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Zusammenfassung

Methan spielt in anoxischen Habitaten eine wichtige Rolle als finales Endprodukt beim anaeroben
Abbau von organischem Material. Ein Beispiel fur anoxische Habitate sind geflutete Lebensraume, wie
Reisfeldbdden. In diesen Bdden entsta¥iethan durch die im Boden lebenden methanogenen
Mikroorganismen und wird primar aus Acetat odérhlenstoffdioxid in Verbindung mit Wasserstoff
gebildet. Die Anpassungen der Diversitat und der Aktivitdt der methanogenen Gemeinschaft an
verschiedene Wassegpalte im Boden, besonders nach einer Austrocknung, wurden bisher nicht
ausreichend untersucht. Mit der vorliegenden Arbeit wurde deshalb der Einfluss von verschiedenen
Wassergehalten bei zwei verschiedenen Reisfeldbdden (philippinischer und italienttethkemft)

mittels klassischer Analysen (GC; HPLGARBIS) sowie molekularbiologischen Methoden (QPCR, T
RFLP des archaeellen i6&NAGen und Sequenzierung dacrATranskripte) analysiert.

Die Methanogenese korrelierte dabei positiv mit der Hohe des Wgshalts. Fir eine nachweisbare
Methanproduktion wurde eine Wasserverfugbarkeit von mindestens%40der maximalen
Wasserhalteféhigkeit des Bodens bendétigt, wahrend die Kohlenstoffdioxidemission bereits%ei 17
anstieg. Dies deutet darauf hin, dass dieis&tzung von Kohlenstoffdioxid aus verschiedenen
Fermentationen bei sehr niedriger Bodenfeuchtigkeiten mdéglich ist und die Bildung von Methan

hdhere Bodenfeuchtigkeiten bendtigt.

Die Daten der stabilen Kohlenstoffisotopenfraktionierung weisen daraufdaiss hydrogenotrophe
Methanogenese bei allen Feuchtigkeitsstufen zu Beginn der Inkubationen dominierte, allerdings ist
diese bei niedrigen Wasserverfiigbarkeiten stark beeintrachtigt. Die initiale Methanproduktion
wechselte bei einer geringeren Wiederbeféiieng schneller von hydrogenotroph zu acetiklastisch als

bei vollig gefluteten Inkubationsproben. Die Ver&nderung des Wassergehalts zeigte nur einen geringen
Einfluss auf die Populationsdynamik der methanogenen Lebensgemeinschaft. Die Anpassung an die
unterschiedlichen  Feuchtigkeitsstufen  erfolgte  durch  Aktivitdtsanderungen  bestimmter
methanogenen Archaeen in der Gemeinschaft. Durch die Sequenzierungncté¥Transkripte
konnten einzelne Familien der Methanogenen dargestellt werden. Hier zeigte sich, dass
Methanosarcinaeae bei niedrigen Wasserverflugbarkeiten starker aktiv waren als bei volliger Flutung
des Bodens. Generell stieg die Anzahl agerATranskripte und somit die methanogene Aktivitat
bereits durch eine leichte Erh6hung des Feuchtigkeitsgelaalidm philippinischen Reisfeldboden
verdoppelten sich die Kopienzahlen und im italienischen Reisfeldboden stiegercidid ranskripte

um das 1O€ache im Boden mit bereits niedrigen Wasserverfiigbarkeiten an. In feuchteren
Inkubationsproben wurden maxinmaimcrATranskriptmengen von 2is 10 pro Gramm Boden

nachgewiesen. DimcrATranskriptmengen im philippinischen Boden waren stets etwas niedriger als
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die im italienischen Reisfeldboden, obwohl die Methanproduktionsraten im philippinischen Boden
etwa doppelt so hoch waren wie im italienischen Reisfeldboden. Grundséatzlich war die Diversitét im
Boden auf DNADbene jedoch unempfindlich auf Austrocknung und Wiederbefeuchtung. Mit den
Experimenten konnte somit gezeigt werden, dass der anaerobe Abbau vonsmigami Material in
Reisfeldbdden keine vollstandigdutung bendtigt. Allerdings veréandert sich die Aktivitat der

methanogenen Gemeinschaft unter verschiedenen Feuchtigkeitsbedingungen.

In einer zweiten Versuchsreihe wurde der Einfluss von einem beweggtensygerollt, geschuttelt

oder magnetisch geriihrt) im Vergleich zu einem statischen System auf die Methanproduktion
analysiert. In den drei untersuchten Umweltsystemen (Faulschlamm, Flusssediment, Reisfeldboden)
war der Unterschied in den bewegten Systenveenig markant im Vergleich zum statischen System.

In einigen Fallen war die Methanproduktion in den bewegten Systemen vermindert oder erreichte eine
ahnliche GrélRenordnung wie im statischen System. Die Ergebnisse belegen, dass die Methanogenen
wenig in hrer Aktivitat beeinflusst wurden und die gewahlte Bewegungsintensitat nicht ausreichte,
um die syntrophe Beziehung der Methanogenen zu schadigen. Dennoch konnte im statischen System
der Reisfeldbodeninkubationen die hdchste Diversitat beobachtet werdes, einen Effekt auf die
Zusammensetzung der methanogenen Gemeinschaft im Reisfeldboden vermuten lasst. Die Ergebnisse
waren dahin gehend sehr stark von den gewahlten Umweltsystemen abhangig. Die unterschiedlichen
Ergebnisse der Umweltsysteme sollten dahar ihrer positiven oder negativen Wirkung des

mechanischen Stresses differenziert betrachtet werden.
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Einleitung

1.1 Methanogenese, Methanproduzierend e Mikroorganismen und

die Analysemaoglichkeiten von mikrobielle n Gemeinschaften

1.1.1 Methan, methanogene Abbauwege und methanogene Archaeen

Methan 6 / | updiKohlenstoffdioxid €CQ) zahlen zu denvichtigsten Treibhausgase und sind mit
1,8ppmv 6/ | j 0 ~40yp@nv 6 / h Bedtandteile der chemischen Zusammensetzung der
Erdamosphare(Harde 2011; Le Quéré a. 2015) Ein Anstieg der Methamkzentration ergibt sich
aus dernweltweit stets arsteigenden Emission undler dabei abegleichbleibenden Wiederaufnahme
@2y | dgr AthodgibargDzyuba ua. 2012) DienatiirlicheEmission vort | ij die Atmosphare
istin vielen Fallen goermanent geflutete Lebensrdume wie Abwasser, ReisfeldéiSedimente, aber
auch anVerdauungstrakte von Wiederkaueumd Termiten gekoppel{Wang ua. 2004; Chen und
Prinn 2005)Die/ |-jdzy’ R -Rrduuktionerfolgt bei dem letzten Schritt des anaeroben Abbaus von
organischemMaterial unter sauersofffreien (anoxischen)Bedingungen. Zwischenproduktéedes
Abbaweges wie z.B. Acetat, C®@ in Verbindung mitH, (Wasserstoff) Methanol, Formiat
Methylamine und Dimethylsulfd (DMS) kbénnen als Substratgon methanproduzierenén

Mikroorganismerfir die Bildung vori | genutzt werden(Madigan ua. 2009)

In vielenUmweltsystemen wird dak | hauptsachlich durch die Reduktion v@& in Verbindung mit
H. (hydrogenotrople Methanogenes) oder durch die Spaltung von Acetaacetikastische
Methanogenes) produziert Nur ein kleiner Anteil @n / | wird durch den Abbaumethylierter
Verbindungen umgesetZConrad 2005; Blaser und Conrad 20D8)rch die Bildung voh | {ber die
unterschiedlichen Abbauwege konnen Unterschiede in der Fraktionierung sabilen
Kohlenstofisotops bestimmtwerden. In der Praxis wird die Zusammensetzung degopensgnals
Delta ({) mit der Einheit Promille: : angegebenFir die hydrogenotrophe Methanogenesand
Werte zwischenb73 und 649 : (Fey ua. 2004; Conrad @. 2010)und fiur die acetiklastische
MethanogenesaVerte vonb18bisb27.: benannt(Conrad 2005; Blaser und Conrad 20D&)rch die
Nutzung von Methyltlorid, einem selektiveninhibitor der acetiklastische Methanogeneseist es
maoglich, die Anteile der beiden Hauptbildungswege des Methans authmweltproben ndher zu

bestimmen(Frenzel und Bosse 1996)
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1.1.2 Methanogene Archaeen und ihr Markergen fir phylogenetische Studien
MethanogeneSpeziesnutzen / | -Produktion als Hauptbestandteil fir ihren Energiestoffwechsel
Diese zeigendabei unterschiedlicheSubstratpéferenzen wie einerDatenbankvon kultivierbaren
Methanogenenentnommenwurde: 74,5%nutzen H und CQ, 33% Methylverbindungen und 8%

Acetato WI 0 O 2.2@15)A dzo

Methanogene werden den Archaeen zugeordnefLangworthy und Pond 1986; De Rosa und
Gambacorta 1988; Eme und Doolittle 201Siezahlen zunStammder Euryarchaeotand werden in
sieben taxonomsche  Ordnungen  unterteilt Methanobacteriales, = Metlnococcales,
Methanomicrobiales, Methanosarcinales, Methanopyra{®$adigan ua. 2009) Methanocellales
(Sakai ua. 2008 und Methanomassiliicoccaldtang 2014; Borrel a. 2013; Paul wa. 2012; Dridi ua.
2012) Die Verwandtschaft dedrdnungerwird durchdie Konstruktion von phylogenetischen Baumen
auf Grundlage des archaeell@6SrRNAGensbeschriebenGrofZkopf ua. 1998; Luton ua. 2002)

Methanogeneunterscheiden sich in einer Reihe wichtiger Merkmale von Baktékiangworthy und
Pond 1986; De Rosa und Gambacorta 1988¢ End Doolittle 201p Siesind in der Natur weit
verbreitet und auch unter extremenBedingungen zu finden Se Uberleben grofe
Temperaturschwankungen, verschiedene pHWert-Bereiche, Trockenheit und hohe
Salzkonzentrationer{ Brioukhanov und Netrusov 200Rerreault ua. 2007; Ma und Lu 2011;
Anderson ua. 2012; Hao wa. 2012; Wagneu.a. 2013) Es konntez. B.gezeigt werden, dass
Methanogene auch unter trockenen Bedingungen, siiin kalten oder hei3en Wiisteherrschen
vorkommen(Angel ua. 2012) Jedoch war den Vielfalt in kalten Wusten eher geriggbbildung 11),
dennes konnten nur Vertreter devlethanosarcinaeaeund Methanocellzeaegefunden werdenund

in einigen Fallen audiethanobacteriaceaéAschenbach wa. 2013)

- Thaumarchaeota (530bp / 602bp TR-F)
—48>> Methanob acterium (702bp TR-F)
—e__/ Methanobrevibacter
¢ Methanomicrobium
— 4ZFF=" Methanocella (295bp TR-F)
Methanosaeta
—e_ Methanococcoides
| _—& Methanosarcina (608bp TR-F)
L &7 Methanimicrococcus
 — Thermoplasmatales
—_#j Methanococcus

o C
010 >95%>85%>75% Bootstrap values

Abbildung 11: Phylogenetische Verwandtschafler Archaeerauf Basis des 16RNAGens Die farbig markiertenGruppen
zeigendie Vielfaltder Archaeen die in trockenen, kalten Wusteriiberleben kénnen(Aschenbach ua. 2013)
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Um die Verwandtschaft, di®iversitdt und die Abundanz der methanogenen Gemeinschaft in
Umweltproben genauer zu untersuché@onrad 2007; Luton &. 2002; Lueders und Friedrich 2000;
Chin ua. 1999)wurde das funktionellencrAGend DSy  F-NritgreiRHeiSder"MethyiCoenzym
M-Redukase) als phylogenetischer Marker verwendgiueders ua. 2001 Friedrich 2005) Die
Methyl-CoenzyriM-Reduktase (M&BG) ein Schlisselenzym der Methanogenes&d durch das
OperonmcrBDCGAodiert (Lueders ua. 2001) Dieses Enzyrkatalysiertden letzten Schritt der
Methanogenesegdie Abspaltung deg¢ | j  @RSCoM(Thauer ua. 2008und ist einzigartig fur alle
Methanogene (Lueders ua. 2001) Der Vorteil ist, dass Methanogene bessmithilfe dieses
Markergers detektiert werden kénnen alsnittels des 16 STRNAGen, da Methanogene mit eventuell
niedrigen relativen Haufigkeiten von groReren Populationen wie Crenarchaeoten und
Thermoplasmatales verdeckt werden kénnten, wenn nicht ausreichend sequenzidrthit der
Etablerung vonmcrA als Markergen (Lueders ua. 2001)haben sichimmer mehr Forscherdem
phylogenetischen Zusammenhaggwidmet (Zhang ua. 2008; Watanabe &. 2009; Hunger a.
2011;Zhu u.a. 2011;Biddle u.a. 2012; Paul w. 2012; Zeleke @. 2013; Wilkins wa. 2015; Dowell
u.a. 2016) Die phylogenetische Verwandtschales 16SrRNAGens und desncrAGers sind sehr
Ubereinstmmend (Luton u.a. 2002; Hallam wa. 2003; Bapteste @. 2005) Ein Vergleich der
phylogenetischen Verwandtschaier Methanogenerauf Basis des Stammbaums d&SrRNAGens

gegenibedemdesmcrAGers ist inAbbildung 12 dargestellt.

Methanococcales Methanopyrus kandleri AV19
Methanopyrus kandleri AV19 ’ P
y— " Methanobacteriales /Methanococcales

Methanosarcinaceae

pal \ i
Methanosarcinaceae pp* /
P-ﬂmhanosae?aceae/ i \ ’

Methanomicrobiales Methanosaetaceae A

m—

A "~ Methanobacteriales

Methanomicrobiales
Rice cluster | Rice cluster |

0.10 0.10
McrA 16S rDNA

Abbildung 12: Vergleich der phylogenetischen Verwandtschader Methanogenenauf Basis desncrA-Gers (Alpha
Untereinheit der MethytGoenzymM-Reduktase) und ded46SrRNAGens(Conrad 2007)

Gerade beiFingerprinting Methoderblieben bestimmte Methanogene, die weniger dl$6 der
Gemeinschaft ausmachten, oft unentdeckin dem Zusammenhang wurdennterschiedliche

Primersysteme zur spdgchen Amplifikation demcrAGers beschrieberfSpringer ua. 1995; Hales
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u.a. 1996; Luton wa. 2002; Steinberg und Regan 2Q08Bas MEPrimerSetkann eine Vielzahl von
Methanogene  detektieren:  Mitglieder der  Methanosarcinaceae, = Methanosaetaceae,
Methanobacteriales(mrtA- und mcrAGer), Methanococcales, MethanocellalggReisCluster 1),
MethanomicrobialegMethanoreguldFen-Cluste) (Sakai ua. 2QL1a)und der unkultivierten Gruppe
MCR2. Steinberg und Regaf2008) optimierten die PrimeroML& Zweilsoenzyme vom MCRind
beschriebenMCR I(mcrA mit dem Operon MCR | mcrBDCG@Ad]len Methanogenenyind MCR I
(mrtA) mit dem Operon mrtBDGfur in Methanobacterialesind Methanococcales(Thauer 1998;
Lueders ua. 2001; Luton wa. 2002) Abhangig va der Wasserstoffverfligbarkeitvird bei hohen
Verfligbarkeien eher mrtA exptimiert, und beiniedrigen Wasserstoffverfigbarkeiten wird darch
mcrAersetzt(Pihl u.a. 1994; Nélling wa. 1995; Reeve a. 1997) Einweiterer VorteildesmcrAGers
ist, dass es nur mit eimder zwei Kopien im Genonoriegt und das anhand tkser Gerkopien prazise
bestimmtwerden kann wie vieleMethanogenebeteiligt sindam anaeroben AbbawBeim 16SrRNA
Gen hingegen kdnnenbis zu vier Kopien oder mehr im Genom vorliegen,was je nhach
Zusammenstzung der mikrobiellen Gemeinschaftschnell zu hohen Kopiealzlen fihren kann
(Klappenbach wa. 2001)

Fur de Bestimmung tkser aktiven methanogenenGemeinschét werden die mcrATranskripte
bendtigt. Nur dadurch kanain reelles Bildiber die Aktivitat imanaeroben Abbauageben werden
(Watanabe ua. 2009; Ma ua. 2012; Alvarado w&. 2014. Ma und Kolleger(2012)konnten zeigen,
dasssich die Transkriptait dem Austrocknungsstress verringerten und unter gefluteten Bedingungen

wieder stiegenAbbildungl.3).

mcrAgenes in surface soil mcrAtranscripts in surface soil
1.0E+11 1.0E+10
: i A FL A FL
d' d! * +DR hereE d' * ' 1‘ +DR
ry wet dry wet : ry wet dr et ]
1.0e+10 | 4 y y q y}?/i
=T _
AL . 1.0E+08 | S i L}
i O e : \ _
toews |7 T . _
‘\J_' I 1.0E+07 | ‘I'/
il
1.0E+08 ' 1.0E+06

Abbildung 1.3: Bestimmung der mcrA-Gerkopien (inks) und der mcrA-Transkripteveranderungenréchts) in einem
wechselnden Zyklus von Austrocknen und Wielefeuchten (DR) im &gleich zur stindig gefluteten Kontrolle (F(Ma
u.a. 2012)

Des Weiterersollte auch bedacht werdewnlass das IsoenzymnrtA zusatzlichmit dem Primersystem
erfasst wird (Luton u.a. 2002; Steinberg und Regan 2008)d das die Aktivitdt von mcrA
temperaturabhéangig igiGoenrich ua. 2005) Lutonund Kolleger(2002)konntendas Vorhandensein

des IsoenzymsnrtA nur bei einigen Methanobacterialesund Methanococcaledeschieben Eine
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zweite Kopiedes mcrAGers konnte bei Vertretern derMethanomicrobialegefunden werdenwie

z B in den voll sequenzierten Genomewon Methanolacinia ptrolearia (alterer Name
Methanoplanus ptroleariug (Brambilla ua. 2010)und inMethanoregula formicicgYamamoto ua.
2014) Noch nicht ganz vollendete Genoraeigen aber ein dhnliches Bither zweiten Kopie des
mcrAGers in Methanocorpusculum bavaricum, Methanocorpusculum labreanum, Methanoculleus
marisnigri, Methanofollis liminatans und Methanolancinia paynteri (NCBIProteirsuche
KGGLIYKK GG GDPYPOADY T YOYAKDPIZ P

1.1.3 Analysemdglichkeiten bei mikrobiellen Gemeinschaften

In der mikrobiellen Okologie sind viele kultivierusunabhangigeAnalysenethoden etabliert.Diese
sind allerdings t sehr zeitaufvendig undhinsichtlichihrer Genauigkeitimitiert. Durch die Sanger
Sequenzierung war es erstmals moglidie Diversitat von unkultivierbaren Mikroorganismép %
der Gemeinschaftzu untersucher{Cowan ua. 2005; Vakhlu wa. 2008) AuRerdem konnte mit der
Kombination von Fingerprintinlylethoden, wie zB. dem TerminalerRestriktionsfragment.angen
Polymorphismug$T-RFLPYyndder SangefSequenzierung die Divatat der mikrobiellen Gemeinschaft
erstmals in grof3 angelegten Studien untersucht wer@&hin ua. 1999; Brune und Friedrich 2000;
Henckelu.a. 2001) Als Standard wurde das6SrRNAGen verwendet, aber um funktionelle
Gemeinschaften zu untersuchesetzten sich auch immer mehr funktionelle Markergene durch, wie
das amoAGen fir Ammoniumoxidierer,das mcrAGen fir Methanogene unddas pmoA-Gen fir
Methanotrophe (Hencké u.a. 2001;Ma und Lu 2011Pratscher ua. 2011Ke u.a. 2014) Im letzten
Jahrzehnt gab es einen enormen Fortschhrittsichtlich deverwendeten Sequenziergamethoden.
Dies flhrte zu einem starken Anstieg von vollstandig sequenzierten Organismesntspdechend
viele Entwirfe von kompletten Genomsequenzen sind derzeit verfugli@heutzutageur \erfligung
stehendenNextGenerationSequencingMethoden (NGSMethoden) sind sehr hochauflésend und
liefern viele neue Informationenhite Anwendungzur Analyse von mikrobiellen Gemeinschaften

wurdenin verschiedenen Ubersichtsartikebeschrieber(Metzker 2010; Eou u.a. 2015)

Das Fehlen einer umfassenden Referenzstabatenbank fir die Analyse von funktionellen
Gemeinschaften erschwestlerdingsdie Auswertung von funktionellen Markergenen. Die Zuordnung
der mcrASequenzenzu den verschiedenen Methanogenearfolgt nicht Gber einen generellen
Klassifizierersonderniber diephylogenetische Einordnung in einen Referenzstammbaum. Am besten
eignen sich fur diese Analysen kladistische Verfahren,MagimumParsimony oder Maximunt
LikelihoodAnsatze. Sie sindobust und durch eine statistische Theorie gestif2@bei werden
unterschiedlichen Baumtopologien verglichen und bewertet und zuverlassige Ergebnisse sind auch mit

kurzen Sequenzezuerzielen(Merkl 2015)
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1.2 Zellulare Stressantwort und generelle Stressfaktoren in der

Umwelt

Fast alleUmgebungen mit mikrobielta Leben sind im Laufe der Zeltirch Veréanderungerder
Umweltbedingungen gepragt. In Abtgigkeit von Amplitude und Daud®nnen diese Anderungen
von Mikroorganismen als Stress registriert werden und eine Stressreaktion eusNggliche
Ausloser @ser Stressreaktion sindz.B. pHWert-Anderungen, Sauerstoffentzug odezufuhr,
mechanischer Stress, verschiedene Metalle oder extreme Schwankungen in der Temydeatur

Macario und Macario 2003)

Die Stresantwort des Organismus kann auf zellularer Ebanfgrund derZunahme bestimmter
Proteine, wiez. B. der Hitzeschockproteinajntersuchtwerden. Diese schitzen andere Proteine und
Zellverbindungen vor den schadlichen EinflissarjelgeiligenStressoen (Garcia und Forterre 2000)

Es gibt zwei Uberlebensstrategien der Organismen: Einerseits die aktive Erhohung der Fahigkeiten
direkt mit dem Stress umzugeheannd andererseits die Neutralisierung detresses, indem die
Schéden repariert werden, die durch den Stress verursacht wurden. An beiden Wegen sind komplexe
Regulationsmechanismen beteiligt, welche aktiv kontrolliert werden. Dies enakgin Abbildung 14
dargestellt, sowohl auf Transktipns- , als auch auf Translationsebene umaf posttranslationaler

Ebene(Matin 2003)

Lipids (fluidity) :
. - ’(;. ribosome
Proteins ~ _ _ -~ =
(flexibility) NAS RNA  conformation)
mHNA

Nucleic acids <

I
|
|

I Lk increase (hs)

- I Lk decrease (cs)
Signal_ / Kinases delocalized by increase
transduction / of membrane fluidity (hs)

/ etc.
/
/

’
TRANSCRIPTIONAL &
POST-TRANSCRIPTIONAL

ADJUSTMENT
“ s
L o
. -~
! N Heat shock proteins (hs) _ -
\ ~ Cold shock proteins (cs) <4~
b TR Lipid desaturases (cs)
Proteolysis Organic solutes (hs)
(proteasome/proteases)  Protein methylation (hs)

etc.

Abbildung 14: Generelle Mechanismus &r Stressantwortvon Mikroorganismenbei thermischemStress(Lopez Garcia
und Forterre 2000)
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1.2.1 Trockenstre ssund Salzstress

Austrocknungsstress kann in drei Phasen unterteilt werden: Wahrend der Trocknung (Reise |)
die Mikroorganismenunter osmotischemsStress, Sauerstoffstress unmhter der Anwesenheit von
toxischen Verbindungen(Vriezen ua. 2007) Bd niedrigen Wasseraktivitaten (Werldeiner als 0,53)
kommt eszu einer Funktionsstérung der Enzyrmad dies fuhrt zu einer Beeintrachtigung des
Stoffwechsed (Brown 1990; Vriezen a. 2007) Sawrstoff und Strahlung verursachaten grofiten
Schaderwéahrendder Phasell in der dieTrockereit toleriert wird. h der Wiederbenetzungsphase
(Phaselll) sind der hypoosmotischen Stress under Kampf mit reaktive Sauerstoffspezies die
Hauptdressoren(Vriezen ua. 2007) Mit der Austrocknung kommt auch noch ein weiterer Stressor

hinzu, die Salinitat.

DieSalinitat kann in vier Klassanterteilt werden Klasse | mit 6is 10 %l( 1,0 bisl,7 M NaCl)Klasse
IImit 10bis14% ( 1,7 bis2,4 M NaCl), Klasseriit 14bis30% { 2,4 bis 5,1 M NaCl) und Klassg IV
die alle Konzentrationeriber 30%abdeckt Es existieren halotolerante Mikroorganismelie in der
Lage sind, in Abwesenheibw Salz zu wachseaber auchSalzkonzentrationerbis zu2,5 M zu
tolerieren, d. h. sie kommen in den ersten @rKlassen vorHalophile Mikroorganismerdagegen
bendtigen eine bestimmte Salzkonzentrati@p50gle| 0,85 M Nag) um wachsen zu kdnnesie

kénnen nicht in Abwesenheit von SgideihenOren 2008; Margesin und Schinner 20ddyor 1989)

Innerhalb der Doméne derArchaeen wurden halophile Vertreter der Methanosarcinés und
Halobacteriacea®eschriebenin der Familie deMethanosarcinalesindesz.B. Methanohalophilus

und Methanohalobium spp(Oren 2008)Es gibt bislang keine Vertreter unter den Methanogenen,
welche oberhalb einer Salzkonzentration von 200 ¢ Ii 3,4 M NaCl) auftreterfOren 2011) Bei
niedrigeren Salzkonzentrationen wurden auch halotolerante Methanogene beschrietien
Methanobacterium subterraneuniotelnikova ua. 1998) Abbildung 15 zeigt die Grenzen der
hydrogenotrophen und acetiklastischen Methanogenese und anderer Abbauprozesse Uber die

Salzkonzentration.

Durch die Ansammlung von ositiech schitzenderVerbindungen auch bekannt al&ompatible
Solute sind auch methanogene Vertreter in der Lagieh anverschiedenesmotische Bedingungen
anzupassen(Oren 2008) Methanosarcina thermophil@M-1 synthetisiert Alpha-Glutamat und N
epsilonacetytbeta-Lysin als kompatible Solute oder akkumuliert Glycinbetain und Kaliumionen aus
der Umgebung(Proctor u.a. 1997) Auch Methanohalophilus portucalensisynthetisiert beim
Wachstumbei hohen NaCGKonzentrationerkompatible Solutewie Beta-Glutamin, N(sup(epsilonr))

acetyk(beta)Lysin, und GlycinbetaifiRobinsorund Roberts 1997)
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Abbildung 15: Limitierung der verschiedenenmikrobiellen Abbauprozesse uUber didolerierte Salzkonzentration
(modifiziert vonOren 2011)

1.2.2 Methanogenese bei verschiedenen Feuchtigkeitsstufen

Die Methanogenesdst der letzte Schritt imanaeroben Abbawon organischen Material und tritt
vorzugsweisenter anoxischen Bedingungenf. Jingste Studien haben gezeigt, dass Methanogenese
nicht auf dauerhaft geflutete Systeme ksehranktist, sondernauch in belifteten und trockenen
Wiustenbdden auftreterkann wenndiese unter feuchen, anoxischen Bedingungen inkeit werden
(Angel ua. 2012; Aschenbach @a. 2013) In vielen Umgebungen missdvethanogene die
Austrocknungund Wiedebefeuchtung tolerierenwie z.B. bei saisonalen Schwankungém einem
Reisfeld, dam Ende der Vegetationspede das Reisfeld trockélenkann.In nur wenigen Studien
wurden die Auswirkungen auf die methanogene Gemeinschaft dugehielte Astrocknung oder
Wiedebefeuchtung untersucht. lder Studie voMa und Kollegerf2012) wurden die Transkripte des
mcrAGers von Methanogenen wéahrend eines TrockenassZyklus untersucht In einem
Inkubationsexperiment mieinem Reisfeldbodenwelcher abwechselnd ausgjocknet und wieder
befeuchtet wurde, konnte im Vergleich zu einem kontinuierlich geflutetgstemeine signifikante
Abnahme demcrAGenkopien undancrATranskriptegezeigt werden.

Eine andere Moglichkeitm Feuchtigkeitsstufen zu generierest, die Feuchtigkeit zceduzieren oder
den trockenen Bden wieder zu benetzen. Jackel und Kollegen Z001) versuchen die
Bodenfeuchtigkeit so zu reduziergtass aus det | -Produktionein CH-Verbrauch wirde. Aber bei
niedrigaen Wasserhaltekapazitat deBodens stellte sich heraus, dadie CH-Oxidation sehr
austrocknungsempfindlich wawasabhangig von de Ausgangspopulationeru seinschien Auf der
anderen Seitkonnte aber gezeigt werdendass methanogeneArchaeen relativ resistent gegeniber
Austracknung undSauerstoffeposition sind (Fetzer ua. 1993; Joulian @. 1996; Ueki wa. 1997,

Jackel ua. 2001)
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In Bezug aubauerstoffstress konnte gezeigt werden, dass rgauerstofbelastungdie methanogene
Aktivitat, gemessen an dencrATranskriptmenge, um eine Grof3enordnung abngNman ua. 2011)
Allerdingswaren zu Beginn deBauerstofflelastung die Transkripte voNethanocellalesrelativ
gesehen am haufigsten aller gemessenen methanogenen Transkriptewas auf eine
Widerstandsfahigkeionhydrogenotrophen Methanognen hinweisen konnte. Wahrend enlanger
andauernden Belastung erhohte sich die Haufigkeit derATranskipte von acetiklastichen

Methanogenen(Yuan ua. 2011)

1.2.3 Bioturbation und Auflockerung an Grenzschichten

Ungestorte Sedimente kdnnen in drei Zonen unterteilt werddie oxidierte, sauerstoffreiche Zone,
die Grenzschichtrédox potential discontinuity zond&RPDZong und die anoxische ZoneApbildung
1.6). In der oxidierten undler RPD-Zone wird Sauerstoff durch heterotrophe Mikroorganismene
bspw.CH-oxidierende Bakterierverbraucht Dies fUhrtzur Bildung einer anoxisen Zone inieferen
Schichén oder zu anoxischen Mirohabitaten (Kuivila ua. 1988; Frenzel @. 1990) Dieses
Gleichgewicht kann durchnthropogene Aktivitdten, wie durch das Pfligdes Bodensder im
traditionellen Reisanbau das Paddaider durchdie Aktivitdten vonTieren, wie z.B. von kleien
Wirbellosen in den Kisteegvéssern gestornt werden (Kogure und Wada 2005l terrestrischen
Bdden kann diese Stbérung deroxisch-anoxischen Grenzschicht z.B. durch Regenwirmer
hervorgerufen werdenWie sich dieset8rung durch Regenwirmeauf die Methanbildunguswirkt,
wurdein einem Inkubationsexperiment mit Mikrokosmen untersudfdbova ua. 2012)So konnten
durch RegenwiirmerdA S -Pradijiktionsrate erhéht werden undie Abundanzder Methanogene
wurde sonicht beeinflusst Durch dieZugabe von Regenwiirmekonntevielmehreine Anderung der
methanogenen Gemeinschatbeobachtet werden. Die Genkopienzahl desd6SrRNAGens von
Methanosarcinaankum das Zweifachend mit langerer Inkubation sogar um das Dreifa¢keubova

u.a. 2012)

Oxygen .
concentration Redox potential
L | | A Sinking Organic Matter
0 10 15| [-100 0 +100+200+300
- mg/l mv 0,+CO,
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zone Oxidized compounds
cO0,, 50,2, NO;, Fe**
0O, Eh
RPD Decomposition of sedimented material
zone Organic production by chemoautotrophs
: & Simple organic compounds
Anoxic
zone Reduced compounds
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0
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Abbildungl.6: Charakterigerung der physikaliscithemische Parameter in einenSediment(Frenzel ua. 1990)
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1.3 Anpassung
Stresssituationen :

als Modellsystem e

verschiedener

Umweltsysteme an

Flusssedimente, Faulschlamm und Reisfelder

Stressheeinflusst nicht nur deistoffwechselon einzelnen Organismen, sondern durch Stress muss

sich die gesamte mikrobielle Gemeinschaft anpassengaggbenenfallverandern.Degeng(1998)

stellte die Hypothese auf, dass die Reduktion von komplexen mikrobiellen Gemeinschaften in ihrer

funktionellen Vielfalt nicht der kritische Purdei, sondern vielmehr, dass die richtige Kombination von

wesentlichen Funktionen unter einer Reihe von Bedimgn entscheidend sind, solangeied

reduzierte Vielfalt der mikrobiellen Gemeinschaften die htigsten Funktionen dralten kann

Allerdings sind komplexe Gemeinschaften unter optimalen Bedingurefémienter in ihrem

KohlenstoffverbrauctiDegens 1998)

Die mikrobielleGemeinschaft ist wichtig flir deaeroben und anaeroben Abbau von organischen

Stoffen Insbesamdere der anaerobe Abbau spielt einechiige Rollebei permanent gefluteten

Systema@ wie Faulschlamm, Reisfelder oder

Sedimenta. Ihr Anteil an der globalen

Gesamtmethanproduktion ist iAbbildung 17 gezeigt(Conral 2009) Die anoxischen Bedingungen in

diesen Systemen sind optimal fiir die Methanogenesterdings kanrdie Zusammensetzungler

Gemeinschaft je nach Okosystem variieren Dies ergibt

sich aus den verschiedenen

Nahrstoffverflighbarke#n und den verandeten HEgenschafterder verschiedenersysteme
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m plants
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O termites

0 ocean

B gas hydrates
I rice fields

W ruminants

O landfills |
W sewage treatment }
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O fossil fuel
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microbial

Abbildung 17: Prozentuale Verteilung deunterschiedlichen Methangellenim Gesamimethanhaushalt(Conrad 2009)

1.3.1 Flusssedimente

Feuchtgebiete weisen sehr verschiedensdBeinungsformen aygfhnen kdnnen Seen, kiistennahe

marine Systeme, Moore, Sumpfe, Flisse und Bé&che zugeordnet wemen.Begriff Fluss

charakterisiertbeispielsweiseein Frischwssersystem mit unidirektionaleWasserbewegung. Das
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Auftreten von hohen Fligsaten und natiirlichen Strémungen isach starken Regenfélldresonders
ausgepragt(Calow 2009)Dariiber hinausst das Uberleben der Mikroorganismém aquatischen
Okosystemenvon mikrobiellen Rauben, ungenugeneén Nahrstoffrerfligbarkeien, suboptimalen
physikalische Bedingungen sowgelegentlich auch vonToxinen und Bioziden naturlichen oder
anthropogene Ursprung abhangig(Barcina ua. 1997) Die Verfugbarkeit von Nahrstoffennd
Temperaturdnderungn sind mit saisonalenWetterumschlagen und dem Jahreszyklus gekoppelt
(Sigee 2005)In der Studie vorGaound Kollegen 2005) wurde die mikrobielle Gemeinschafh
mehreren SuRwasserstrome mithilfe von Fluoregenzin-situ-Hybridisierung (FISH) und
denaturierende Gradientengelelektrophorese (DGGHdtersucht. Diedurch die Hybridisierung
bestimmte Archaeerellzahl lagim Bereichvon 4,75 x 18Zellenbis 4,99 x 18 Zellenpro Gramm
Sediment(Gao ua. 2005) Die mikrobielle Gemeinschafin Fliisserberuht aufeiner Vielzahl von
Quellenwie aufterrestrischen Lebensraume (Bauernhofe Ackerland SiedlungenWaldboden etc.),
auf Ablagerungen,auf Bioflmen und auf Abwassern(Pernthaler 2013) Die / | -Produktion in
Flusssedimenten wird eher als nicht so relevante atmosphéarische Methanquelle eing&stuft.
Flusssedimentewerden daher mit den anderen Feuchtgebietenugammengefasst und der
zusammengefasste Anteil von Feuchtgebieten umfass®%2@bbildung 17, Conrad 2009)In
einzelnen Studienwurde bereits das methanogene Potential vBtusssedimentefBerger und Heyer
1989; de Angelis und Scranton 1993; Sha. 2011; Ortid_lorente und AlvareZobelas 2012; Mach
u.a. 2015und deren methanogenesemeinschatin (Chen und Yin 2018eckmann und Manefield
2014;Conrad ua. 2014b; Mach wa. 2015untersucht.

1.3.2 Faulschlamm (durch Ausfaulen stabilisierter Klarschlamm)

Die Abwasserbehandlung ist die grofieif botechnologschen Verfahren beruhendéndustrie der
Welt (Seviour und Blackall 199%ie Ziele der Abfallbehandlungsverfahren giinel Reduktiondes
organischenrAnteils die Entfernung von Nahrstoffen urtle Inaktivierung von pdtogenen Keimen
und Parasiten. DaBelebtschlarmverfahren unddie anaerobe Vergarung von Klarschlamm sind
wichtige Phasen in den KlaranlageMithilfe von unterschiedlichen Mikroorganismen werden
organische Verbindungen durch den anaeroben Abbau Zu pmgewandelt(Bitton 1994) Der
anaerobe Abbau ist ein mehrstufiger Prozegsd verlauft tUber Zwischenstufen, an denen
verschiedenemikrobielle Gruppenmit verschiedenen physiologischen Aufgabeeteiligt sind 1.
Hydrolyse, 2. Versauerundsgse (Acidogenese)3. Aetogenephase und 4die Methanogenghase
(Demirel und Scherer 2008)

Eire schematische Darstellung demaerobenAbbaus vonorganische Substrate zu/ 1 jst in

Abbildung 18 dargestellt(Demirel und Scherer 2008)
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Abbildung 18: Anaeroke Abbau des oganischen Materials zu GHIDemirel und Scherer 2008)

Anaerobe Abbauprozesse liefern nur sehr wenig Energie. Um die Prozesse thermodynamisch zu
ermdglichen, missen Zwischenprodukte von anderen Organismen weiterverarbeitet werden. Der
initiale Schitt wird durch extrazellulare Enzyme von hydrolytisch aktiven Bakterien durchgefihrt. In
diesem Schritt werden Polymere wie Zellulose in Mooder Oligosaduaride aufgespalten(Schink

und Stams 2006)Fermentierende Mikroorganismen nutzen diese Ausgangsstoffe fur die priméare
Fermentationzu aganischen Sauren, Succinat,fidki > ! OSGIF G ' f 1 2K2t Sy a2g6A
i dzyR / hi  e¢¢rBindungérR I@NEN direit von Methanogenen verwendet werden.

Acetat kann auBerdem von Homoacetogenen B.l dza | i  dzy Blukbshoder @dei&riNJ
Monosacchariden gebildet werden. In einer sekundaren Fermentation oxidieren weitere
fermentierende Bhlterien, sekundare Fermentiereind syntrophe Bakterien die tbrigen langkettigen
Verbindungen, Alkohole, Aromaten und organische S&uren zu A€REINIY A | 0 1 dzy’ R / h
anschliel3end auch von den Methanogeneri zL ymgesetzt werder{Schink und Stams 2006)

Die hydrogenotrophen undid acetiklastischen Methanogersendin Faulghlammdie relevantesten
funktionellen Gruppen(Bitton 1994) Trotzdem konnte d@ne grol3e phylogenetischeVielfalt von
Methanogeren im Faulschlamm gefunden werdeiGray und Kollegen 2002) zeigten dort das

Auftreten vonMethanosarcinales, Methanomicrobiales, Methanobacteriales Methanococcales
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1.3.3 Reisfelder

Reisfelder sinavichtige anthropogen®ethanquellenWang ua. 2004) Siekdnnen als Modellsystem
dienen um die mikrobielle Okologie der anaeroben Nahrungsketten erstehen. Es gibt einige
Variablen, wie Bodenart undReisvarietdt, TemperaturRedoxPotential des Bodensund die
Verfligbarkeit von Wasser und Nahrstoffemelchedie / | -Produktionin Reisfeldern beeinflussen
(Conrad 2002)

Die Einteilung des Reisanbaus wird durch das verfligbare Fewitsigkfil der Feldecharakterisiert
(Abbildung 19) und kann in drei Haupttypen unterteilt werdefl) durch Regen bewéasserter Reis, wo
der Reis nur nach starken gnfallen Gberflutet wird(ll) kiinstlich bewésserter Reis, wo die Felder im
Winter und zur Erntetrockenliegen und der Reis wahrend der Saison Uberschwemmt, \{liij
permanent Uberfluteter TiefwassdReis, bei dem das Feld immer mit Wasser gefligiefNeue und
Roger 1993)

Dry Rice Wet Rice

upland ground water/ flooded irrigated deepwater/
lowland rainfed (paddyfield) floating

(drained before harvest)

;' Eavl
DA
N
A
7N Y

seasonal flood

water table

plant productivity

water consumption

greater emissions -

Abbildung 19: Einteilung des Reisanbausnach verschiedenen Bewdasserungsmethoden, modifiziert von
http://sites.utexas.edu/mecc/files/2013/11/rice_ecological_spectruntopy.jpg

Gerade befrisch gefluteten Reisfeldekanneine zeitliche Anderung des Redoxpotentizé®bachtet
werden. Wéahrend dieseé®ozesgs werdenSauerstoff, Nitrat, Ben (Il) und Sulfatreduzert (Conrad

und Frenzel 2003)n dieser neu erzeugten aaroken Zonewerden optimale Bedingungen fir den
anaeroben Abbau geschaffen. Bibat auch zur Folge, dass Methanogene in groRen Mengen in
Reisfeldern gefunden werden konnéReters und Conrad 1999pas Prinzip desnaeroben Abbaus

durch Mikroben ist ahnlich wie beim Faulschlamm, aber durch die unterschiedlichen
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Umweltbedingungen hat jedes Umweltsystem seine einzigartige mikrobielle GemeinéCbaftad

und Frenzel 2003)Diese Gemeinschaft kannnen erheblichen Einfluss auf die Produktivitat im
Reisanbau haben. Aul3erdem spielen die Wasserverflugbarkeit und die Sauerstoffverfligbarkeit eine
Rolle(Conrad und Frenzel 2003)as organische MateriahiBoden stammt von bereits vorliegenden
organischen Substanzen, organischem Kohlenstoff, der durch den Abbau von Pflanzenmaterial
freigesetzt wird oder durch freigegebene Wurzelexsudatartmann ua. 2009)

Unter bestimmten Umstéanden kann daS@ A f RSGS /1j o6SA RSNJ +SNFN3IO6
Elektronenakzeptorenz.B. an der Reiswurzel odean der Bodenoberflacheyon Methanotrophen

genutzt werden.Die Oxidation vori | grfolgt entweder durch aerobe Methanotrophan einer
Grenzschicht mit@ A OKT SA G A 3SNJ + S NF dbarindghchebvrise aubipayiaetalurch dzy R/ | |
eine Wechselwirkung von syntrophemethanotrophenArchaeen (ANMEL, ANME2 oder ANMES)

und Sulfatreduzierenden Bakterie(Boetius ua. 2000; Raghoebargj u.a. 2006) Desweiteen ist es

auch maoglich, dass | it Nitrat oder Eisen(lll) oxidiert wird Candidatus Mthylomirabilis oxyfera

gehort zu den denitrifizierendeanaerobenMetharoE A RA SNB NY 6 R Y-@xidationsa$ t OKS F
die Nitritreduktion unddieintrazellulare Sauerstoffproduktion gekoppelt hali@hu u.a. 2010; Ettwig

u.a. 2010) Vertreter der ANMERd-Gruppe, wieCandidatus Methanoperedence nitroreducesisd in

der Lage/ | j 1 dz ,zifdénrRsieSdiebrgverse Methagenese mit Nitrat als terminalem

Elektronenakzeptor nutzegHaroon ua. 2013)

1.3.4 Alternative r Reisanbau mit Moglichkeiten zum Austrocknen de r oberen Erdschicht

Reis wird traditionell standig Uberflutete um einen moglichst hohen Ertrag zu erwirtschaften
(Abbildung 110, Maclean ua. 2002) Um denzunelmend h6heen Bedarf an Lebensmitteln zu
decken, wird beitraditionellen Anbaumethoden mehr Wasser zur Bewésserung erforderlich sein
Allerdingswird in Asien die verfugbaré/assernenge welche zur Bewasserung zur Verfliigung steh
muss zunehmendknapper (Guerra ua. 1998; Tabbal a. 2002) Es gibkinigeStuden, in denen der
Wasserverbrauclwahrend derReisproduktionreduziet wurde und trotzdem die wirtschaftliche
Effizienzerhoht werden konnte(Belder ua. 2004; Tuong w&a. 2005; Ye wa. 2013; Shao @&. 2014)

Die alternative B&dsserung mit Moglichkeit zum Awustknen Alternate Wettirg and Drying AWD)
isteinevielfach eingesetztBewasserungsmethoda der Reisproduktior{Abbildung 110, Belder ua.
2004; Tuong ua. 2005) Bei derAWD wirddas Feld nicht aktiv tberflutet, sondern nur bewdassert
wenn der Wasserstand eine bestimmBehwelleunterschreitet Diese Schwell@ird erreicht, wenn

die Bodenoberflache Risse zeigt oder welmPflanzen visuelbymptome von Wassermangedigen
(Tuong ua. 2005; Ye wa. 2013)In der Tiefe wird der Boden daher immer bis zur Sattigung mit Wasser
feucht gehalten. Dadurchéfit die Spannungnmit der das Wasser im Boden zurtickgehalten wiicht

unterb10kPa. Dies hat auch zur Folge, dass es in dem gesattigten BodeamgrBellftungyibt und
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somit weniger Nitrifikaton stattfindet (Belder ua. 2004) Des Weiteren wird i@ gespeicherte
Wassermenge stark von den hydrologischen Bedingunigsifreldes beeinflusqBelder ua. 2004)
Die Wasserersparnis ider Feldsudie von Belderund KollegenZ004)betrug 6¢14 % der gesamten
Wasserufuhr (Niederschlagand Bewasserung) und ¢58 % der kinstlichenBewasserungaufuhr.
Noch weiter optimiert werden konnte die Wasserersparnis in einer Studié'eand KollegenZ013)

bei derim Jahr 2010 4% und im Jahr 2011 2& der kinstlichen Bewasserungszufeimgespart

werden konntean.

Abbildung 110: Links: kontinuierlich geflutetes Reisfeld, rechts: der leicht angetroeke Reisfeldboden mit Rissen in der
oberen Bodeschichtund einer verfiigbaren Wassersaule in tieferen Schichten. http://www.knowledgebank.irri.org/step
by-step-production/growth/water -management/alternatewetting-drying-awd

1.4 Ziel der Arbeit

Methanogene Archaeen kénnen in fast jedem anox@schebesraumnachgewiesn werdenz. B.in
natirlichen Feuchtgebieta, auf Reisfelden, in Meeren im Pansen von Wiederkduern und auch im
Darm vonTermiten und KakerlakgZinder 1993; Leke u.a. 2001; Brune 2@). Des Weiterekonnte
auch fur bellftete Bodewie Wistenbdden gezeigt werdedass die Gruppen deMethanogene ein
wichtiger Bestandteil der mikrobiellen Gemeinschistt (Aschenbach wa. 2013; Angel ua. 2012;
Peters und Conrad 1993) vorangegangenen Studien wurde gezgigss einige Methanogenenter
verschiedensten Stressbedingungen, wieB. bei Sauerstoffstress, Ausicknungsstress oder
mechanischenstress sehr wderstandsfahig sindAnderson ua. 2012; Ma und Lu 2011; Sakaau.
2011b; Dannenberg &. 1997) Uber die Diversitat der methanogenen Gemeinschaftl deren
Aktivitat unter andauernden Stressbedingungshhisher wenidpekannt. Mitder vorliegenderArbeit

sollte diese Fragestellung mithilfe folgender Schwerpunkte weiter untersucht werden:
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1 Ist einer der zwei in der vorliegenden Studie untersuchtenReisfeldbdden
(italienisch/philippinischpesser an Austrocknung angep&sBazu wurde digdnderung der
Aktivitat und der Leistungsfahigkeit der methanogenen Gemeinschaft wahrend eines
Inkubationsexperimentbeiverschiedenen Wasserverfiigbarkeitentersucht

1 Welchen Einfluss halie Wassrverflugbarkeit auf die Methamaission ul dessen mdgliche
Produktionswege, B. den acetiklastischen odeden hydrogenotrophen Produktionswég
Wird ein Produktionswedei niedrige Wasserverfugbarkeibevorzugtim Vergleich zu dem
anderen?

1 Wie abundant und divers ist die methanogene Gemeinicham Ende eines
Inkubationsexperiments mit verschiedenen Feuchtigkeitsgehaltéb?eG eine Anpassurig
der Zusammensetzurder Lebensgemeinschadder wird nur die Aktivitat der methanogenen
Gemeinschaft geregéltUbernehmen nur einzelne angepasste Gruppen unter nicht gefluteten
Bedingungen die Funktion, die unter gefluteten Bedingungen von einer Gemeinschaft
Ubernommen werden?

1 Koénnen Methanogene in einemewegten System produktiver sein als in einem statischen
Sysem? Sind Methanogenedie aus einem bewegten Systemwie der Abwasserreinigung
stammen im Vorteil gegeniiber Methanogenen aus natUdicheiseeher wenig bewegten
Systemen? Welche Rolle spielt die Wahl des Inkubationsmaterials mit verschiedenen
methanogen®& Ausgangsdersitater? Gibt es Veranderungemmi Verhaltnis derstabilen
Isotope des Kohlenstoffgueinanderund hat diesesVerhaltnis einen Einfluss auf eine

tendenziell ehehydrogenotropheoder eheracetiklastische Methanogese?

Die Analyse der Aktigt der Methanogene erfolgte mithilfe von Gasmessungen und der
Isotopenbestimmung. Fir einguantitative Bestimmung von phylogetigchen Gruppen wurde die
Realtime-PCRViethode (PCR: Polymeragéettenreaktion fir die Gene und &nskripte ded6SrRNA
Gensund desmcrAGers verwendet. Die Analyse der mikrobiellen Gemeinschaft erfolgte durch die
Anwendung vorT-RFLRIes 16 SrRNAGens. AbschlieRend konnte durch lllumBequenzierung der
mcrATranskripte die aktive Struktur der methagenen Lebensgemeinschafiarakterisiert und ihre

Aktivitat molelularbiologisch beimmt werden.
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Mat eunMdét hoden

2.1 Chemikalien und Gase

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien mit dem Reinheitsgrad pro analysi von den
Firmen: Ambion (Darmstadt), BiRad Labratories (Minchen)BioVentures (Murfreesboro, USA),
Biozym Diagnostik (Hessisch Oldendorf), Fluka (Buchs, Schweiz), Life Technologies (Darmstadt), MP
Biomedicals (Heidelberg), Macherishagel (Diren), Merck (Darmstadt), Promega (Mannheim), Qiagen
(Hilden) Roche (Prenzberg), Roth (Karlsruhe), Sigtdech (Taufkirchen) und Thermo Fischer
Scientific (Dreieich) bezogeWon der FirmaMesser (Bad Soden) wurden die technischen Gase
verwendet, welche als Eichgase fur Gaschromatographen dienten oder zur Bggasun
Bodenproben. Das fir Inhibitionsversuche verwendete Methylfluoridgas wurde von ABCR (Karlsruhe)

bezogen.
2.2 Verwendete Umwelt proben

2.2.1 ltalienischer Reisfeldboden

DieEntnahme deBodenproben debereits charakterisierteitalienischerReisfeldhodenserfolgteim
Frihjahr 2010R dzZNO K 5 NX»  WdZRtikuto FSpetindzVald DellY Ceeealicoltdran Vercelli
(Abbildung2.1, Pump 2013)Eine erneute Bodenprobe wurde im Mai 2013 durch Dr. Judith Pump und
Dirk Vogekentnommen. Die Bodenproben vom Jahr 2010 wurden nur in den bewegten Inkubationen
vergleichend zden neuen Bodenproben von 2013 verwend&tprobt wurde die obere Schicht eines
nicht bepflanzten und nicht gefluteten Reisfeldes. Fur weitere Analysen wurde der Boden nach
Marburg transportiert, wo er trocken und unter Raumtemperatur gelagert wurdaur
Homogenisierung wurden alle Proben milhem Backenbrecher (Retsch Gmistdanyerkleinert und
durch ein 1 mm Sieb gegebeAnschlielend wurden Bodenproben entnommen, welche fir die
molekularen Analysen bis zur Extraktion der Nukleinsaurerb®@fC aufbgvahrt wurden. Sofern

nicht anders vermerkt wurden alle Analysen in Triplikaten durchgefiihrt.

2.2.2 Philippinischer Reisfeldboden

Fir das Inkubationsexperiment mit verschiedenen Wasserverfugbarkeiten wurde ein weiterer
Reisfeldboden analysiefbschnitt 2.3.4)Die Beprobung des bereits charakterisierpilippinischen
Reisfeldbodens erfolgten Frihjahr 2012lurch Mitarbeiter dednternational Rice Research Institute
(IRRI) in Los Ban@sbbildung2.1, Breidenbach 2015AnschlieRend wurde der Bodarfthetrocknet

und nach Deutschland transportiert, wo er im Frihjahr 2013 fir die weiteren Analysen zur Verfiigung
stand. Die Homogenisiergnerfolgte analog zuei talienischen Reisfeldboden. Ebenfalls wurden

Bodenproben fir die molekularen Analysen enthommen haib80 °C aufbewahrt.
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Malaysiaﬁ )

Abbildung2.1: Geographische Karte von Italien (links) uddn Philppinen (rechts), der orange Pfeil zeigt auf Vercéltiks)
und auf Los Bafios (rechts) (Bildquellert https://www.saudiaramcoworld.com/issue/201002/risotto.s.roots.html;
http://members.relia.net/thedane/garrett.html)

2.2.3 GielRener Faulschlamm

DerFaulschlamnstammt van einer Klaranlage nat@ie3enDie Beprobung wurde von Dirk Vogel im
Frihjahr 2013 durchgefuhriAnschlieend wurdeler Schlamman der Luftgetrocknet und bis zur
weiteren Verwendung unter Raumtemperatur gelag&ur Homogenisierungurde dergetrocknete
Faulschlammmit einem Backenbrecher (Retsch Gmbh, Haaarkleinert und durch ein thm Sieb

gegeben

2.2.4 Marburger Flusssediment der Lahn

Die Beprobung depermanent geflutetenFlussbetés der Lahn erfolgte im April 2013m flachen
Gewassenahe derAffollerwiesen in Marburg, (N50° 49' 9.682" E8° 46' 4.828ihilfe eines lange
Stechzylinders konnte ung#ir die obere Schicht (von 5 bl®cm) des Flussbettes entnommen
werden. Fir den Transport wurde das Sediment in Glasernruaeieer Schicht Flusswasser
transportiert. Nach der Ankunft wurden gréRRere Steine entfernt und das Sediment durch ein 1 mm

Sieb gegeben. Die Lagerung erfolgte bis zur Inkubation unter Flusswassé€Cbei 4
2.3 Chemische Analysen

2.3.1 Bestimmung von p H-Wert und C/H/N -Gehalt in den Bodenproben

Far die Bestimmung des pHertes wurde ein digitales pMeter (Type CG 842, Schott Instruments,
Mainz) mit einer pH Sonde (Blue line 21, pH32 Schott Instruments) verwendet. Bestimmt wurde der
pHWert im Uberstanchach der InkubatioifAbschnitt2.3.7)
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Das Verhéltnis von Gesamtkohlenstoff, Gesamtwasserstoff und Gesamtstickstoff in der Bodenprobe
wurde vom Routielabor des Fachbereichs Chender PhilippsUniversitatMarburg bestimmit.
Hierflr wurden die Proben gemdans und bei 60°Cgetrocknet. Aul3erdem wurde ein Teil mitv
Salzsaurelésung angesauyerm eventuell vorhandenes Carbonat zu entfernen und ebenfalls

analysiert.

2.3.2 Bestimmung der Bodendichte, Bodenpartikeldichte und Berechnung der Porositat

Fir die Reisfeldboden wurden die Bodendichte, Bodenpartikeldichte und Porositat ermittelt. Die
Bodendichte ist der Quotient vom Gewicht des trockenen Bodens zu dem totalen Volumen von Boden
und Luft. Bestimmt wurde die Bodendichte fir den aufgeschlammten Reisfiddabder fir das
Experiment verwendet wurde. Der aufgeschlammte Reisfeldboden wurde in ein geeichtes
Volumengefald gefillt um nach der Trocknung bei 105das Trockengewicht und das Volumen zu

bestimmen.

Die Bodenpartikeldichte konnte bestimmt werden imdesin bestimmtes Gewicht des getrockneten
Bodens in ein geeichtes Volumengefal? gegeben wurde und mit Wasser bismudi@@efillt wurde.
AnschlieRend konnte durchaelBestimmungles Gewichteddes Wassers undesBodengemisches das
Volumen des Bodens beémmt werden. Die Bodenpartikeldichte ist der Quotient von dem Gewicht

des trockenen Bodens zu dem Volumen der Partikel ohne Luft.

Die Porositat konnte anschlieRend mit folgender Formel berechnet werden:

0f OT OpPpORHS p T

2.3.3 Gravimetrische Feuchtigkeitsbestimmung , Trockengewichtsbestimmung und
maximale Wasserhaltekapazitat

Die Bestimmung des Trockengewichtes erfolgte gravimetrigmijedem Bodentyp wurdefiriplikate

mit 50g Bodenanalysiert Diese wurden bei 10%C fii einen Tag getrocknet und anschlie3end
gewogen. Das im Boden befindliche Wasser kann durch Bindungskrafte (elektrostatische
Anziehungskrafte, lonen und Wasdgipolen) mit entsprechendeWasserspannung gebunden
werden und dsaus resultiert die Wasserkaitat des Bodens. Die maximale Wasserhaltekapazitat im
Boden ist erreicht wenn die Trockensubstanz des Bodens die maximale Haftwassermenge

aufgenommen hat. Die Berechnung ist wie folgt:
pim7 AOOAOEA]I OAEABAUEORS——— pmnm

Fir die Bestimmung im Labor wurde ein Kunststoffbecherglas mit fein perfoniddtelen verwendet
und mit 200g Boden beflllt. Der Boden wurdelistandigmit Wasser gesattigt und anschlieend
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wurde das iiberschiissige Wasser durch dfénhgen entfent. Dies wurde so langeigderholt bis

die aufgenommene Wassermenge dreimal hintereinander stabil blieb.
2.3.4 Inkubationskonditionen

2.3.4.1Inkubationsexperiment mit verschiedenen Wasserverfigbarkeiten

Um die verschiedenemWasserverfligbarkeiten egpimentell einzurichten wurde § ialienischer
Reisfeldboden in 60 ml Flaschen geflllt und mit unterschiedlich grdfsssernengen benetzt (von 0

bis 5ml). Die Wasserverfugbarkeiten sindAbbildung 22 dargestellt. Der Wassergehalt wurde als

Prozent der Wassermenge auf die maximales¥¢ahaltefahigkeit des Boden&HC) ausgedrtickt. Alle
Inkubationen welche mehr Wasser (groRer als Inh enthielten waren vollsténdig gesattigt. Die
Lyldzol GA2y SNF2f3GS dzy G SN fCiund il éderd Wasdengdhalt inA ¥ 5 dz
Triplikaten.

watler in

ml o 0.25 0.5 0.75 1 1.5 2 2 4 5
expressed

as % of %
smal 5.2 17.4 24.7 41.9 54.2 78.7 saturated with 100 %

WHC

waler
filled pore <1 12.7 25.3 28 50.7 76
space (%)

saturated with 100 %

Abbildung 22: Inkubation des italienischen Reisfeldbodensit verschiedenWassergehalten,ausgedrickt in ml,als
Prozent der Wassermenge auf die maximale Wasserhaltefahigkeit des Bodens (WHC) und Prozent der durch Wasser
gefillten Poren zum gesamten Porenvolumen.

FUr den pilippinischen Reisfeldboden wurde ein &hnliches Experiment wie blenischen
Reisfeldboden durchgefihrgllerdings wurde didbimension vergroRertum mehrMesgunkte zu
ermoglichen Finfzehn Gramnphilippinischer Reisfeldbodewurdenin eine 120 mFlasche gefullt

und mit einem definierten Volumen Wasser benetzt (sigkigbildung 23). Auch hier wurde der
Wassergehalt als Prozent der Wassermenge auf die maximagdsataltefahigkeit des Bodena/HC)
ausgedrickt. Die Inkubationen mit mehr als 10,2 ml Wasser waren vollstandig gesattigt. Inkubiert
wurden alle Proben in Triplikaten unter anaeroben Bedingungen im Dunkeln b&i 2Be Atmosphéare
enthielt entwederb i SANR b izz YA 80 e f T dz2iNNaRhmsioff tHeir abétiBlastiScheyi

Methanogenese.
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2%
CH,F

water in ml o 1.8 L] 4.2 54 6.6 8.4 10.2 12
as % of saturated with
smal 15 30 40 50 60 ] 85 —

WHC

Abbildung 23: Inkubation desphilippinischen Reisfeldbodenmit verschiedenwassergehaltenausgedriickt in ml undals

Prozent der Wasserenge auf die maximale Wasdealteféahigkeit des Bodens (WHC)

2.3.4.2 Inkubationsexperiment des bewegten Systems

Fur die Inkubation wurden 5 italienischerReisfeldboden und 10 ml Wasser in eine 60 ml Flasche
gegeben. Fir die magnetisch gerihrten Proben wurde noch ein 2 cm langer Rihrfisch hinzu gegeben.
VomFauschlammwurdenebenfalls 5 g abgewogen und in eine 60 ml Flasche gefllt. Um die Liquiditat
zu gevéhrleisten wurden zurrauschlamm 15 ml Wasser zugefugt. Das Flusssediment wurde mit dem
Flusswasser gemeinsam umgefullt und gut durchmischt. Es wurde ein Gesamtvolumen von 15 ml
umgefullt. Dies entspricht durchschnittlich 5,59 g Flusssediment. Die geflilaschen wurden gut
gemischt und mit einem Butylstopfen verschlossen. AnschlieBeothtendie Evakuierung mit einer
aSYONI yLIzYLIS &a26AS RAS . S3I adzy3 desténsl® min. ®¥ A G n Iy
Inkubation erfolgte in Triplikaten im Dunkelbei 25°C. Jedes Umweltsystem (Flusssediment,
Fauschlamm, italienischer Reisfeldboden) wurde mit drei technischen Behandlungen bewegt: Rollen,
Schitteln, Rihren. Zum Vergleich wurde eine statisch ruhende Inkubation durchge&fbbitd(ing

2.4). Das Ruhren wurde mithilfe eines Magnetriihrers bei 120 Umdrehungen pro Minute durchgefuhrt;
das Schiutteln erfolgte auf einem Rotationsschittler mit 120 Umdrehungen pro MidateRollen
ermdglichte ein Rotator mit 60 Umdrehungen pro Minute. Gaskonzentrationen wurden in

regelmaRigen Intervallen am Gaschromatographen gemessen, siehe nachstes Kapitel.

28| Seite



Abbildung 24: Demonstration derdrei bewegten Systeme und der statischen Kontrolterollend (A), schiittelrd (B),
rihrend (C) und stehend (D)

2.3.5Bestimmung der # (401 A -KdnZentration

Fir die Bestimmung der Methannd Kohlenstoffdioxidkonzentration wurde ein Gaschromatograph
GGBA (Shimadzu, Kyoto, Japamusgeriistet mit einem FlammdonisationsDetektor (FID)
verwendet (Tabelle 2.1). Das Injektionsvolumen von 5@Q0 wurde mit einer 500pl gasdichte
Glasspritze\(ici)eingespritzt Bei hohen Gaskonzentrationen wurde das Injektionsvolumen auf250

oder 100ul reduziert

Tabelle2.1: Technische Betriebsdaten des Gaschromatographen mit FlamioaisationsDetektor (FID)

Injektor Temperatur 160°C
Tragergas Wasserstoff 5.0
Saule o Y 9RSfadl KfaNdzZ ST D#mkyé >
Tragermaterial: Hayesep Q 80/100 mesh, Temperatur:°€20
Methanisator Eigenbau, Saule: NiGli Katalysator (Chrompack, Middelburg, Niederlande)
Detektor FID, Brenngas: Wasserstoff und¥&8s, Quenchgas: Stickstoff 5.0, Temperatur:°G50
Detektionslimit 1 ppmv ChH
Integration Peak Simple Chromatography D&gstem, SRI Model 202, four channel serial port (

Instruments, Bad Honnef)
Prifgas Gemisch von CH1000 ppmv) und Cj1003 ppmv)
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2.3.6 Bestimmung der Isotopen signatur i m Kohlenstoff OT 1T #( W Ol A #/ F

Die 13C/2dsotopensignaturim / | j dzywRirde' durch einen GCGIRMS GasChromatograph
IsotopenVerhaltnisMassenspektrometer Trace GC Ultra, Thermo Fischer Scientifiestimmt.
Hierbei handelt es sich um eitsotopenhaufigkeitsmassenspektrometer mit angekoppeltem
Gaschromatographen. Beschren wurde die Methode voBrand(1996) Das Isotopenverhaltnigird

als Verhéltnis des schweren zum leichteren Kohlenstoffisotop angegealsddeltawert. Das Isotopen

Verhéltnis kann wie folgt berechnet werden:
10 0 pFr—2 mit: Y 0@&F 0.

Vor der Analyse von Gasen wurdgia InkubationgefaRekurz mit der Hand geschuttalim eventuelle
Gasblaseffreizusetzen. Verwendet wurdeeine 500ul gasdichteGlasspritze\(ici) zuBestimmung der
Isotopensignatur. Das Detektionslimit zur Bestimmung der Isotopertsigim/ | | 2RSNJ / hi f I
40nmoldéuy o©SA SAYSY LyeaSuibe edpechany Yefinge@@ y-j p nn
Konzentrationen, konnte anfangs die Isotopensignatur nicht bestimmt wetéi@ntechnische Daten

sieheTabelle2.2.

Tabelle2.2: Technische Betriebsdaten: GGIRMS

GC Trace GC Ultra (Thermo Fischer Scientific)
Injektor Split Verhaltnis 1:10, Temperatur: 150
Tragergas Helium 5.0, Flussrate: 2.6 ml niin
Séaule 27m Pors PLOT Q, g 0.32 mm, 10 um Filmdicke (Varian)
GC/Cinterface GC Isolink 1030 (Thermo Fischer Scientific)
Oxidationsreaktor bei 948C
Detektor IRMS: Delta V Advantage (Thermo Fischer Scientific)
Software IsodafMNT 3.0 (Thermo Fischer Scienjific
Kalibrationsgas CQ 4,5 (99.998% Reinheit, Messer), mit dem Arbeitsstandard Methylstearat (Me

kalibriert. Letztere wurde am MaRlanckInstitut fir Biogeochemie, Jena (Dank an Dr. W

Brand), interkalibriert gegen NBS 22 und USGS 24.

Dielsotopensignatur des Kohlenstoffs im organischen Material wurde vom Kompetenzzentrum Stabile
Isotope der Universitat in Gottingen analysiert. Die Messungen erfolgten mit einem

Elementaranalysator, welcher an eine IRMS gekoppelt ist
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FirdieBerechnungSa ! yiSAf & RSNJI KERNRISY2(INRBLKSY aSiKIly?2
gdzZNRSY RAS /1) Laz2G2LSyaArdayl Gddz2NBy RSa 3ISarvYiSy
K@RNRIASy2{NRLK 3IS0 A DR BdieShfiung driplgtedani ia@onrad@908aiii i

folgender Formel:
Q1 607 ad ad a®

Die Kohlenstoffsotopensignatur im acetiklastisch gebildeten / | j 1 Y kann aus de
Kohlenstoffisotopensignatum Acetat oder dem Vorlaufer des Acetats, dem organischen Kohlenstoff,
geschéatzt werden. Bei einem hohen Umsatz von organischem Kohlenstoff Uber AcEtgtigueine

eher niedrige Fraktionierung anzunehmg@oevert und Conrad 2008) 5 SNJ CNJ 1 G A 2 Y A S NXzy
variiertin Reinkulturenfir Methanosarcinalesn einem Bereich von 1,007 big035 (Gelwicks ua.

1994; Valentine ua. 2004; Goevert und Caat 2009; Blaser und Conrad 201éhd betragt fir
Methanosaeta concill,010(Penning 2005Fur die Isotopensignatiml OSGA 1 f I G A aO0KSy [/ |
Faktoren relevant, einmal die Anderung destbpensignatur durch die Abspaltung der Methylgruppe

vom Acetat @510;: ) und die empirisch ermittelte Fraktionierung aus dem Acetat zy @K Werten

@2y n::0 Eanrad wan2014a)Fir unsere Berechnungemurde ein eher niedriger, egamt
Fraktionierungswert von @1 angenommen, ausgehe@2 ¥ 2 NHI YA 4 0OKSy YBKf Sy ai
wurde ein eher niedrigefraktionierungswert angenommenyfgrund demiedrigenAcetatverte und

dem daraus geschatzten hohen Umsatz

2.3.7 Quantifi kation von organischen Fettsauren und deren Isotopensignatur mittels
HPLGMessungen

Die Konzentratiogbestimmungvon kurzen Fettsauren, wie Acetd®ropionat und Butyrat, wurde
mittels HPLE(HochdruckflissigkeitschromatographAnalyse(Tabelle2.3) bestimmt. Hierflr wurde
jede Probe zentrifugiert und das Porenwasser (Uberstand) durch einen Membranfilter
(Polytetrafluoroethyleng mit der Porengrof3e 0,@m filtriert und anschlieBend analysierEur die
Ausgangsproberir{situ) oder die nicht vollstandig befeuchteten Inkubationsproben wurde bis auf die
maximale Wassermenge der vollstédndig befeuchteten Inkubationen aufgefiillt. Anschliel3end erfolgten
die Zentrifugation und die Entnahme des Porenwassers wie bei den vollstandig betencht
Inkubationen Falls nétig erfolgte die Lagerung k&0 °C. Verwendet wurden dieStandardsmit
folgender Zusammensetzungtandard lenthielt 1 mM Formiat,1 mM Acetat,1 mM Propionat und

1 mM Butyrat/ Standard 2nthielt 1 mM Formiat,1 mM Acetat,1 mM Glukoseund 1 mM Pyruvat

Die Isotopensignatut u/uder Kohlenstoffvebindungen wurde Uber eine HP{ADalyse bestimmit,

welche direkt an eine IRMS (HPRBMS) gekoppelt war. Dadurch erfolgte die Messung der
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Isotopensignair an einer separaten HPILRMSAnlage (sieh€abelle 2.4) getrennt von der

Konzentrationsbestimmung. Beschrieben wurde dieses Prinzigirommen ua. 2004)

Tabelle2.3: Technische Betriebsdaten der HRAGlage

Probenaufgeber

Pumpe

Saule

Séulenofen
FlieBmittel
Flul
Detektor

Integration

S 5200Sample Injektor
S 1125 HPLRumpsystem (Sykankresiny

Edelstahlsaule 30 cm Lange, 7,8mm,

Tragermaterial: Sulfuriert®ivinylBenzolHarze (Nucleogel Sugar 810, MN)
Mistral (Spark, Emmen, Niederlande), Ofentemperatur;G5

1 mM Schwefelsaure

np Yif YAyeéeu

RI Detektor ERZ512 (ERMA CR Inc), UV Detektor 2500 (SykEaesiny
Clarity Version 4.0.3.843 echlabBraunschweig)

Tabelle2.4: Technische Betriebsdaten der HRIRMSAnlage

Probenaufgeber

Pumpe

FlieRmittel
Flui3

Saule

Oxidationsreagentien
Sé&ulenofen

Interface

Detektor

Integration

Kalibrationsgas

HTC Pal (CTC Analysis, Zwingen, Schweiz)
Spectra System P1000 (Thermo Finnigan, Jan Jose, CA, USA)

5 mM Schwefelséure

no Yt YAyeuy

Edelstahlsaule 30 cm Lange, g,

Tragermaterial: Sulfuriert®ivinylBenzolHarze (Nucleogel Sugar 810, MN)
Natriumperoxodisulfatlésung und Phosphorsaure; Flussrate je&@idst Y A y é 1
Mistral (SparkEmmen, Niederlande), Temperats$ °C

Finnigan LC IsoLink (Thermo Electron, Bremen)

IRMS: Finnigan MAT delta plus advantage (Thermo Electron, Bremen)
L{h5!/¢u be¢ Hdn 6¢KSN¥2 9f SOGNRBYS . NBY
CQ 4,5 (99.99%% Reinheit, Messer). Das Referenzgas wurde mit dem Arbeitsstar
Methylstearat (Merck, Darmstadt) kalibriert. Kalibrierung wie beilKS.

2.4 Molekulare Analysen

2.4.1 Gesamt-Nukleinsaure extraktion

Die Proben fir dieDNA und RN#&xtraktion wurden direkt nach den Inkubationém flissigem

Stickstoff eingefrcen und beb80 °C gelagert. Die GesaiNukleinsaureextraktion erfolgteach dem

bereits ausfuhrlich in der Literatur beschriebenem Verfahi&ngel ua. 2011; Angel wa. 2012)mit

0,5g des trockenen nicht inkubierten Bodens und nditsg des inkubierten Boden. Die
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Nukleinsaurgualitat wurde auf einem Agaros8el Uberprift und die Konzentration wuraeit dem
Nano-Drop-1000-Spektralphotometer (Thermo Fischer Scientific) bestimmie Lagerung der

Nukleinsaurererfolgte beib80 °C.

2.4.2 cDNA Synthese

Von einem Teil deNukleinsauregtrakte wurde die DNA hydrolysiert, um einen reinen Ri¥&akt zu
generieren Der Abbau der DNAwurde mit Ambions Turbo DNabedurchgefuhrt Fir de
Zusammensetzundes Reaktiosgemischessiehe Tabelle2.5. Danach wurde die RNanhand der

| SNRAGSEE SN yaAFoSy | dzFASNBAYAIG YAG vAl3ASyQa
die RNA wurdén RNase Storage Solution (Ambion) k&0 °Cgelagert. De erfolgreiche Abbau der
DNAwurde durch Vergleich des RMextrakts mit dem DNA/RNBxtrakt auf einem Agarosed

kontrolliert.

Tabelle2.5: Reaktionsgemisch fir die DNHydrolisierung

Komponenten 1 Ansatz (100 p)
GesamiNukleinsaurenextrakt (1685 ng) 40

10x Buffer 10
RNasdnhibitor (40 U/ul) 2

0,1M DTT 1

DNasé (1 pl fur 2jug DNA) 2

RNase freies HD 45

Ausgehend von der RNA wurde durch BieverselranskriptaséPolymeraseKettenreaktion (RTPPCR)
die RNA itDNAumgeschriebenHierbei wurden2> f  “Etirdkt, 5> Hexanukleotidrix G0 ng/ul;
Roche) 2ul Desoxynukleosidtriphosphaiix (10mM) und 4ul RNase freie§Vasser iO) gemischt
undfir5minbei7@¢ / Ay 1 dzo A SNI 6 DWiahtendileausielzrsSef 25%wurde éin) d
Realtionsgemisch (Gesamtvolumen {# mit den folgenden Komponenterzugeben 4 pl 5x
Reaktionspuffer (Promega),d 0,1 M DTT, 0,41 BSA (5@g/ul), 1l Superase Inhibitof20 U/ul,
Promegajund 1pul Supersdpt 11l RT(200U/ul, Promega). Nacdem Mischen wurdealles 5 min bei
25°Cinkubiert und danacherfolgte die cDNA Syntheg@r 60 min bei 50C AnschlieRencerfolgten
eine 15 mininkubationbei 70°Cund das Akthlen auf 8C.

2.4.3 Amplifikation von Markergenen durch Polymerase -Ketten-Reaktion (PCR) und
Quantitative PCR

In der vorliegendenStudie wurden die phylogenetischen Markergene dA&SrRNAdzy R R S NJ
Untereinheit des MethyCoenzymMReduktase naher untersucht. Vermehrt werden konnten die

Markemgene aus DNA&Xxtrakten oder aus RNBxtrakten welche mithilfe der Reversen Transkriptase
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in cDNA umgeschrieben wundéKapitel 2.4.2)Die entstandenen P@®Rodukte wurden fur RFLP

und lllumina Sequenzierungemeiterverwendet Die ReaiTime PCR wurde zuQuantifizierungder

Genkopien eingesetzt. Bei jederAmplifikation wurde eine Positivkontrolle (DNA mit dem zu
amplifizierenden @n) und eine Negativkontrolle itatelle des DNA Templates wurde das
SYyiaLINBOKSYRS +2fdzyYSy 1ih KAYTl dAS3aS6Syos0 YAGISTNK

Das ERGemisch fur diarchaeellel6STRNAwurde gemalirabelle2.6 hergestellt und anschlieRend
unter Verwendung des PCRrogrammes, sieh&abelle2.7, in einem Thermocycler Primus 96 plus

(MWG Biotech) durchgefuhrEine Auflistung allererwendeten Primeistin Tabelle2.10 dargestellt.

Tabelle2.6: PCRReaktionsgmisch fur das Zielgeh6SrRNAder ArchaeenT-RFLP)

Komponenten Finale Konzentration 1 Ansatz (50 pL)
t/w |ih 27,7
GoTaq®Flexi 5x Green Buffer 1X 10

dNTP mixture (2.0 mM) 0,2 mM 5

a 3/ (5 mM) 1,5mM 3

BSA (20 pg/uL) 0,8 pg/uL 2

109f* (25 UM) 0,25 pM 05

934r* (25 uM) 0,25 pM 0,5
D2¢tljtt2f@YSNI &S 6p ! k>[ 1,5U/50>f 03

Template 1 (oder 2)

*fir die -RFLP wurde einlBAM markiertes Oligonukleotid verwendet siehabelle2.10.

Tabelle2.7: PCRProgrammfur das Zielgerl6SrRNAder ArchaeenT-RFLP)

Schritt Dauer Temperatuverlauf Anzahl der Zyklen
1 Hot Start o 94°C 1x

2 Initiale Denaturierung 4 min 94°C 1x

3 Hybridsierung 30s 52°C

4 Elongation 45s 72°C 30 x

5 Denaturerung 30s 94°C

6 finale Hybridisierung 30s 52°C 1x

7 finale Elongation 10 min 72°C 1x

8 Abkuhlen o 8°C 1x

Fur die Anplifikation desmcrAGens wurde das PE&BRemisch gemaabelle2.8 hergestellt und
anschlielRend unter Verwendung slePCRProgramms inTabelle 2.9 in einem Thermocycler

Mastercycler prdEppendorf durchgefihrt.
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Tabelle2.8: PCRReaktionsgmisch fiir das ZielgemcrAder Methanogenen (llluminaSequenzierung)

Komponenten Finale Konzentration 1 Ansatz (50 uL)
t/w |ih 40,55

10xRed Accu TaBuffer 1X

a 3/ (60 mM) 0,25 mM 0,25

BSA (B pg/uL) 0,2ug/uL 0,2

Primer mlasf* (25 pM) 0,75 pM 15
PrimermcrArev* (25 uM) 0,75 uM 15

RedAccg | lj 1t 2f @ YSNI &8 K 25 kpn>t 0,5

Template 0,5(bis §

*fur die Sequenzierung wurdemodifizierte Oligonkleotide verwendet Tabelle2.10).

Tabelle2.9: PCRProgrammfir das ZielgermcrAder Methanogenen(lllumina-Sequenzierung)

Schritt Dauer Temperaturverlauf Anzahl der Zyklen
1 Initiale Denaturierung 4min 94°C 1x
2 Denaturierung 30s 94°C 7
3 Hybridiserung 45s 60 °C- touch downl1°Cje
Zyklus -5
4 Elongation 30s 72°C
5 Denaturierung 30s 94°C I
6 Hybridiserung 45s 55°C | 35 x
7 Elongation 30s 72°C
8finale Elongation 10 min 72°C T1x
9 Abkuhlen o 4°C 1x

AnschlieRend wurde das P@Rodukt auf eirl,5%iges Agarogel aufgetragenund 45 min bei 120 V

durch Gelelektrophoreseaufgetrennt. Die Gelbande wurde ausgeschnitten und mit ddmElute

Gelextraction Kit von Qiagerach Herstellerangaben aufgereinigiir die Berechnung d&NA oder

DNAKonzentration erfolgte die DNA Qubitessung mit dsDNA HS K#ch Herstellerangaben
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Tabelle2.10: Auflistung der verwendeten Primer filPCR, gantitative PCR, ‘RFLP Analyse udtlumina Sequenzierung

Verwendung  Oligonukleotid Zielgruppe { SljdzS¢d W 6wMOK (i dzy 3 Referenz
T-RFLP 109f[fam]/ 934r  Archaeal6S ACK GCT CAG TAA CAC GT/ GTG CTC GroRkopfund
rRNAGen CGC CAATTCCT Kollegen 1998)
T-RFLP 109f/ 934r[fam]  Archaeal6S ACK GCT CAG TAA CAC GT/ GTG CTC Grof3kopfund
rRNAGen CGC CAATTCCT Kollegen 1998)
gPCR 364f/ 934r Archaeal6S CGG GGY GCA SCA GGC GG&ISACTG Burggrafund
rRNAGen CCC CGC CAATTCCT Kollegen 1997)/
GroRkopfund
Kollegen 1998)
gPCR Mlas-mod*/ Methanogene GGY GGT GTM GGD TTC ACM CAR TA Steinberg und
mcrArev mcrAGen TCA TBG CGT AGT TVG GRT AGT Regan (2008)
PCR Mlas/ mcrArev Methanogene GGT GGT GTM GGD TTC ACM CAR TA Steinberg und
mcrAGen TCA TBG CGT AGT TVG GRT AGT Regan (2008)
lllumina 4003MlasF/ Ad  Methanogene G ATG GCC ATT ACG 8GEGTGGT Modifiziert von
mcrArev mcrAGen GGT GTM GGD TTC ACM CAR TA/G G Steinberg und
GCC GAG GCG GCC CGT TCA TBG CC Regan (208)
TVG GRT AGT
lllumina 4004MlasF/ Ad  Methanogene G ATG GCC ATT ACGBSGCTGAGT Modifiziert von
mcrArev mcrAGen GGT GTM GGD TTC ACM CAR TA /G G Steinberg und
GCC GAG GCG GCC CGT TCA TBG CC Regan (2008)
TVG GRT AGT
lllumina 4005MlasF/ Ad  Methanogene G ATG GCC ATT ACG 8ECCAGGT Modifiziert von
mcrArev mcrAGen GGT GTM GGD TTC ACM CAR TA /G G Steinberg und
GCC GAGCG GCC CGT TCA TBG CGT Regan (2008)
TVG GRT AGT
lllumina 4006MlasF/ Ad  Methanogene G ATG GCC ATT ACG BBCTCGGT Modifiziert von
mcrArev mcrAGen GGT GTM GGD TTC ACM CAR TA /G G Steinberg und
GCC GAG GCG GCC CGT TCA TBG CC Regan (2008)
TVG GRT AGT
lllumina 4007-MlasF/ Ad- Methanogene G ATG GCC ATT ACG BBCGAGGT Modifiziert von
mcrArev mcrAGen GGT GTM GGD TTC ACM CAR TA /G G Steinberg und
GCC GAG GCG GCC CGT TCA TBG CC Regan (2008)
TVG GRT AGT
lllumina 4008MlasF/ Ad  Methanogene G ATG GCC ATT ACG SBECTSGT Modifiziert von
mcrArev mcrAGen GGT GTM GGD TTC ACM CAR TA /G G Steinberg und

GCC GAG GG5CC CGT TCATBG CGT 4
TVG GRT AGT

Regan (2008)

36| Seite



Fortsetzung Tabelle 20:

Verwendung  Oligonukleotid Zielgruppe {SljdzS¢d W 6WwMWOK(dzy 30 Referenz
lllumina 4009MlasF/ Ad  Methanogene G ATG GCC ATT ACGC GECAGEGT Modifiziert von
mcrArev mcrAGen GGT GTM GGD TTC ACM CAR TA /G G Steinberg und
GCC GAG GCG GCC CGT TCA TBG CC Regan (2008)
TVG GRT AGT
lllumina 4010MlasF/ Ad  Methanogene G ATG GCC ATT ACGGEETCSGT Modifiziert von
mcrArev mcrAGen GGT GTM GGD TTC ACM CAR TAG Steinberg und
GCC GAG GCG GCC CGT TCA TBG CC Regan (2008)
TVG GRT AGT
lllumina 4011-MlasF/ Ad  Methanogene G ATG GC ATT ACG GCAT GAGGT Modifiziert von
mcrArev mcrAGen GGT GTM GGD TTC ACM CAR TA /G G Steinberg und
GCC GAG GCG GCC CGT TCA TBG CC Regan (2008)
TVG GRT AGT
lllumina 4012MlasF/ Ad  Methanogene G ATG GCC ATT ACG GEGETATGGT Modifiziert von
mcrArev mcrAGen GGT GTM GGD TTC ACM CAR TA/G G Steinberg und
GCC GAG GCG GCC CGT TCA TBG CC Regan (2008)
TVG GRT AGT
lllumina 4013MlasF/ Ad  Methanogene G ATG GCC ATT ACG GGC GCGGT Modifiziert von
mcrArev mcrAGen GGT GTM GGD TTC ACM CAR TA /G G Steinberg und
GCC GAG GGCC CGT TCA TBG CGT s Regan (2008)
TVG GRT AGT
lllumina 4014MlasF/ Ad  Methanogene G ATG GCC ATT ACG GE@AATAGGT Modifiziert von
mcrArev mcrAGen GGT GTM GGD TTC ACM CAR TA/G G Steinberg und
GCC GAG GCG GCC CGT TCA TBG CC Regan (2008)
TVG GRT AGT
lllumina 4015MlasF/ Ad  Methanogene G ATG GCC ATT ACGGACTAGGT Modifiziert von
mcrArev mcrAGen GGT GTM GGD TTC ACM CAR TA /G G Steinberg und
GCC GAG GCG GCC CGT TCA TBG CC Regan (2008)
TVG GRT AGT
lllumina 4016MlasF/ Ad  Methanogene G ATG GCC ATT ACGGAG ATGGT Modifiziert von
mcrArev mcrAGen GGT GTM GGD TTC ACM CAR TA /G G Steinberg und
GCC GAG GG5CC CGT TCA TBG CGT /s Regan (2008)
TVG GRT AGT
lllumina 4017MlasF/ Ad  Methanogene G ATG GCC ATT ACG GRLCCGSAGT Modifiziert von
mcrArev mcrAGen GGT GTM GGD TTC ACM CAR TA /G G Steinberg und

GCC GAG GCG GCC CGT TCATBG CC
TVG GRT AGT

Regan (2008)
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Fortsetzung Tabell@.10:

Verwendung  Oligonukleotid Zielgruppe {SljdzS¢d W 6WwMWOK(dzy 30 Referenz
lllumina 4018MlasF/ Ad  Methanogene G ATG GCC ATT ACG GCECAGGT Modifiziert von
mcrArev mcrAGen GGT GTM GGD TTC ACM CAR TA /G G Steinberg und
GCC GAGCG GCC CGT TCA TBG CGT Regan (2008)
TVG GRT AGT
lllumina 4019MlasF/ Ad  Methanogene G ATG GCC ATT ACG GBCACSGT Modifiziert von
mcrArev mcrAGen GGT GTM GGD TTC ACM CAR TA/G G Steinberg und
GCC GAG GCG GCC CGT TCA TBG CC Regan (2008)
TVG GRT AGT
lllumina 4020MlasF/ Ad- Methanogene G ATG GCC ATT ACG BGEGTGGT Modifiziert von
mcrArev mcrAGen GGT GTM GGD TTC ACM CAR TA /G G Steinberg und
GCC GAG GCG GCC CGT TCA TBG CC Regan (2008)
TVG GRT AGT

* nachAngelund KollegenZ012)wurde die ersteThyminNukleotidbase zu einem Y (= G odeefeitert

Die Quantifizierung phylogenetischer Markergeh@$%rRNAund mcrA) in den DNAExtrakten erfolgte
mithA f TS SAySa A/ &0f SNI ¢KSNY208& Of SNJ ofieréndem ®dten un 5 S
wurden mit deriQ5 optischen Systems Software (BioRad) yaait. Die DNAoder cDNAEXxtrakte
wurden 1:10 verdinnt und davoni8 in der Mikrotiterplatte vorgelegt-ir die Eichung wurden jeweils
5l einer Verdinnungsreihe eines spezifischen, quantifizierten-BtdAdards bei jedeMessung
mitgefuhrt. Diese Stanards wurden von einenMethanosarcina barkeri str. Fusatmd aus einer
reinen Kultur vorMethanosarcina thermophilarzeugt. Die Herstellunges Standardserfolgte nach
Angelund Kollegen2011) Alle Proben und Standards wurden in dReéplikaten gemssen.Die
Quantifizierung der Vervielfaltigungurde wahrend dePCRmithilfe desfluoreszierenderfarbstoff
SybrGreernverfolg. Der Fluoreszenarbstoff (Extinktion: 490 nm, EmissioB30 nm)bindet an die
grol3e Furche doppelstrangigeNA Durch digfortschreitendeZyklenzahivird die DNAKonzentration
und entsprechend die Fluoreszenzintensitat der Losennght. Die Dokumentation deFluoreszenz
erfolgt mithilfe einerDigitalkamera naatlem eire komplette Wiederholung4 Schritt§ abgeschlossen

war.
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Tabelle2.11: PCRReaktionsgemisch fiir das Zielg@6SrRNAder ArchaeenqPCR)

Komponenten Finale Konzentration 1 Ansatz(25 pL)
PCR D 34
SybrGreerReady Mix (Sigma) 1X 125

MgCh (25 mM) 3mM 3

BSA (50 pg/uL) 0,2 pg/pL 0,1
364f(33uM) 0,66 uM 0,5

934r (33 M) 0,66 UM 05

Template (1:10s/erdiinnt) 5

Tabelle2.12: PCRProgramm fur das Zielgeh6SrRNAder ArchaeenqPCR)

Schritt Dauer Temperaturverlauf Anzahl der Zyklen
1 Initiale Denaturierung 6 min 94°C 1x
2 Denaturierung 3h5s 94°C :
3 Hybridiserung 30s 66°C
4 Elongation 45s 72°C 140 x
5 Denaturierung 10s 84°C
Ui  Aufnahme defFluoreszenz |
6 Schmelzkurve 6s 75-94,8°C Anstieg von (2 °C
7 Abkihlen a 8°C 1x

Tabelle2.13: PCRReaktionsgemisch fudie Amplifizierungmethanogene Archaeer mithilfe desmcrA-Gens (QPCR)

Komponenten Finale Konzentration 1 Ansatz(25 pL)
PCR D 2,85

Ready Mix (Sigma) 1X 12,5

MgCk (25 mM) 35 mM 35

BSA (50 pg/uL) 0,8 pg/pL 0,4

mlas_mod (25 uM) 0,25 uM 0,25

mcrArev (25 pM) 0,25 pM 0,25

Template (1:10s/erdiinnt) 5
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Tabelle2.14: PCRProgrammfiir dasmcrA-Zielgenmethanogene Archaea (QPCR)

Schritt Dauer Temperaturverlauf Anzahl der Zyklen
1 Initiale Denaturierung 5 min 94°C 1x
2 Denaturierung 30s 95°C
3 Hybridisierung 45s 57°C
4 Elongation 30s 72°C 140 x
5 Denaturierung 10s 84°C
0  Aufnahme defFluoreszenz |
6 Schmelzkurve 6s 75-948°C Anstieg von 2 °C
7 Abkuhlen o] 8°C 1x

2.4.4 Terminale r-Restriktions -Fragment -Langen-Polymorphismus des archaeellen 16S-
rRNA-Gens

Die TerminalerRestriktionsFragmeniLangerPolymorphismudMethode (T-RFLMMethode) ist ein
Verfahren, um den genetischen Fingerabdruck von einer phylogenetischen Gemeinschaft zu
bestimmenund wurde erstmals voriu und Kollegen X997) beschrieben. 2 gesamte DNA wird
mithilfe eines Restriktionsenzyms gespalten, sodaiszelneRestriktionsfragmente entstehen. Diese
werdenan einan Ende mit einenfrluoreszenzfarbstoft. B 6-Carboxyfluorescedmarkiert. Durch die
Analyse derlLingen kénnen dieseinzelnen Fragmente bestimmten phylogenetischen Gruppen
zugeordnet werdenFiir unbekannte Okosysteme erfolgiednterpretation und Zuordnungithilfe

von neu gquenzieten Klonbibliotheken wodurch die phylogenetischen Gruppen und die Langen
bestimmt werdenFir Reisfeltbdden sind schon vielKlonbibliotheken publiziert wden(Lueders und
Friedrich 2000; Ramakrishnanau.2001; Chin wa. 2003; Peng w. 2008; Wu ua. 2009; Ma und Lu
2011; Scavino w. 2013; Ke wa. 2014) Die fur dievorliegendeArbeit relevanten Gruppen sind in

Tabelle 215 zusammengefasst

Dasfluoreszenzanarkierte archaeell®CRProdukt (50ng) derl6SrRNAg dzZNRS YA G aGSNRAf SY
ein Volumen von &l aufgefullt. Der Restriktionsansatz wurde rhill Restriktionsenzyriad (10 U

>t ®INY Sy ydzy3aaSljdzSy T Yu puffer Takgovbrinischa Wnil ardofilRRend fir
mindestens 6Stundenbei 37°C inkubiert AnschlieRend wurden 1 bis b des verdauten PCR

Produktes mit 13l HiDiFormamidLosung(AppleraDeutschlandGmbH, DarmstadtDeutschlanyl

und 0,2ul internem DNA-Sandard (XRhodamine MapMarker® 1000, BioVentures, Murfreesboro,

USA) vermischiNach der Denaitrierung (3min bei 95°C) wurden die Proben auf Eis gelagert und mit

einem automatisben Kapillarsequenziergerat (AERISM 3130 Genetic Analyz&pplera Deutschland

GmbH Darmstadt, Deutschlandufgetrennt. Fir die Auswertung wurde die Softw&enescan 4.0

(Applied Biosystem&Zarlsbad USAyerwendet.
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AnschlieRendvurde die relative Haufigkedier Fragmenteanhand der Peakh6he im Verhaltnis zur

Gesamthohe aller Peaks180%) berechnetPeaks von unterschiedlichen Proben wuragem vollen

Zahlenwert zusammengefasstwenn sie sich nicht mehr alB,5Basenpaare bp) voneinander

unterschiglen haben. Standardisiert wurdainachstdie Gesamthdhe der gro3teRluoreszenzhdhe

proportional zu de kleinsten totalen kloreszezhthen. AnschlieRendvurden alle Peakswelche

groler als 26 de totalen Fluoreszenzhéhe wareausgwertet (Dunbar ua. 2001)

Tabelle 215: Einordnung derl6SrRNAT-RFdes italienischen Reisfeldbodensd der OTU(operational taxononic unit)
aus der llluminasequenzierung der Transkripte deErA-Gensdes philippinischen und italienischen Reisfeldbodeizsi
ihren phylogenetischa Gruppen (Fir eire Zuordnung der jeweiligen -RF welche durch die Verwendung der
Primeikombination 109f/934r[fam] entstanden sind,existieren in der Literatur fir Reisfeldbdden begits gute
Klonbibliotheken) Angegeben sind die Langen desRF in Basenpaaren (bp).

Abkilrzung Systematische Gruppe T-RF (bp) oTuU
Zuordnung
CRB Stamm Thaumarchaeota 183/184/186*2 Wb blb -
(Crenarchaeota 1.1b y VY bl
(Rice Cluster VI) und
Creanarchaeota 1.1a)
CRA Stamm Miscellaneous 7517623 -
Crenarchaeotic Group 8321
(Creanarchaeota 1.3/ Rice 873
Cluster V) 39%b
7383
80923 bb
MBT Ordnung Methanobacteriales 8831y -
MCL Ordnung Methanocellales 2553 -
(RiceClusten) 390/39212 3. 111 bIb
MMB Ordnung Methanomicrobiales 8321 400
390/39212 b
RCV Klasse Thermoplasmata 784 1b -
(RiceClusterV) HY N bl
MMC Ordnung Methanomassilicocles 282/284%3 1y -
(RiceClustenll) 37912 bbb
MSL Familie Methanosarcinaceae 183/184/186* 3 Wb bib 250
y N bl
MSA Familie Methanosaetaceae 282/2842 3. b blb 406; 35; 379; 382; 289
393; 232
MBE Familie Methanobacteriaceae Y Ybbl 87; 106; 477;375; 303
0pnKOCMHB 280; 466; 557
MRE Familie Methanoregulaceae - 483; 373;409; 176; 86;
19; 388; 402
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Fortsetzung Tabelle 25:

Abkirzung Systematische Gruppe T-RF (bp) OTU
Zuordnung

MME Familie Methanomassiltoccaceae - 370

MCE Familie Methanocellaceae - 168

MSE Familie Methanospirillaceae - 111

MPE Familie Methanoperedenaceae - 507

MFE/ RCIl  Familie Methanoflorentacea&(Rice o hn K& pH bl 491

Clusterl)

1(Wu u.a. 2009)
2(Keua. 2014)

3 (Scavino ua. 2013)
u(Peng ua. 2008)
B(Chin ua. 2003)
b(Ramakrishnan w. 2001)
b(Lueders und Friedrich 2000)
3(Ma und Lu 2011)
a(Pester ua. 2011)(Cao ua. 2015)%(Paul ua. 2012)4 (Mondav u.a. 2014)

Fur die Einordnung der-RF, welchalurch die Verwendung der Primenkbination 109f[fam]/934r

entstanden sindexistiert nur eine Klopibliothek in der Literatu(Aschenbach u. a. 201#nhand von

Reinkultursequenzenkénnen weitere mogliche Fragmentlangen vorhergesagt werdeBine

Zuordnung zu mdglichen phylogenetischen Gruppen isalvelle 216 dargestellt.

Tabelle 216: Einordnung der 168RNAT-RF der Umeltsysteme Fluss, Faulschlamm und Reisfeldbodepeivegten und
statischen Inkubationsexperimentzu ihren phylogenetische Gruppen (@r die verwendete Primerkombination
109ffam]/934r). Angegeben sind die Langen dBRF in Basenpaaren (bp).

Abkirzung Systematische Gruppe T-RF (bp)
Zuordnung

CRB Stamm Thaumarchaeota 529/530
(Crenarchaeota 1.1b (Rice Cluster 601t
und Creanarchaeota 1.1a)

MBT Ordnung Methanobacteriales 40

701

MSL Familie Methanosarcinaceae 607

MSA Familie Methanosaetaceae 296w,

MCL Ordnung Methanocellales 102
(Rice Cluster I) 295

MMB Ordnung Methanomicrobiales 394/39¢

MMC Ordnung Methanomassiliicoccales 40%

(Rice Cluster IIl)

L (Aschenbach u. a. 2013)
2Vorhergesagte Fragm#angen anhand von Reinkultursequenazeithilfe der Software ARB
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2.45 Bearbeitung der lllumina -Sequenzierung der Transkripte des mcrA-Gens des
philippi nischen und italienischen Reisfeldbodens

Fur die lllumingSequenzierung wurden @iPrimerpaare Mlags undmcrArev (Steinberg und Regan
2008)modifiziert und verwendetJederVorwartsprimer wurde mit einem-BasenBarcode versehen
der sichfiir jede Probe unterschied(Dieer 6-BasenBarcodewurde in Tabelle2.10 bei den 18
verschiedenen &uenzenunterstricher). Dies ist wichtig flr diespéatere Zuordnungder einzelnen
Proben nach der SequenzierungAnschlieBend wurde an alle Vorwartspimer und den
Ruckwartsprimemnoch einel6é Basemdapbrsequenz(G ATG GCC ATT ACG GGGTG GCC GAG
GCG GQg@ngehéngt.Fur die Generierungdes PCHRroduktes siehe Abschnitt 2.4.3equenziert
wurde das PCRrodukt von jeder Seite am M&aRlanckGenomeZentrum in Kéln mithilfe einer
lllumina MiSedlllumina, San Diego, CA, USB0bp).

2.5 Bioinformatische Analysen

2.5.1 Qualitatsfilterung u nd Auswert ung der Rohdaten mit UCLUST
Die Auswertung der Seqaedaten erfolgte mit der UPARBIIeitung beschriebervon Edgar (2013)
Darunter fallt das Zusammenfligen der beiden Uberlappenden Sequenzen (merging), das Entfernen
nicht biologischer Sequenzen (trimming)die Benennung der Sequenzen (labeling)d die
Qualitatsprufung deBequenzen (quality filtering). Als Voraussetzungfiaitative Sequenzen wurde
ein Maxee voreins(Sequenzen mit einaforausgesagtefehlerate von einerBase pro Sequerader
mehr wurden entfernt und eine minimale Sequenzldngeszon 300bp gewahlt Rund 3®% aller
Sequenzen konnten diesem Standgetechtwerden €a.364000 Sequenzen). AnschlieRend wurden
die Sequenzen dereplizierfdereplication) wodurch alle Duplikate oder Multiplikate zu einer
einzigartigenSequenz zusammengefasst wurdé&ingletons sind Sequenzewelche nur einmalig
auftreten. e wurden fir die phylogenetische Analysatfernt, da sie aus einem Sequégrzehler
resultieren kénnen. Sequenzedie zwei oder mehrere Male gefunden werden konpemd mit
grol3er Wahrscheinlichkeit korrekinschlieRend wurden aus ahnlichen Sequenzest@igebildet
(clustering) Dadurch konnten Chimare erkannt und herausgefiltert werdddie &hnlichen
Nukleotidequenzen wurda in einem ersten Schritt sehr strengnter \erwendung einer
Distanzmatrix mit 26 Undhnlichkeizusammengefass¥angund KollegenZ014)schugen fir mcrA
Nukleotidsequenzen eineBchwellenwert qut-off-value) von 84% fur eine Art vor. Um somit die
Nukleotidsequenzerru einer einzigartigen OTperational taxononic unit) zusammenzufassen
wurden anschlieBend an das Clustering mi%2hoch einmalalle Nukleotidsequenzemit 16%
Unéahnlichkeit geclustert. Fir die Zuordnung der OTWon mcrASequenzen existiert keine
automatische Zuweisung zu eimg@xonomischvorhersagbarerGruppe. Die Zuordnunged Sequenz
kann mithilfe einesaxonomischen Stammbaums erfolgen (siehe nachstes Kabtd).
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2.5.2 Phylogenetische Zuordnung mit hilfe der Software ARB

Diephylogenetische Verrechnurig phylogenetische Stammbaumeddie entsprechend2uordnung

der mcrArRNA-Sequenzdaten erfolgte mit der Phyloget@eftware ARBVersion 5.2(Ludwig ua.,
2004) Mithilfe dieser Softwarewurden alle einzigarigen Nukleotidsequenzen (30 OTU, fur die
Einordnung sieh&abelle 3 und Abbildung 325) zu ProteinsequenzefA)konvertiertund gegen die
mcrAARBDatenbank vonDr. Roey Angel http://www.staff.uni-marburg.de/~angel/ Angel 2010)
ausgerichtet dligned. AnschlieBend wurdem28 mcrASequenzendie nicht in der Datenbank
eingeschlossen wareausvoll sequenziertelienomprojekten, Genomentwurfen, Teilsequenzen von
kultivieten methanogenerw SA y' 1 dzf G dzZNBy > &a26AS yI K @SiSiichey RGS ! Y
importiert. All dieseimportierten Sequenzen wurdeaber die NCBI Ifttp://www.ncbi.nlm.nih.gov)
oder JGI Http://jgi.doe.gov/) abgerufenund durch die in ARB enthaltenen FASi§nerFunktion
gegen die bereits ausgerichteten Sequenzen in ein Alignment gebriawdges Alignment wurde
anschlielRend manuell Uberprift und korrigiert. Da es zu viele neue Sequenzen amviEs sich der
ParsimonyAlgorithmus(Fitch 1971)als ungeeignetBesser geeignet sind in diesem Fall kladistische
Verfahren z. B. MaximumuLkelihoodAlgorithmen(Felsenstein 1981ie einem bestimmtenModell

fur Mutationsereignissdolgen und den phylogenetischen Baum mit der héchsten Wahrsohehkeit
sucten (Merkl 2015) Fir die neue Berechnung des Maximumdlikelihoodphylogenetischen
Stammbams wurden insgesamt569 Proteingquenzen verwendet Rekonstruiert wurde der
MaximumLikelihoodStammbaununter \erwendung vorRAXML(Protein),dem Rapid-HilF-dimbing
Algorithmus,demevolutiondren Modell PROTMESTT einerRapid-BootstrappAnalysg100-mal) und

dem Aminosaurrequenzfilter mit der Filterlange von 13¥minosauren(l 459 Nukleotiden).

AnschlieRend wrde die Topologie & neu lerechneten Stammbaums ndenen der in der Literatur
erwahnten verglichen(Angel 201Q) Siezeigten gute (bereinstimmungn. Falls eine Speziesvei
mcrAGerkopien oder einemrtA-Sequenz enthieJtwurden beide Sequenzenmit einberechnet.
Daraufhin wurde die Distanz der OTRroteirsequenz auf Grundlage des phylogenetischen
Stammbaums zur nachstmoglichen erwandten Speies berechnet. Fir die Einordnung auf
Familienebene musste75,4% der Proteinsequenibereinstimmen(Hunger ua. 2011) FHir eine

Zuordnung auf Artebenmusste die Ubereinstimmurp,7 %betragen(Hunger ua. 2011)

2.5.3 Bioinformatische Auswertung mit dem Statistikprogramm RStudio

Statistische Analysen wurden milem StatistikprogrammRStudiq Version 3.2.4(RStudio, Ing)
durchgefihrt. Fur die fmnzanalyse (analysis of variance,GARA) und die Korrespondenzanalyse
(canonical correspondence analys@CA {1 2y y S RI & 9 NI SA (G Nbey2Ba)LI | ST
verwendet werden (Oksanen ua. 2016) Fiur die Berechnung und Visualisierung des ternaren

5AF3INIYYd 6¢SylNE tf2d0 ¢dNRS A)ewendaiyeiuaNdzy 3 & LI
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2006) Fiir die Rarefralon-Kurve wurden die9 N3 S A G S NHzy 3 & L(Werfbighi03@69 énd G G A OS &
a LIS NJY @arsti 0.90.) genutzt (Sarkar 2008; Simpson ai. 2016) Fir die Bestimmungler

Diversitat wurde ophylosedr (Version 1.12) mit der Funktion cestimate richness verwendet

(McMurdie und Holmes 2013)Um abzuschatzen wie wie hoch der Anteil ander gesamten
Artenvielfaltin einer Probést,] 2 Yy 1| S RGhwBrage(@a@dra@ei= ¢ [Anzahl der Individuewon

einer Art / Gesamtzahl deBevdlkerung) bestimmt werden(Chao ua. 1988) Dies Erfolgtemit

& Sy i NP/rdioNI48.) (Marcon und Héraul2015)
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Ergebni sse

3.1 Veranderung in der Aktiv itat der methanogenen Gemeinschatft
wahrend eines Inkubationsexperiments bei verschiedenen

Wasserverfugbarkeiten

Um die Aktivitat der methanogenen Gemeinschhbé#i verschiedenen Wasserverfiigbarkeiten zu
untersuchen, wurde ein Inkubationsexperiment mit variierenden Feuchtigkeitsstufen von zwei
verschiedenen Reisfeldbdden analysiert (siehe 2.3.4). Die Feuchtigkeitsdag@®oders staffelten

sich vom raumtrockenen Ztand, Uber 5 bis 6 Zwischenstufen, bis zum vollstdndig mit Wasser
gesattigtenBoden Alle Bodenproben wurdeuanter anaeroben Bedingungénkubiert.Die Proberdes
italienischen Reisfeldbodengurden fir eine Dauer von 70agen und die Proben des philipigichen

Reisfeldbodens flr eine Dauer vén Tagernnkubiert.

3.1.1 Betrachtung der verschiedenen Bodenparameter

Die Bodenparameter wurden vor und nach dem Inkubationsexperimesit verschiedenen
Wasserverfugbarkeiten untersucht. Bei der Bodenart des italienischen Reisfeldiiadatele es sich
um einen sandidgehmigen Schluff(Dissertation vonDr. Pump, wahrend die Bodenartdes
philippinischen Reisfeldboderain stark tonige Schifiwar (Dissertation von Dr. Breidenbacibie
maximale Wasserhaltekapazitdées tonigerphilippinischen Reisfeldbodens war doppelt so hadé
die dessandigenitalienischen Reisfeldbodsn Dafurwaren im philippinischen Reisfeldbodedie
Partikeldichte nd die Bodendichteetwas niedriger als imtdlienischen Reisfeldboden. ab
Paenwlumen betrug 646 im ghilippinischen und 486 im falienischen Bden.Zusammengefasst sind

die Ergebnisse imabelle 3l dargestellt

Tabelle 31: Ubersichtiiber die Bodenparametedes italienischen und philippinischen Reisfeldbodens

: max. water holding  particle density  bulk density pore
variable .
capacity (mig?) (g/cm?3) (g/lcm?®) space (%)
italian rice field soil 0.4 2.57 1.27 479
philippine rice field soil 0.8 2.33 0.83 64.4

Die Bestimmung des Gesaititkstoffs uind des @samkohlenstofs zeigte dass der philippinische
Boden etwas reicher an Gesamtkohlenstoff und GesamtstickstofiDielsotope desKohlenstof§im
italienischen Reisfeldboden wem etwas leichter nit rund bH T 3t AY + Sde@@ri 8 A OK
philippinischen Reisfeldboden niiti m :Tabefie ).
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Der Gesamtstickstoffgehalt &anderte sicthurch die Inkubation nicht, unabhangig von der
Wasserverfugbarkeit. Der Kohlenstoffgehsdhwanke im italienischen Reisfettbden starkeralsim
philippinischen Boden. Die &amtkohlenstoffmengevar beiden trockeneren Inkubationeetwas
hoherim Vergleich zur Ausgangsprobe und in den feuchteren Inkubationersetigdrigenerglichen
mit der Ausgangsprobe. Durch die separate sBamung des organischen Kohlenstafim
angesdauerten Boden konnte di€arbonatnenge in jeder Probe bestimmt werden. Insgesamt
enthielten trockene sowie feuchtere Bodenprob&renig Carbonatdie maximake Carbonatmenge
betrug0,24%. aslsotopenverhaltnisdesKohlenstoffezeige éhnliche Wertewie dieAusgangsprobe
desjeweiligenBodens

Tabelle 32: Stickstoffgehalt, Kohlenstoffgehalt unddas Isotopenverhaltnisdes Kohlenstoff im italienischen und
philippinischen Reisfeldboden

WHC: prozentual&/assernengein den inkubierten Proben bezogen auf dimximalen Wasserhaltekapazitat (max. WHC).

Neot: Gesamtstickstoffgehalt, J& Gesamtkohlenstoffgehalt,ogY 2 NE | Yy A & OK S Ngi: ¥@dpén@shaitdi2dest =+ u w/
DSal Y1 2Kt $ylsolbgefverhaknis das arganischen Kohlenstoffs

T M G Gw o Go G Catoa

Reisfeldbodens dzy R /1
In situ 0,2 14 26,6 1,3(x0,03) 26,8 0,02 -
5% WHC 0,2 15 26,7 15(x0,11) 27,0 0,01 <0,1

% 17% WHC 0.2 1,8 26,6 1,4 (x0,00) 26,9 0,24 0,6

—  549% WHC 0,2 1,3 26,7 1,3(x004) L2638 0,05 2,4
100% WHC 0,1 13 26,6 1,1(x0,02) b26,7 0,13 2,9
In situ 02 21 b21,1  18(+0,01) b21,5 0,13 b

g 15%WHC 0,2 2,1 21,2 1,9 (x0,04) b216 0,09 <0,1

é 40%WHC 0,2 2,1 b211 1,9 (z0,08) b21,7 0,09 1,9

E 50%WHC 0,2 19 k21,1 1,8 (x001) 21,8 0,06 2,3
100%WHC 0,2 2,0 k21,5 1,8 (x0,01) b21,9 0,09 4.0

Aus dem Mittelwert deBestimmungen desrganischen Kohlenst&{CGyg) konnte eine Abschéatzung
getroffen werden wie viel organisches Material sich in den Inkubaamobenbefand.Geteilt durch

die molare Masse des Kohlenstoffs ergibt sichmdaximal mdglich&ohlenstofinenge in Mol, welche

unter optimalen Bedingugeni K $2 NB (i A YR 1/ dzi / 1dzy 3 S & S G.1Dilrch @ NR S y
prozentualen Vergleh der real produzierterd |-jizy’ R -GebkamtmengdgAbbildung 33, Abbildung

3.7) mit der maximal méglicheiKohlenstofinenge erechnet sichder Umsatzvon Kohlenstoffbeiden

einzelnen Inkubationen.
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3.1.2 Einfluss des Wassergehalts im Inkubationsexperiment auf die Methanp roduktion im

itali enischen Reisfeldboden

Analysiert wurde die Gasproduktion wahrend dasfenden Inkubationsexperimesit va allem das
1 £ & LyRA{]LI G2MSthandgbidesBuRdSdas ICY alsh nabglichNsiSubRt@iNdir die
MethanogeneseAbbildung3.1 zeigt die Zunahme der ¢iMenge Uber die gesamte Inkubationsdauer
von 70 TagenrAlle mit Wasser gesattigten Reisfeldbdden (Wasserhaltekapazit@0 %) zeiten die
maximale/ | -Produktion Fir nicht vollstandig mit Wasr geséttigte Bodebeobachteteman eine
Abnahme in der Gesamtmethanprdz] (0 A 2 Y  dzy R -Rataiz@aken.FElir Bodéninkubationen
welche nur mit minimalen Wassermengernrdpentuale Wasserhakapazitat< 30 %) durchgefihrt
wurden, K Y Iy Yy dzNJ S Pgodiktidnyweldhe bt eBe@eitrapm(14. ¢ 20. Tag wieder
abebbte. Eine anaerobe Inkubation ohie Zugabe volVasser(Wasserhaltekapazitat =%)zeige
keine mikrobiologische Akti¥iN i dzy R I dzOK {1 SAy ! dza3al aSy @2y /1] &

Methanogenic potential

14 _
12 al EAY
10 ]
=
B8 g
S A
g «6 S NB#
6 N A~ -
I\ —
& O SNBAC
4
2 —_
0 ahyAY
12 22 32 42 52 62 _
time (d)
—o—5ml (100% WHC) 4ml (100% WHC) ~ —=—3ml (100% WHC)
—+—2ml (100% WHC)  —e—1.5ml (78.7% WHC) 1ml (54.2% WHC)
—3¢—0.75ml (41.9% WHC) 0.5ml (29.7% WHC) 0.25ml (17.4% WHC

——0ml (5.2% WHC)

Abbildung3.1: Methanproduktion im Verlauf eines 7@agigen Inkubationsexperimenteines italienischen Reisfeldbodens
mit unterschiedlichenWassergehaltenMit hdherem Wassergehalt erreichte die | -Produktionhdhere Werte und wurde
je nach Feuchtigkeit irdrei Gruppen eingeteilt. Die minimale Gruppe zeigte maine geringfugige MethanmengeDie
Ubergangsgruppe zeigte mit htheren prozentualen Wassermengen &ifieere Methanmengeund eine etwas langere
Anpassungsphase (laBhase),in der mdglicherweise noch alternative Elektronenakzeptoren vorhanden warddie
maximale Gruppebei der die 100%-Sattigung erreicht way zeigte sichdie maximale/ | -Produktion unabhangig vom
Uiberschiissigen Wassebie Fehlerbalkerstellen die Standardfehler der Mittelwerte dagn = 3).

Besonders deutlich wird der Unterschied der initialeh-Produktionder wenig kefeuchteten Proben

zur nicht befeuchteten Kontrolle durdBetrachtung detogarithmischa Auftragung(Abbildung ).
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Bei allen Inkubatinen, in denen dieBefeuchtungiber 50% Wasserhaltekapazitbetrug, ging di¢/ | -]
Produktionfortlaufend weiter. Bei niedrigeren Wassermengen gab es eine stagnierende Phase. Bei
einem prozentualen Wassergehalt vor'a2 & A S FProBuktiSn nach p1 Tagen wieder an. Bei
nochniedrigeren Wassergehalten folgte nach der initialeh-Produktionnur ein sehr langsamer und
geringer weiterer Anstiegsenerell konnte mit steigender Wasserverfiigbarkeit auchAgistieg er

/ | -Gesamtpoduktion gezeigt werdenAbbildung 33).

Italian soll
© —o—>100%
L 1000 4 =
D
m
—+—100%
L 100 | 04 «
© N
- > —e—79%
L 103 | 0.04 3
- - 54%
@) 3)
L1 L 0.004
—%—42%
L 0.1 | 0.0004
j 30%
L 0.01 L 0.00004
0 14 21 28 35 42 49 57 70 17%

time [d]

5%

Abbildung 32: Die logarithmische Auftragung def |-Produktion (in Pascal oder in pmol prdsramm Boden)im
Inkubationsexperinent vom italienischen Reisfeldbodermit unterschiedlicher Befeuchtungdargestelltiiber die Zeit.Die
Fehlerbalkenstellen die Standardfehler der Mittelwerte dagn = 3).

Die/ h-Gesamtproduktion am Ende der Inkubatisteg mit der Wasseerfiigbarkeit an(Abbildung
3.3, Abbildung 34). Verglichen miR S NJ-Gledarntproduktion warig / h-Gesamtproduktiomicht
so stark leeintrachtigt unter niedrigen WasserverfugbarkeiteAuch bei sehr trockenenProben
konnte schon eineansteigen@ CQ@-Gesamtproduktion geeigt werden. Dies ist in einem
normalisiertenGrapten, der die/ |1-jdzy’ R -Gebamtproduktio verdeutlicht,zu sehen Abbildung
34).
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Abbildung 33: Die Gesamtproduktionan / | [A), und an/ h {B), bei den verschieden feuchten Inkubationen des
italienischen ReisfeldbodensDie Fehlerbalkerstellen die Standardfehler der Mittelwerte dagn = 3).
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Abbildung 34: Normalisierung der Gesamtgaskonzentratigh | j dzy &n Endeider Inkubationemles italienischen
Reisfeldbodendeiverschiedenen Wasserverfugbarkeiteggegen die maximalen Produktionen unter vollstédndig gefluteten
Bedingungeraufgetragen Die Fehlerbalka stellen die Standardfehler der Mittelwerte dagn = 3)

3.1.3 Einfluss des Wassergehaltes im Inkubationsexperiment auf die Methanproduktion im
philippinischen Reisfeldboden

Um eine moglichst umfangreiche Aussage Uber den Einfluss der Wasserverfughaafiaig/ | -j
Produktionzu treffen, wurde ein zweiter Reisfeldbodansdem Ursprungsland Philippinen analysiert.
Die Analyseeines zweiten Reisfeldbodsrermoglichtspatere Aussageninwiefern andereFaktoren
wie z.B.die Bodenstruktur, der Gesamtkohlensigéhaltoder die initiale mikrobielle Gemeinschaft
die dargestellten Ergebnisdeeeinflussen.Fiur eine verallgemeinerungsfahigeussagewurde der

philippinische Reisfeldlaen untersucht und mit dem italienischen Boden verglichen.
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Die / |-fProduktion im Inkubationsexpement verhielt sich &hnlich wie ebeim italienischen
Reisfeldboden beobachtet werden konnte. Zwar konnte der philippinische Reisfeldboden hohejre
Mengen am Ende der Inkubaticszeit aufweisen,aber auch hier gab es nach der initialénl -j
Produktion einen weiteren Anstiegder in der Ubergansgruppe (5J0% Wasserhaltekapazitat)
deutlicher zu sehen wa(Abbildung 35). Bei denminimal feuchten Inkubationen grozentuale
Wasserhaltekapazitat 40 %) folgte (wie beden Inkubationen destalienischen Bodes) nach der

initialen/ | -Produktionnur ein sehr geringer weiterer Anstieglqbildung 3).

Philippine soil —0—>100%
o  —0—100%
=0

- 1000 4
m 85%
100 - 04 = 70%

- >

= 3
F 103 F 0.04 -3 60%
5 T —%—50%

L1 9| 0004°
40%

L 0.1 | 0.0004

30%

L 0.01 L 0.00004

—15%
3 7 11 16 20 26 33 40 54 67 77

time [d]

Abbildung 35: Die logarithmische Auftragung def |-Produktion (in Pascal oderin pmol pro Gramm Boden) bei
Inkubationen des philippinischen Reisfeldbodes tber die Zeit. Die Fehlerbalkenstellen die Standardfehler der
Mittelwerte dar (n = 3).

In Abbildung 36 sind de aus der | -Produktionsaten des italienischen Reisfeldbodegrsnittelten
Werte im Vergleich zu deh | -Produktionsratendes philippinischen Reisfeldbodedargestellt Bei
sehr sbiwach befeuchteten Inkubatisproben sind die/ | -Produktionsratenjeweils niedrig und
dabei in beiden Reisfeldbddeihnlich hoch Inkubationen des philippinischen Reisfeldbodens mit
einem Wassergehalt voiber 50% (bezogen auf die max. Wasserhaltekapazi#igen unter

vollstandig gefluteten Bedingungdrdhere/ | -Produktionsrater(bishin zurVerdoppelng)
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Abbildung 36: / | -Produktionsraten bei Inkubationen von zwei verschiedenen Reisfeldbdded dzy' Gt SNJ -SA Y SNJ b
Atmosphére)bei anstegenden Wasserverfliigbarkeiterf-ir denphilippinischen Reisfelboderwurden zusétzlich die gH

t NB Rdz] (A 2y aNI  SAmostyarie SiIZ2:S A ISiNGestelit / | 7 C A&l  SA yacetklastiséhé A G 2 NJ RS
MethanogeneseDie Fehlerbalkerstellen de Standardfehler der Mittelwerte dakn = 3)

Die/ |-Produktiorsratenverhielten sichbei niedrigeren Wasserverfugbarkeiten ahnlich zueinander

und unterschieden sich erst bei den relativ feuchten Inkubatigivendenendie Wassermenge uber

60 % der Wassrhaltekapazitatag Die im Inkubationsexperiment hdchsten Raterter vollst&ndiger

Séattigung mit WassebetrugenA Y LKA f A LA YA A OKSY . 2RSYy odpm yY2f
wSAaTFSt RO 2 RS yAbhildung 33).Xn2 \terglgichzeigtedeér philippinische Bodeebenfalls

eine fast doppelt so hohKohlenstoff und Stickstoffrenge(Tabelle ).

Bei den Inkubationen mit/ | (2% des Gesamtvolumen®onnte gezielt die acetiklastische
Methanogenese inhibiert werdermAuch hier stiegedie Raten mii steigenderBodentuchtigkeitan

(Abbildung 36). DieEnckonzentation@ 2 y il derjhhibierten Inkubationen machte ungefahr 36

dery AOKG 3ISKSYYGSyYy 9y Raug ¢gbiBuyhdg 6L): Diel ohste@ Methantaten

wurden hierebenfallsbeidend G F NJ] 06 SFSdzOKGiSGiSy LyldomlGA2ySy 3ISY
Réuy 0¥ And $0@6 Wassemrfugbarkeit (prozentuale Werte im Vergleich zder max
Wasserhaltekapazitst

Ahnlich wie bereits fur den italienischen Reldboden wurden auchir den philippinischen Bodettie
gesamtenGaskonzentrationer{Abbildung 37) zueinander normalisieyfum den Startpunkt def |-

dzy’ R -Rrduuktionmiteinanderzu vergleichen. Dieanmalisierte relative Gaskonzentration von der

| h-GesamtNB R dz] G A 2 Yy -GésarRtpoButibid zeidtejin der inhibierten und nicht inhibierten
Lyldzolt GA2y SAYySy RANB1GSY !'yadAasS3a |y /[-ArsterAd ads

ab einer Wasserverfiigbarkeit von #9der maximalen Wasserhaltekapazi#bbildung 38).5 A S - / h i
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Endkonzentratione zeigten beder inhibierten und nicht inhibierten Inkubation vergleichbare Werte

fur die jeweiligen Wasserverflugbarkeiten (Daten nabfgefihry.
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Abbildung 37:5A S DS al Yi LINR RArzi R 2 R B 6eh deri uhtgrschiedich feuchten Inkubationen des
philippinischen ReisfeldbodensDie Fehlerbalkerstellen die Standardfehler der Mittelwerte dagn =3).
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Abbildung 38: Normalisierung der Gesamtgaskonzentratioam Ende der Inkubatioseeien bei verschiedenen
Wasserverfligbarkeitewon/ 1 4y’ R felgén die maximalen Produktionerei vollstandig gefluteten Béednaufgetragen
Fir absolute Werte siehédbbildung 35. Die Fehlerbalkerstellen die Standardfehler der Mittelwerte dagn = 3)

3.2 Einfluss der Wasserverfugbarkeit auf die Verteilung der
Methanemission tber den acetiklastischen und
hydrogenotrophen Produktionsweg
3.2.1 Stabile Kohlenstoffisotopenfraktionierung

Die Isotopensignatur des Kohlenstoffa / | | idzy” R urde in den Inkubationen mit den

verschiedenen Feuchtigksiitufen gemesserDie Anderung in dem Isotopensigmasultiert daraus,

53| Seite



dass bei verschiedenen Biosynthesewegen die entsprechenden Enzyme das leichte Kohlenstoffatom
dem etwas schwereren Kohlenstoffisotop unterschiedlich stark bevorzugen. In Umweltpraiolsoftwv
der angendherteCNJ { G A 2 Yy A SNXzy 3 & Tt 1 1i#2 NJprt 71 @S NBrS y. Peder
angendherte Fraktionierungsfaktor kann ein Indikator fir hydrogenotrophe oder #atzediische

Methanogenese imliesen Poben sein.

Die Abbildung 3 zeigt die Kohlenstoffisotopensignaturim CH aufgetragen Uber die
Kohlenstoffisotopensignatuim CQ im italienischen Reisfeldboden.ieDHilfslinien zeigen den
Fraktionierungfaktor ". Mit steigenden h-Werten steigt auch der prozentuale Anstieg an
hydrogenotrophen MethanogenerBeiden Inkubationen mit den verschiedenen Feuchtigkeitsstufen
ist ein Trend von ehemcetiklastischbeeinflusstenh-Werten in trockenen Proben zu mehr
hydrogenotrophbeeinflusstert -Werten in feuchteren Probearkennbar Die feuchten Inkubationen

zeigen am Ende-Werte voncirca 1043 und diesesind damit héher als dider trockenen Proben.
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S
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5 55 e g0 TP
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53C of CO,

Abbildung 39: Auftragung derKohlenstoffisotopensignatuh Y/ | jdie Kbbléhtdffisotopensignatuim CQ bei den
Inkubationen des talienischen Reisfeldbodenbei verschiedenen Wasserverfiigbarkeitelie Fehlerbalkerstellen die
Standardfehler der Mittelwerte darn = 3).Die schrayenHilfslinien zeigen demngenaherten Fraktionierungsfaktor ; die

Berechnung erfolgtemit der Formelh  #'AE T 82
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Da dieCH-Konzentration kontinuierlich mit der Zeit anstieg, karim &€inen direkterenzeitlichen
Verlaufdie Auftragungler Kohlenstoffisotopensignatim CH N 6 €WkKdRZerSratiordargestellt
werden @bbildung 310).

- ltalian soil o
: “ 3 30%
- -0 :;-‘ ——42%
E— 54%
# ——79%

—+—100%

—=—100%

0 2 4 6 8 10 12 100%

/1j o6xY2f 3Feéuyo —0—100%

Abbildung 310: Kohlenstoffisotopensignaturim CH N6 SNJ RA S | 2y i Cif-donemNdtibroki ded § SA ISy RS
Inkubationen des italienischen Reisfeldbodess bei verschiedeen WasserverfugbarkeitenDie Fehlerbalkerstellen die

Standardfehler der Mittelwerte dar(n = 3)

Bei den Inkubationen dg philippinischen Reisfeldbodes wurden ebenfalls die
Kohlenstoffisotopensignateniy / | j K@/ ShNJ R AdSF Abifddky A 5. yhnlichwie beim

italienischen Reisfeldboden konnte auch hier dergenaherteCNJ { G A 2 YA SNHzy 3a FI 1 G2 N
werden, der mithilfe der schragen Hilfslinien abgelesen werdéann Bodeninkubationen mit

niedrigen Wasserverfiigbarkeiten zeigen eine Tendeny (uS R NRA-W&tdiiuyd damit eireher
acetiklastisches Signal. Bden feuchteren Inkubationen zeigen die Anfangswerte langer ein
hydrogenotrophes Signal und gehen dann auch in ein mehr acetiklastisches Signal tber. In den mit
Methylfluorid gehemmten Inkbationen @bbildung 62) liegen R A SWefte ausschlieRlich im
hydrogenote LIK Sy . SONB4K)Qrid zeigen eine Anderung (iber den Wassergehalt von iiber

40 . Daduch erreichen feuchte Inkubationen mit 27z /| iséhr niedrige
Kohlenstoffisotopensignat®&y A Y{Abbiltlupg 63). Die héchsteCH-Konzentration in den mit
Methylfluorid gehemmten Inkubationen erreiahtdie feuchte Inkubation mit @molgé (Abbildung

6.3).
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Abbildung 311: Auftragung derKohlenstoffisotopensignatuk Y/ | jdie Rbbléhddffisotopensignatuim CO Ay R
Inkubationen desLJKA f A LILIAA YA A OKSY wSA&AFSt Ro2RSya YAl @Addshhark PSR S
Fehlerbalkenstellen die Standardfehler der Mittelwerte dafn = 3).Die schragenHilfslinien zeigen derangenahertan
Fraktionierungsfaktorh . Die Berechnung dolgte mit der Formeh #'AE T #75%

Sy
ysy 2
Mit der Auftragung der jeweiligeiKohlenstoffisotopensignaten des philippinischen Reisfeldbodgn

kann der =zeitliche Verlauf nur schwer dargestellt werden. Die Auftragung der
Kohlenstoffisotopasignaturim CH N6 SNJ RA S | 2y (iCHyKdnkehthlioh Qeflt did § SA I Sy
Signale Uber den indirekten zeitlich®erlaufdar (Abbildung 312).
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Abbildung 312: Kohlenstoffisotopensignaturim CH N6 SNJ RA S | 2y i Cif-donemdhtibrok ded § SA ISy RS

Inkubationendes philippinischen Reisfeldbodes bei verschiedenen WsserverfiigbarkeitenDie Fehlerbalkerstellen die
Standardfehler der Mittelwerte dar(n = 3)

Fiur die Inkubationdes philippinischeé Reisfeldbodes konnte der Anteil an hydrogenotrophen
Methanogenen berechnewverden, was inAbbildung3.13 gezeigt istDies istabh&ngigvon der/ | -]
Konzentration Wenn sie nichtdetektierbarwar, konnte der Anteil fir den frihen Zeitpunkt nicht
berechnet verden. Gezeigt wird dideranderung des hydrogenotrophen Anteils Uber diechs
Zeitpunkte. Trockene Proben sanken sehr schnell auf einen Anteil vénas wahrend feuchtere
Proben noch batdinem Anteil von rimdestens30 % lagen. Spéter sabkiallen Inkubationen de Anteil
der hydrogenotropha Methanogenese ab. Ahrend beitrockeneren Inkubationerder Anteil bei circa
60% verblieh pendelte er sich bei denfeuchteren Proben(85¢100% Wasserhaltekapazitiitbei
ungefahren 3Q40% ein. Generellkonnte ein Trend von hydrogenotropher zur acetiklastischen

Methanogeneséeiallen Inkubationerbeobachtet werden.
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Abbildung3.13: Veranderungen dednteils der hydrogenotrophen Methanogense Uiber sechsZeitpunkte der Inkubaion,
a2FTSNY RAS 3IKdnzéntdidhshdefektiert werden konntenDie Fehlerbalkerstellen die Standardfehler der
Mittelwerte dar (n = 3).

3.2.2 Einfluss auf intermediare Fermentationsprodukte

Um besser zu versteheninwiefern sich der anaerobe Aau bei unterschiedlichen
Wasserverfligbarkedn andert, wurde neben dm Einfluss auf dié | -Produktionauch die Produktion
von intermedidren Fermentationsprodukie(Formiat, Acetat, Propionatnd Butyrat) verfolgt.Die
Inkubationenvon Bodemmit verschiedenen Wasserverfiigbarlasizeigten einen normalen Abbaued
kurzettigen Fettsduren durch Methanogene zul ynd/ h.iAcetat war nur in geringen Mengen
detektierbar, in seltenen Fallen wurde auch Propiodatektiert (Abbildung 314, Abbildung 315,
Abbildung 316). b dzNJ 6 SA RS NJ L y{alkanhulieie? Atetaty dndl Prépioriat. Die
Kohlenstoffisotopensignaten im Acetat wagnin denY A i inhhibier@n Inkubationergleich oder
leichter im Vergleich zu den Inkubationen unt&B A Y S Wo das leichtere Acetat bevorzugt
verbraucht wurdeEbenfalls zeigte di€ohlenstoffisotopensignatim Propionat relativ leichte Werte
beifeuchteren InkubationerBeiallen Inkubationen wurde keine Anhaufung von Formiat oder Butyrat

beobachtet
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Abbildung 314: Der Verlauf der Acetdonzentration und der Kohlenstoffisotopensignaturim Acetat tber die
Wasserverfligbarkeit im italienischiew S A & ¥ St R 0 2-Rifosphimy/Die$dhletpalkerstellen die Standardfehleder
Mittelwerte dar (n = 3) Die horizontale Linie zeigt di€ohlenstoffisotopensignatuin dem organischen Kohlenstoffr@belle
3.2) im Vergleich zuKohlenstoffisotopensignatuim Acetat (Symbole)

Philippine soil inkubation - Philippine soil inkubation -
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Abbildung 315. Der Verlauf der Acetdtonzentration und der Kohlenstoffisotopensignaturim Acetat (ber die

2 FASNDSNFNIOFN] SAG AY LKA -AtmbspKWNS O KA RANBRGVEETMSt R 0/21RI€Y dzy G S NJ
Fehlerbalken stellen die Standardfehler der Mittelwerte dar(n = 3) Die horizontale Linie zeigt die
Kohlenstoffisotopensignatutin dem organischen KohlenstoffTabelle 32) im Vergleich zuKohlenstoffisotopensignatur

im Acetat(Symbole)
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Abbildung 316: Der Verlauf der Propion&ponzentration und derKohlenstoffisotopensignaturim Propionat tber die

2 3aSNBSNFNIoFN]L SAG AY LIKATADNRALKAKSE Y- B2 SBIESRB ARE drr i 65 NJ
Fehlerbalken stellen die Standardfehler der Mittelwerte dar(n = 3) Die horizontale Linie zeigt die
Kohlenstoffisotopensignaturim organischen KohlenstoffT@belle 32) im Vergleich zuKohlenstoffisotopensignaturim
Propionat(Symbole)

Der pHWert &nderte sich nichbeiden mit2%/ | 1 C ISKSYYGSyYy Ly ldzol GA2ySy
nicht gehemmten Inkubationempbildung 317).

el el g

7.0
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Obiow: /1171 C

Abbildung 317: pHWerte des inkubierten philippinischen Reisfeldbodenslzy (i S-Ntindsghare im Vergleich zub &
AtmosphareY A i w:2Die/FéhleBalkerstellen die Standardfehler der Mittelwerte dagn = 3).
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3.3 Veranderung der methanogene n Gemeinschaft am Ende eines
Inkubationsexperiments mit verschiedenen Feuchtigkeits -

gehalten

3.3.1 Quantifizierung der phylogenetischen Gruppen und der Aktivitat der Methanogenen

Die Quantifizierung deArchaeen mit demarchaeedlen 16SrRNAGen, und der M#hanogenen mit
dem mcrAGenerfolgte durch Messungen mittelguantitativer PCR (QPCR)ie Zahl derGerkopien
dieser zwei Gene igb Uber die Inkubationen mit verschiedenen Feuchtigkeitsverfligbarkeiten
konstant(Abbildung 318). Der Feuchtigkeitsgehalt habmitkeinen Einfluss auf di®opulationsgrolie
der Methanogenen im Reisfeldboden. Anschliel3end erfolgte noch eine Quantifizierung der Transkripte
desmcrAGers. Hierkonnte gezeigt werderdassdie Feuchtigkeitsverfigbarkeiten ein&influssauf

die Anzahl der verfligbaren Transkripte aufwdgasDies war sowohbeim italienischeralsauchbeim
philippinischen Reisfeldboden zu beobachtenAlibildung 319, Abbildung 320). Bei den
Inkubationsledingungen ohne die Zugabe vonWasser (Wasserhakkapazitat = B36) waren
Transkripmengen von 10° Kopien zu finden und nur durch eine leicht&h6hung des
Feuchtigkeitsgehaltes verdoppelten sichdie Kopierzahlen im philippinischen Reisfeldboden
(Wasserhaltekapazitat = 4@) oder stiegen auf bis za0® Kopien im italienischen Reisfeldboden
(Wasserhaltekapazitat = 28)an. In feuchteren Inkubationen wurden maximal&anskriptnengen
von 10°¢10° beobachtet.Die Kopierzahlenim philippinischen Boden waren immer etwas niedriger als

die im italienischen Reslfilboden.

Abundance of archaeal 16S gene and
mcrA gene in italian soill

4]
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@ ]
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mcrA gene copies < 16S Arc gene copies

Abbildung 318: Quantifizierung der Archaeen und der Methanogenanuf DNAEbenemit dem jeweiligen Markergen,
archaeellenl6SrRNAGenund dem mcrA-Gen Die Fehlerbalkerstellen die Standardfehler der Mittelwertedar (n = 3)
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Abbildung 319: Vergleich dermcrAGenKopierzahlen mit den mcrA-Transkripten im italienischen Reisfeldboden
Inkubationenbei vier verschiedeneWasserverfiigbarkeitenDie Fehlerbalkerstellen die Standardfehleder Mittelwerte
dar (n=9).
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Abbildung 320: Vergleich dermcrAGenKopierzahlen mit den mcrATranskriptenim philippinischen Reisfeldboden
Inkubationen unter 4 WasserverfligbarkeiterDie Fehlerbalkenstellen die Standrdfehler der Mittelwerte dar (n=9,
ausgenommert, hier SE n=6)

3.3.2 Untersuchung der mikrobiellen Diversitdt ~ der Archaeen mittels T-RFLP-Methode

Im italienischenReisfeldboden wurde die-RFLPMethode angewandt, um eiraussagekraftiges
Ergebnistber die archaeellenGemeinschafbei verschiedenen Feuchtigkeitsstufen zu bekommen.
Verwendet wurden fir die -RFLAMethode der Vorwartsprimer 109f und der rickwartsmarkierte
Primer 934r[fam] Tabelle2.10). Um die \éranderungunter dem Aspekt deWasserveitigbarkeit zu
analysieren, wurd@nhand demikrobiellen Diversitat der Archaeear(nittelt durch dieT-RFLP&ine
CCA canonical correspondence analysislurchgefuihrt. Die Abbildung 31 zeigt dass die
Wasserverfugbarkeiein Faktorist, der die relative Veranderungler mikrobiellen Gemeinschaft

beeinflusst. Mit der CCA kann 636 derlnertia (Tragheit), elam Mal} fir die Streuung der Daten,

erklart werden.
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Abbildung 321: Kanonische Krresponderzanalye (CCA) badsrend auf den Ergebnissen der-RFLPMethode des
archaeellen 16SrRNA Gers. Der Pfeil zeigt den Einfluss der Wasserverfluigbarkailf die Zusammensetzung der
mikrobiellen Gemeinschaft

Fir die Zuordnung einzelnetRF zu entsprechenden phylogenetischen Gruppen konnten vorhandene
Klonbibliothelen von friihere Studien genutzt werdenn denenebenfalls italienische Reisfeldder
andere Reisfeldbdden unter gefluteten Bedingungen untersweiden (Tabelle 215) (Lueders und

Friedrich 2000; Glissmana.. 2004; LU und Lu 2012)

Die gesamte Diversitdtber die verschiedenen Feuchtigkeitsgehatter archaeellerPopulation $t in
der Abbildung X2 gezeigt Achtder 27 TRF konntermdglicten Methanogenerzugeordnet werden
(Abbildung 33). DieseT-RFkamen in Signalstarken vonc25% vor. Mt geringer Signalintensitét
waren die TRF 78, 183, 186 und 390 nachweisbas 184p-T-RF eineMethanosarcinaled.inie war
dominant, gefolgt von 39Bp-T-RF, welchesden Vertretern vonvier Linienzugeordnetwerden kann
(Methanocellales, MethanobacteriacediceClusterll und derCreanarchaeota 1)3Weitere relativ
stark \ertretene T-RF waren das 282/284 BpRF, welches zu eindethanosaetaceaserwandten

Gruppe gehdort und der 88p-Peak welcher zMethanobacteriaceaserwandten Gruppe gehort.

In den verschiedenen methanogenen Gruppemde dierelative Haufigkeitler Methanobacteriales
und Methanosarcinale®ei Inkubationen mit niedrigeiVasseverfiigbarkeit leicht erhdht, wahrend

Methanosaetaceabei feuchten Bedingungerhaufiger zu sein sofm. Bei dem 183 byi*eakwaren
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keine klare Tendenenzu sehen bei nassen undaockenen Bedingungenardie Signalstarkeiemlich

hoch, aber beUbergangsbedingungesank die Signalstarke ab
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Abbildung 322: Ubersichtiiber die 16Sterminalen-Restriktions-Fragmente T-RF)der archaeellen Gemeinschaftim Ende
des Inkubationsexperiments nach 70 Tagen bei dem italienischen Reisfeldboden bei verschiedenen
WasserverfugbarkeitenDie Fehlerbalkerstellen die Standardfehler der Mittelwerte dafn = 3).
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Abbildung 323: Die relative Abundanz von einigen-RF Uber die ansteigende Wasserverfiigbarkeit. Dargestellt sind nur
die Fragmente welche den taxonomischen Gruppeder Methanogenen(sieheTabelle 215) zugeordnetwerden konnte.
MMB: Methanomicrobiales MBT. Methanobacteriales MSL Methanosarcinaceag MSA Methanosaetacea MCL
Methanocellales CRA Creanarchaeota 1.3CRBCreanarchaeota 1.1bDie Fehlerbalkerstellen die Standardfehler der
Mittelwerte dar (n = 3).

3.3.3 Veranderungen der Transkripte des mcrA-Gens des philippi nischen und italienischen
Reisfeldbodens z lllumina -Sequenzierung

Die aktiven Methanogenen wurden am Ende des haltionsexperiments von jeweils drei
unterschiedlichen &uchtigkeitsverfligbarkeiten pro Reisfeldboden untersucht. Hierflr wundem
jeder Inkubatiordie Transkripte desicrAGers in Triplikaten analysiert. Zur Darstellung des erreichten
Artenreichtums wurde fir jede kubation und deren dazugehérigeequenzen eine Rarefraktion

Kurve berechnetwelche inAbbildung 34 zu sehen ist.

— P401
— P402
— P403
P50.1
— P50.2
P50.3
P100.1
— P100.2
— P100.3

10 20 30 40 50 60 7O
10 20 30 40 50 60 70

Mean Species Richres

0
I

0
I

5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000
Individuals in Subsamples Individuals in Subsamples

(= E

Abbildung 324: RarefraktionKurven voninkubationen desitalienischen Reisfeldodens (links) und des philippinischen
Reisfeldodens (rechts). Die Benennung der Legende setzt sich aus dem abgekirzten Ursprung ltdlien und
P=Philippinen), de verfiigbaren Wassermenge (1%, 54%, 100% bzw. 40%, 50% und 10®%) undc abgetrennt durch
einen Punktc der Zahldes jeweiligen Tripliked zusammen
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DA S 0 SNB OK ¢hfeinGe d& 2iz&r@riInkubationen zedfpenfallseine guteAbdeckung der
vorhandenen VielfaltTabelle 33 und Tabelle 34). Die Berechnung de€haol, ACE, Shannbrdex,
Simpsorindex, des eziproken SimpsoAlndex und de Fishes-Alphalndex ermdglichte eine gute

Abschatzung devorhandenerDiversitatin der jeweiligen Probel@abelle 33 und Tabelle 34).

Die Gesamtanzahl der Transkripte belief sich nach der Qualitatsfilterung aufueimeeSron 3664
hochwertige SequenzenDie Aufteilung dieser Sequenzen aid einzelnen Inkubationereigen die
Tabelle 33 und 34. Insgesamt konnte fir jedgerschiedene Feuchtigkeitsstufe eine Summe von
mindestens 2%36 bis maximal 9928 Sequenzen generiert werdermnsgesamt wurden 30
verschiedene OTU gefunden, davon konnten alle 3ialienischen Boden und 29 im philippinischen

Boden gefunden werden (OTdézeigt imAbbildung 25, Abbildung 36, Abbildung 7).
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Tabelle 33: Anzahl dermcrA-Transkripte Anzahlder OTU, Chaol, ACE, Shanfdodex, Simpsonrindex, reziproker Simpsodndex, Fishes-AlphaIndex dzy R D me%@évon den
analysierten llluminaDaten

ur- Verfugbare o Sequenz OTU Chaol ACE _ 1/ . Good's
Triplikate Barcode Shannon Simpson Fisher
sprung Wassermenge anzahl* Anzaht +SE +SE Simpson Coverage

4004 AGCTGA

4006 ATATCG

2,53 *401

54%

6700 6953
4008 ATGCTA

4010 CAGICA

* nach Qualitatsfilterung ohne Singletons



Tabelle 34: Anzahl der mcrA-Transkripte Anzahl der OTU, Chaol, ACE, Shanamaiex, Simpsorndex, reziproker Simpsodndex, FishersAlphaIndex dzy R D me%@évon den
analysierten llluminaDaten

ur- Verfugbare o Sequenz  OTU Chaol ACE _ InvSimp Good's
Triplikate Barcode Shannon Simpson Fisher
sprung Wassermenge anzahl* Anzaht +SE +SE son Qoverage

4013 CGGGCG 5719

4019 GACTAG

+10,76 =379

50%

49,67 + 51,79

4017 GATCGA 7203

4019 GTCACA

* nach Qualitatsfilterung ohne Singletons



Die Zuordnung der einzelnen OTU aMttebene und auf Familienebene erfolgte anhand eines

Stammbaums mithilfe der phylogenetischen Zuordnung in ARB (Kapitel E&)nnten nahezu alle

OTU auf Familienebene zugewiesen werden, bis ¢giaf OTU 400 welche nur der Ordnung

Methanobacterialeszugewiesen werden konnte. Bei 20 OTU kongitee Zuordnung aufrtebene

erfolgen. Eine Auflistung der OTU, deren phylogenetisguordnung, @ nachstmdglichen

verwandten Speziemit der jeweiligenSequenzahnlichkeit under maximaleAnteil der OTU imen

verschiedenen Feuchtigkeitsstufen (in % umdbsoluten Sequenzes)ndin Tabelle 3 dargestellt

Tabelle 35: Auflistung der OTU, deren phylogenetische Zuordnunge déchstméglichenverwandten Spezies mit der
jeweiligen Sequenzahnlichkeit und der maximale AntedrdDTU irden verschiedenen Feuchtigkeitsstufemlle mit einem
* markierten OTU erfiillen durch ihre Ahnlichkeit in der Aminoséauresequenz (AS) die Zuordnung auf ArtéHenger u.a.

2011)
phylogeneticgroup mcrA
cas ord famil genus & represent nearest species % nearest % maximal  maximal
S er y species ative strain match  seque environment seque contribut  number
mcrAOTU nce al sequence  nce ion of
(84%) simila match simila (average sequence
rity rity replicate (S
(AS) (AS) s) (average
of
replicates
)
Methanobac OTU_106 Methanobacter 95.30 rice paddy 96.7 30.49 6186.67
terium ium oryzae soil
(AB542752) (AB301403)
Methanobac OTU 87 Methanobacter 94.40 Methanobact 94.4 2.05 48
terium ium palustre erium
© (AB542753) palustre
5 (AB542753)
g Methanobac OTU_477 Methanobacter 97.70 river 100 0.37 46.00
S terium ium lacus floodplains
= (CP002551) soil
% © (AJ607411)
= @ s Methanobac OTU_375 Methanobacter 93.80 rice root 99.2 0.12 9.00
8 S terium ium paludis (AM746913)
% E_, (CP002772)
I S Methanobac OTU_303 Methanobacter 99.20 Methanobact 99.2 0.11 12
o 8 terium ium beijingense erium
8 § (EF465106) beijingense
g = (EF465106)
= Methanobac OTU_280 Methanobacter 90.70 rice Paddy  97.6 1.61 53.67
terium ium espanolae soil
S mrtA (AB301398)
E (AB542757)
= Methanobac OTU_466 Methanobacter 89.20 upland 92.1 1.22 32
g terium ium espanolae pasture soil
= mrtA (DQ994875)
= (AB542757)
% Methanobac OTU_557 Methanobacter 97.60 Methanobact 97.6 0.01 1.33
S terium ium kanagiense erium
mrtA kanagiense
(AB551870) (AB551870)
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Fortsetzung Tabelle 8:

phylogeneticgroup mcrA
class ord famil genus & represent nearest species % nearest % maximal  maximal
er y species ativmcrA  strain match  seque environment seque contribut  number
OTU nce al sequence  nce ion of
(84%) simila match simila (average sequence
rity rity replicate (S
(AS) (AS) S) (average
of
replicates
)
- OTU_400 Methanobacter 74.40 Everglades 81.8 0.05 4.67
. ium espanolae soll
mrtA (DQ662588)
(AB542757)
- OTU_373 Methanoregula 83.20 rice paddy 97.7 5.87 420
boonei soll
(CP000780) (AB301278)
- OTU_19 Methanoregula 81.50 rice paddy 86.8 3.61 740.67
boonei soil
(CP000780) (AM746880)
- OTU_176 Methanoregula 79.4 fen soll 97.7 0.38 30.00
boonei (FR725795)
g (CP000780)
3 - OTU_409 Methanoregula 81.4 Rice root 93.8 0.08 3.33
g | = boonei (AM746880)
8 g (CP000780)
[} 2 Methanoreg OTU_86 Methanoregula 84.7 rice paddy 96.1 19.43 2780
‘E’ = ula boonei soil
S g (CP000780) (AB301255)
= Methanoreg OTU_483 Methanoregula 84.7 rice root 93.1 2.12 278.33
5] ula boonei (AM746855)
= (CP000780)
«© Methanosph OTU_388 Methanosphae 86.3 rice paddy 91.5 0.41 99.33
'5 arula rula palustris soil
=2 (AB301291)
g Methanosph OTU_402 Methanosphae 84.6 rice paddy 88.3 0.29 29.67
_‘c_:% arula rula palustris soll
& (AB301232)
= 1) § Methanospi OTU_111 Methanospirillu 92.3  Methanospiri  92.3 0.43 61.67
_cC% g rillum m psychrodum llum
T = (KF153053) psychrodum
=2 (KF153053)
¢ @ Methanocell OTU_168 Methanocella 95.30 Methanocell 95.3 8.33 1659.67
" [ § a arvoryzae a arvoryzae
o il (AM114193) (AM114193)
= = O
§ o | Methanoflor OTU_491 Candidatus ~ 94.50 fen soil 96.1 0.07 5.67
g s 8 ens Methanofloren (FR725759)
= c O
k& EE s
= 25 stordalenmiren
e sis(JGI_ID
2518787382)
% % o Methanoper OTU_507 Methanopered 96.12 rice paddy 96.8 0.04 2
8ol 23 edens ens soil
§Cl S nitroreducens (AB301301)
s ° £6 (JMIY01000002
= s )
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Fortsetzung Tabelle 8:

phylogeneticgroup mcrA
cdas ord famil genus & represent nearest species % nearest % maximal  maximal
s er y species ativmcrA  strain match  seque environment seque contribut  number
OTU nce al sequence  nce ion of
(84%) simila match simila (average sequence
rity rity replicate (S
(AS) (AS) S) (average
of
replicates
)
- OTU_393 Methanosaeta 81.10 rice paddy 84.1 1.39 209.67
concilii soil
(AF313802) (AJ607423)
- OTU_406 Methanosaeta 83.20 rice paddy 84.3 0.55 83
concilii soil
(AF313802) (AB301306)
- OTU_232 Methanosaeta 84.10 Methanosaet 84.1 0.33 64.67
Q concilii a concilii
o (AF313802) (AF313802)
ag Methanosae OTU_379 Methanosaeta 86.40 rice root 96.2 20.59 6230.67
o ta concilii methanogen
% (AF313802) (AM746775)
% Methanosae OTU_382 Methanosaeta 87.90  rice paddy 96.2 6.12 1101.67
= ta concilii soil
(AF313802) (AJ607423)
Methanosae OTU_289 Methanosaeta 100 Methanosaet 100 0.80 80.33
ta concilii a concilii
(AF313802) (AF313802)
Methanosae OTU_35 Methanosaeta 89.30 rice paddy 96.1 66.50 20319. 33
ta concilii solil
(AF313802) (AB301238)
& &| Methanosar OTU_ 250 Methanosarcin  93.40 rice root 98.5 95.99 24895.33
_cc% § cina a vacuolata methanogen
® O (CP009520) (AM746787)
= g
E A . a @ Methanoma OTU_370 Methanomassil 90 Methanomas 90 15.89 987.66
c_(@ E% Eg ssiliicoccus iicoccus siliicoccus
Sam| 28| 2 S luminyensis luminyensis
E | 88 &8¢ (HQ896500) (HQ896500)
Q E)‘ = E)‘ :g
E |s | S

Der phylogenetische StammbaudesmcrAGers ist in Abbildung 35 gezeigt Der Ubersichtlichkeit

halbersindin der Abbildungnur 154Sequenzenaufgelistet obwohl der Baun mit einer Gesamtzahl

von 569 Sequenzeterechnet wurdgsiehe Tabelle 61 und 6.2im Anhang. Der Anteil der jeweiligen

OTU uber die verschiedenen Feuchtigkeitsstufen in den Reisfeldbh@digrte. Wahrend die OTU 35

bei Inkubationen feuchterer Bodeneher strk vetreten war, war die OTU 250 ehebei den

trockeneren Bedingungen zu finden.
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Italian Philippine

Methanoculleus chikugoensis, AB288270
Methanoculleus marisnigri, CP000562
Methanoculleus bourgensis, HE964772
Methanoculleus palmolei, AB300784
Methanoculleus sp. MHI8A, JMI001000058
Methanoculleus thermophilus, AB300783
93% Methanolacinia paynteri, NZ_KN360941

%" Methanoplanus petrolearius, CP002117

Methanogenium organophilum, AB353222

00
R

94%

= soil soil imi
T o Methanoplanus limicola, CM001436
S 00@®AAA XKIO% 35% Methanomicrobium mobile, NZ_JOMF01000006
E % o e A & YK10% Methanocorpusculum bavaricum, NZ_AUMX01000003
c
2SS O0@OAAA X% Methanocorpusculum labreanum, CPO00559
e -r?, o Methanospirillum psychrodurum, KF153053
o " O000AAA >0% 6 OTU_111, ARB_DF154808 ® A
Methanofollis liminatans, EJG06466
13_; L9 E‘ L%
% B % Methanosphaerula palustris, CP001338
OTU_388, ARB_S8D2FB9A
% % Rice paddy soil, AB301291 OcoceArAa
p=1 - Methanolinea mesophila, AB496719
= £ 37% Methanolinea tarda, AB300466
OTU_402, ARB_F19093A1 OQ00AAA
99% Rice paddy soil, AB301232
Novel species phylotype 4, FR725795
OTU_176, ARB_45680B6E O @ @ A
0OTU_409, ARB_ABEABD60
Rice root methanogen, AM746880
OTU_19, ARB_11035BA7 OO0O®AAA
0TU_483, ARB_19596A6F 8 : ® 2 : :
OTU_86, ARB_9557DC74 .
Rice paddy soil, AB301255
8 Rice root methanogen, AM746855
Methanoregula formicica, CP003167
Methanoregula formicicum SMSP, AB479391
OTU_373, ARB_4550566E O0®AAA
3 Rice paddy soil, AB301278
4 Methanoregula boonei, CP000780
JZ%{_ Candidatus Methanoflorens stordalenmirensis, JGI_ID 2518787382
OTU_491, ARB_3421E329 e A

44%
4

OTU_507, ARB_D2CA4B16

Rice paddy soil, AB301301
Methanocella arvoryzae, AM114193

OTU_168, ARB_FO29EQEE

Methanocella conradii, CP003243
Methanocella paludicola, AB300467

70%; OTU_35, ARB_3DCCOSEB

Rice paddy soil, AB301306
Rice paddy soil, AB301238

OTU_382, ARB_E7849C2B
Rice paddy soil, AJ607423
Methanosaeta concilii, AF313802
OTU_289, ARB_53F7B52D

OTU_393, ARB_7D52C524

0OTU_232, ARB_B2EE8FB
0TU_379, ARB_89464935
Rice root, AM746775

Methanosaeta harundinacea, HQ188223
Methanosaeta pelagica, AB679169
Methanosaeta thermophila, CP000477
—— OTU_406, ARB_E96D19CF

81%.

100%| Methermicoccus shengliensis, NZ_JONQ01000011

Methanosarcinales archeaon, LGFK01000018
Methanosarcina vacuolata, CP009520

0OTU_250, ARB_D4D27FF9
Rice root methanogen, AM746787
Methanosarcina flavescens, LKAZ01000057
Methanosarcina thermophila, AB353225
Methanosarcina barkeri, CP009517
Methanosarcina horonobensis, CP009516
Methanosarcina mazei, AB300781
Methanosarcina spelaei, KJ608060
Methanosarcina lacustris, CP009515
Methanosarcina sp. MTP4, CP009505
Methanosarcina sp. WWM596, CP009503
Methanosarcina baltica, LC015100

39%

Candidatus Methanoperedens sp. BLZ1, LKCM01000102

Candidatus Methanoperedens nitroreducens, JMIY01000002

O®eLAA
OeeLAA
O0e®ALAAA
000AAA

388311

OoceAAA

O0®AAA

Fortsetzung Abbildung 3.25:
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15% ' Methanosarcina spelaei, KJ608060
90%| — Methanosarcina lacustris, CP009515
9_1_9_6_‘: Methanosarcina sp. MTP4, CP009505
%| Methanosarcina sp. WWM596, CP009503
39% Methanosarcina baltica, LC015100
409;L Methanomethylovorans hollandica, CP003362
Methanomethylovorans thermophi[a, AYE72820
BB%{ Methanolobus profundi, AB703629
86%) Methanolobus tindarius, AZAJ01000001
55% Methanolobus zinderi, EU715818
12%| ° Methanolobus psychrophilus, CP003083
00%; Methanosalsum zhilinae, AB353224
4% Methanosalsum zhilinae, CP002101
77% Methanohalophilus mahii, AB353223
100% Methanohalophilus portucalensis, AB908273
85% " Methanohalophilus halophilus, AB703633
22%| h Methanohalophilus levihalophilus, AB889606
92% Methanococcoides alaskense, AB353221
60%| Methanococcoides burtonii, CP000300

46%

97% Methanococcoides methylutens, JRHO01000005
46% Methanohalobium evestigatum, CP002069
57% Methanomassiliicoccus luminyensis, HQ896500
64% OTU_370, ARB_EB061286 Q00 L AA
100% Candidatus Methanomassiliicoccus intestinalis, CP005934
SQ%ledatus Methanoplasma termitum, CP010070
66%| Candidatus Methanomethylophilus alvus, CP004049

99%)| Methanobacterium formicicum, AMPO01000008
42%| ' Methanobacterium palustre, AB542753
3 OTU_87, ARB_AC15967D coe
89% OTU_106, ARB_S55E6F79 o . K |
97%| Rice paddy soil, AB301403
32% Methanobacterium oryzae, AB542752
%) OTU_477, ARB_72A0266A (o]
%/ River floodplains soil, AJ607411
68% — Methanobacterlum lacus, CP002551
37%[ — Methanobacterium a\callphllum AB842183
72%- OTU_375, ARB_A3582269 oe
17% Rice root methanogen, AM746913
Methanobacterium flexile, HM802935
Methanobacterium paludis, CP002772
4% Methanobacterium beijingense, EF465106

AAA
AAA
A A

28%| - OTU_303, ARB_CCSOE24E QA A
94% Methanobacterium petrolearium, AB542744
3L%|j Methanothermus fervidus, CP002278
1,07016{ Methanopyrus kandleri, US7340
46% Methanopyrus kandleri, AE009439
61%~ Methanococcus maripaludis, CPO00609
100%| * Methanococcus vannielii, CP000742
60% Methanococcus voltae, CP002057
93% Methanothermococcus okinawensis, AB353229
99% Methanothermococcus thermolith, AB353226

67% Methanocaldococcus bathoardescens, CP009149
53% -~ Methanocaldocoecus vulcanius, CP001787
75% Methanocaldococcus infernus, CP002009
66%, Methanocaldococcus jannaschii, F64405
80 Methanotorris formicicus, AGJL01000010
Methanotorris igneus, CP002737
75%) OTU_280, ARB_DB3EFAC2 O0O0AAA
61%| Rice paddy soil, AB301398
58%, — Ewverglades soil, DQ662588
54% —————— OTU_400, ARB_B7B17C12 [ ] A
53%, Upland pasture soil, DQ994875
{ Gs%l_Methanobacterlum lacus, CP0O02551
OTU_466, ARB_A35B17D5 Q© AAA
Methanobacterlum espanolae, AB542757
Methanobacterium alcaliphilum, AB842184
48% Methanobacterium formicicum, AIS32958
65% Methanobacterium sp. MB1, HG425166
Methanobacterium formicicum, AMPO01000001
Methanobacterium palustre, AB542760
Methanobacterium kanagiense, AB551870
46% OTU_557, ARB_5A246C47 (0] A
,9.1%': Methanobrevibacter millerae, CP011266
Methanobrevibacter sp. D5, KF214819
Methanobrevibacter oralis, NZ_HG796207
Methanobrevibacter smithii, CP000678
Methanosphaera stadtmanae, AJ584650

Methanothermus fervidus, CP002278

52%| Methanothermaobacter marburgensis, AB842182
~ Methanothermobacter thermautotrophicus, AEO00666

32%

21%,

18%

— 010

Abbildung 325: Phylogenetische Stammbaum deancrA-Gers. Der Anteil einer jeweiligen OTWei den Inkubationen
wurde mit verschiedenefarbiger Umrandung des Symbolsarkiert. Ene rote Umrandungsteht fur tiber 40%,eine gelbe
fur Uber 10%, eine blaue fur tber % und eine schwarze fur 0 bis%ader relativen Haufigkeit der Sequenzebie innere,
starker werdende Schattierung demonstriert die ansteigenden Feuchtigkeitsstufen. Die beiden Reisfeldbdden kénnen

anhand des Symbols unterschieden werdeatie Kreise illustrieren Inkubationedes italienischen und die Dreiecldie des
philippinischen Reisfldbodens.
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Die Verteilung innerhalb defiinf Ordnungenmit den dazugehorigen Familien igber die drei
verschiedenen Feuchtigkeitsstufen in demaren Diagrammen iAbbildung 326 und Abbildung 327
gezeigt.Beilnkubationendes italienischen Reisfeldbodens war€ertreter derMethanoregulaceae
eher beiden feuchten Inkubationen zu finden. Einen relativ grol3en Antachien die OTU 106 und
OTU 3%aus,welche zuMethanobacteriacea@ind Methanosaetacea zahlen, wobei letztere Gruppe
noch etwas trockenere Bedingungen akzepgehhnich trockene Bedingungen akzeptierten auch
Vertreter vonMethanocellaceaenit der OTU 168Unter trockensten Bedingungemar eindeutig die

OTU 250Methanosarcinaceaedie am starksten dominierende Grup@bbildung 326).

Italy

OTU_111 MSE
OTU_303 MBE

OTU_400 mrtA MBT
OTU_507 MPE

OTU_19 MRE

OTU_86 MRE

OTU_379 MSA

OTU_106 MBE

OTU_477 MBE

OTU_375 MBE

OTU_176 MRE
OTU_483 MRE

OTU 232 MSA

OTU_491 MCE
OTU_388 MRE
OTU_393 MSA

OTU_406 MSA

OTU_289 MSA
OTU_370 MME
OTU_168 MCE

OTU_382 MSA
OTU_373 MRE

OTU_402 MRE

OTU_87 MBE OTU_35 MSA
- OTU_466 mrtA MBE
OTU_250 MSL OTU_409 MRE
OTU_557 MBE

OTU_280 mrtA MBE

dry intermediate

Abbildung 326: Verteilung der 30 OTUWbei Inkubationen des italienischen Reisfeldbodenin trockenen (17%),
intermediaren (54%) undfeuchten (100%) SystemenDie Ordnungen und Familien wurden wie folgbgekirzt: MBT
Methanobacteriales MSL Methanosarcinaceae MSA Methanosaetaceae MPE Methanoperedenaceag MBE
Methanobacteriaceae MCE Methanocellaceag MRE Methanoregulaceae MME Methanomassilicoccacege MSE
Methanospirillaceae Je groRRer der Kreis destifter war diese OTU in der Sequenzierung vertreten. Die Vidofigsten
und damit wichtigstenVertreter sind unterstrichen.

Beilnkubationen des philippinischen ReisfeldbodersenVertreter derMethanoregulaceaén allen
Proken zu finden, aber nicht sehr abundant. DMiethanocellaceaavaren hier eher befeuchten
Inkubationen zu finden. Sehr starke Anteildtlea hier Vertreter deMethanosaetaceaenit den OTU
379 und35, welche aber tendenziell eher die feuchten Inkubationen donti@reund unter ganz
trockenen Bedingungen stark amken. Die OTU 250Methanosarcinaceaewar ebenfalls am
starksten unter trockenen Bedingungerzu finden Im Vergleich zu den italienisahe

Bodeninkubationemwar die Intensitat der OTU 258ei deninkubiertenphilippinischen Bodeproben
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aber geringer. Aul3erdenel es noctsiebenweitere OTWnter trockenen Bedingungen, welche aber

einen sehr niedrigen Anteil ausmadeh (Abbildung 7).

Philippine
OTU_557 MBE
OTU_491 MCE we -
OTU 303 MBE — 3, OTU_176 MRE
OTU_483 MRE OTU_111 MSE
OTU 168 MCE OTU_400 MBT
——— OTU 388 MRE
OTU_232 MSA OTU 379 MSA
OTU_393 MSA — Y OTU_402 MRE
OTU_106 MBE OTU_406 MSA
OTU_477 MBE ' ° OTU_35 MSA
OTU_373 MRE OTU 382 MSA
OTU_289 MSA ) OTU_86 MRE
OTU_280 mrtA MB OTU_19 MRE
OTU 250 MSL ° : OTU 370 MME
OTU_87 MBE o OTU_507 MPE
OTU_409 MRE ™4 . OTU_466 mrtA MBE
dry intermediate

Abbildung 327: Verteilung der 29 OTU bei Inkubationen des philippinischen Reisfeldboderin trockenen (40%),
intermediaren (50%) und feuchten (1086) Systemen. Die Ordnungen und Familien wurden ¥akgt abgekirzt: MBT
Methanobacteriales MSL Methanosarcinaceae MSA Methanosaetaceae MPE Methanoperedenaceag MBE
Methanobacteriaceae MCE Methanocellaceag MRE Methanoregulaceag MME Methanomassilicoccacege MSE
Methanospirillaceae Je groR3er der Kreis destifter war diese OTU in der Sequenzierung vertreten. Die sddusfigsten
undvdamitwichtigsten Vertreter sind unterstrichen.
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3.4 Einfluss von Boden auflockernden Bewegungen im

Inkubationsexperiment (technischer Ansatz)

Der Einflusvon Bden auflockernden Bewegungeter drei bewegten Systemégerollt, geschttelt
und magnetisch gertuhrtivurde im Vergleich zu e&n nicht bewegten Kontrolle in dreerschiedenen
Umweltsystemen untersuchtledesbewege System zeigteabeieinen negativen Einfluss zur nicht
bewegten Kontrolle des jeweiligen Umweltsystems. Digefclen unterschieden sich je nach der Art

der Bewegung verschieden stark

3.4.1 Allgemein e Bodenparameter in drei Umweltsystemen

Bestimmt wurde der Gesamtstickstgftsesamtkohlenstoffund Gesamtwasserstogehaltin den drei
unbehandelterlUmweltsystemerFaulschlamm Flusssedimenund Reisfeldbodenprobeffbbildung

3.28). In einer weiteren Messung wurden die Proben mit eindi 3alzsaureldsungngesauertum

UbermaRiges Carbonat zu entfernen. In denlsehlamm Proben waren etwa% anorganischer
Kohlensoff, wie Carbonat, vorhanden. InReisfeldboden undim Flussediment war die
Carbonatnenge geringund zeigte kaum eine Reduktion der KohlenstoffmenBer Faulschlamm
zeigte mit 2%% den hdchsten Anteil an Gesamtkohlenstoff. Der Reisfeldboden zeigan

Gesamtkohlenstoffanteil von circa4 und das Flusssediment etwas untébl

Soil characteristics

25 =
20 1
15
10
£
= =
24
E .
= !
2
ey
N [%] C[%] H [%]
B Sewage sludge acid Sewage sluge

M Rice field soil acid M Rice field soil
River sediment acid M River sediment

Abbildung 328: Allgemeine Bodenparameter (C, H und N) der drei Umweltsystemen: Faulschlarsgwdge sludge),
Reisfeldbodenf(ce field soil)Jund Flusssedimentr{ver sediment). Die angesauerten (acid) Probesindim Vergleich zu den
unbehandelten Proberimmer nebeneinander dargestellt. Die-Achse zeigt den Anteil in 9Rie Fehlerbalkerstellen die
Standardfehler der Mittelwerte dar(n = 3)
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De Faulschlamm hatte mit o Stickstoff und 5% Wasserstoffanteil ebenfalls die hochsten Werte, im
Reisfeldboden und Flusssediméen der Stickstoffanteil bei 0,% und der Wasserstoffanteil ebenfalls

unter 1%.

3.4.2 pH-Wert-Anderungen der drei Inkubations systeme durch unterschiedliche
Bewegung

Die Bestimmung des pHVertes erfolgte am Ende der Inkubatgperiodenach 45 Tage(Abbildung
3.29). Die gerollten geschuttelten und nicht bewegten Inkubationen zeigten eineA/étt-Bereich
von 7,1 bis 7,6. DipHWerte der magnetisch gerihrten Inkubatieproben waren im Vergleich zu
deren derandereninkubatiorsproken héher (pH 7,8im FaulschlammpH 9,7 im Reisfeldboden und

pH9,4 im Flusssediment

12 p
10
58
= = = I I
4
rolling shaking  stirring control

Sewage sludge m Rice soil mRiver sediment

Abbildung 329: pH-Werte am Ende der Inkubatiosperiode nach 45 Tageder drei Umweltsystemen: Faulschlamm
(sewage sludge), Reisfeldbodende field soil) Flusssedimentrfver sediment). Die bewegten Inkubatiorsprobeng gerollt
(rolling), geschittelt (shaking) und magnetisch gerihrt (stirring) im Vergleich zur nicht bewegten Kontrgpitoben
(control). Die Fehlerbalkerstellen die Standardfehler der Mittelwerte dagn = 3)

3.4.3 Einfluss der Bewegung auf die Methanproduktion bei den Inkubation sproben des
Faulschlamm s

Die Acetat und Propionaktonzentrationen und dieKohlenstoffisotopensignatuim Acetat in den
Faukchlammprobersind inAbbildung 330 dargestellt.Bereits in dem nicht inkubierten Faulschlamm
waren die Acetatkonzentration mit 15 mM und die Propionatkonzentration mit 25 mM relativ hoch.
Die Acetatwerteerhdhten sich auf bigu 2@;35 mM. Die Propionatwerte blieben mehr oder weniger
konstant am Endpunlder Inkubation(nach 45 Tagenpie Kohlenstoffsotopensignatuim Endsignal
wurde schwererim Vergleich zunn situ-Signalnicht nkubiertes WasseFaulschlammgemisch) Es ist
auch erwdhnenswertdassdie HPL&hromatogrammeder inkubierten Faulschlamrmroben viele

zusatzliche Pealaifwiesn, welchenicht denverwendeten Standards zugeordnet werden kormte
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Abbildung 330: Acetat und Propionakonzentrationen und die Kohlenstoffisotopensignaturim Acetat in den
Faukchlammproben gewage sludgk Dargestelltsindauf der xAchsedie In situ-Fauschlammproben(nicht inkubiert), die

bewegten Inkubatiorsproben ¢ gerollt (rolling), geschiittelt (shaking) und magnetisch geriihrt (stirring)und die nicht

bewegte inkubierte Kontrollproben (control) (Endpunkt der Inkubation nach 45 TagenDie linke yAchse gibt die
Fettsédurekonzentration in mM an und die rechteAchse dieKohlenstoffisobpensignatur(t 3G Symbol). Die Fehlerbalken

stellen die Standardfehler der Mittelwerte dagn = 3)

Abbildung 331 zeigt dieGaskonzentrationen und derefohlenstoffisotopensignatiy’ / | j  dzy R [/ hii
in den FaulschlamminkubationenDie Inkubationen zeigten mit steigendef [ -Produktion
(Maximalwert von 480 M2 € Jeuyov SAYySY AYY SN schiwardté] SNBy
Y2KESyad27FTFAazi2:LIS vwas Achgh jediheBeyi Anteib won acetiklastischer
Methanogenese andeuteDie friihen Signale deKohlenstoffisotopensignatuk 23Q) A Ywarenlim
Vergleichzum Endein ihrem Anteil starkethydrogenotrophgepragt. I8 K |1 O K ®riodbiktion | j

wurde im geriihrten Faulsainm beobachtet, gefolgt vodernichtbewegtenKontrollinkubation 450

uy 2 £ @ folgteh diegeschittelen und gerollten Faulghlamminkubationen 401 und 415umol

3 é § b ® -Kbrizatration erreichtahnlicheEndwerte von circa390 pmol g& in allenInkubationen

mit einerKohlenstoffisotopensignaturonb20Q': .
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Abbildung 331: Gaskonzentrationen und deren Kohlenstoffisotopensignatur iY’ [ 1] dzy R / hi

Faulschlamnmkubationen (sewage sludgg Dargestellt sind die Mitelwerte der bewegten Inkubationsproben¢ gerollt
(rolling), geschiittelt (shaking), magnetisch gerihrt (stirring)und die nicht bewegt@ Kontrollproben (control) Gber die
Zeit. Die Fehlerbalkerstellen die Standardfehler der Mittelwerte dafn = 3) EinGramm Boden bezieht sich auf das
Trockengewicht.

3.4.4 Einfluss der Bewegung auf die Methanproduktion bei den Inkubation sproben des
Reisfeldboden s

Die Konzentrationen von mdglichen kukettigen Fettsauren, wie Acetat und Propionat, waren im
Reisfeldboden oft sehr niedrignd auch in mancheffrallenunter der NachweisgrenzgAbbildung
3.32). In denln situ-Reisfeldhodenprobenkonnte knapp 0,2 mM Acetat gefunden werden und kein
Propionat.In den bewegten Systemen mit der Ralhd Riihrbehandlundgonnten ahnliche hohe
Acetatmengen gefunden werdenin der gerollten Inkubationkonnte sogar etwas Propionat
nachgeviesen werden. Die Acetatkonzentration inden geshitteten und nicht bewegten
Inkubationen war sehr niedrig Die Kohlenstoffsotopensignatur in der Ausgangsprobbl@:: )
verénderte sich nicht belenbewegen Inkubationen, nur bei der nicht bewegten Kailinkubation

wurde eine Kohlenstofbtopensignatur von circe35: gemessen.
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Abbildung 332: Acetat- und Propionakonzentrationen und ceren Kohlenstoffisotopensignatuin denReisfelgroben (ice

soil). Dargestellt sincauf der xAchse de In situ-Reisfelgproben (nicht inkubiert), die bewegten Inkubatiorsprobeng gerollt

(rolling), ge<huttelt (shaking) und magnetisch gerihrt (stirring) und die nicht bewegteinkubierte Kontrollproben
(control) (Endpunktder Inkubationnach 45 TagenDie linke yAchse gibt die Fettsédurekonzentration in mM an und die
rechte yAchse die Kohlenstoffisotopensignatur (1 3G Symbol). Die Fehlerbalkenstellen die Standardfehler der
Mittelwerte dar (n = 3)

Abbildung 3331 S A 3 (i -dRAFS -Kdréptrationen und dereKohlenstoffisotopensignattin den
ReisfeldbodeninkubationemieK | O K & (-oyizentratipenerreichien mit11,2und 13,% Y2 3Je y
die nidt bewege Kontrolle und die gerihrtdnkubatiorsprobe Das Schitteln und Ruhrerer
inkubierten Prolen resultierte in einer ahnlich nikigen Endlonzentrationmit 8,3x Y2 f Dideée uy &
Signale der Kohlenstoffisotopensignatur(i 13Q0 AY wdrenjin ihrem Anteil tendenziell
hydrogenotrophgepragt mitb57 bisb48 : dDie/ h-Endkonzentratiorerreichterund 15k Y 2 fbeid e y
allen Behandlungeraul3er Rihrenhier konnte eine Endkonzentration vdi,3x Y 2 f errdicéhty
werden Die Isotopensignatuk Y Zelgtein den gerthrten Inkubationejgedochkeine Veranderung

gegeniber den anderen Inkubationen.
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Abbildung 333 Gaskonzentrationen und deren Kohlenstoffisotopensignatur im /| j dzy R / hi AY

Reisfeldbodeninkubatiosproben (ricefield soil). Dargestellt sind @ Mittelwerte der Inkubationsprobeng gerolit (rolling),
ge<hittelt (shaking), magnetisch gerthrt (stirring)und die nicht bewegteankubierte Kontrollproben(control), Giber die
Zeit. Die Fehlerbalkerstellen die Standardéhler der Mittelwerte dar (n = 3) Ein Gramm Boden bezieht sich auf das
Trockengewicht.

3.4.5 Einfluss der Bewegung auf die Methanproduktion bei den Inkubation sproben des
Flusssediment s

Die Acetat und Propionatonzentrationen und dieKohlenstoffisotopensignatuim Acetat in den
Flusssedimentinkubati@proben sind in Abbildung 334 dargestellt. In den Flussedimentproben
zeigte die magnetisch gerthrte Inkubatgprobe den deutlichstenUnterschied zu den anderen
bewegten Systemerhier waren grol3édcetat und Propionatrengen zu erkennerDie Kontrollprobe
sowie dasRollen und Schitteln der Inkubationen konntenirle &hnlich hohen Acetatund
Propionatkonzentrationen hervorrufen. Dscetat und Propionatkonzentrationemwaren unter 1%
oder lagensogar unter der Nachweaisenze.Die Kohlenstoffisotopensignatulag inder gertihrten
Inkubation bei £19': ® L yAudgé&hgsproben, den gerollten, den geschiittelten und den nicht
bewegten Inkubatioaproben zeigte diKohlenstoffisotopensignatum Acetatskeinen klaren Trend

siebliebmehr oder weniger stabbeib28 bisb24': @
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Abbildung 334: Acetat und Propionakonzentrationen und dren Kohlenstoffisotopensignatur in  den

Flusssedimengroben (iver sedimen). Dargestelltsind auf der xAchsedie In situ-Flusssedimerroben (nicht inkubiert),

die bewegten Inkubatiorsprobeng gerollt (rolling), geshiittelt (shaking) und magnetisch geriihrt (stirring)und die nicht
bewegte inkubierte Kontrollproben (control) (Endpunkt der Inkubation nach 45 TagenDie linke yAchse gibt die
Fettsédurekonzentration in mM an und die rechteAchse dieKohlenstoffisotopensignaturt 3G S/mbol). Die Fehlerbalken
stellen die Standardfehler der Mittelwerte dam(= 3)

5AS YI E A-KonZerfratioh érjeichte in der statischen Kontroll85 x Y 2 f mil éiner
Kohlenstoffisotopensignatuit 300 A Y /b35]: dB& Beyibewegen Inkubationen erreichtedie
geschuttelen und geroliten Proken 29 umol @& und bei geriihrten Bedingungenerreichten sie

8,4 umol ¢g& (Abbildung 335). DieKohlenstoffisotopensignatug 30 AY /|1 j @2y RSy 38§
geschuttelten Inkubationen zeigten nti65: &ahnliche Werte wie in der statischen Kontrolle, die
geriihrten Inkubationen egten deutlich hydrogenotrophere Signale mi72': . 5A S -/ hi
Konzentrationen erreichte@1 bis24 x Y 2 f in d&léninkubationenaul3erbei den geiihrten. Hier

wurde CQ@ verbraucht von anfangs 6,fmol3 éuy | dzZF SAYy Sy ufof BgBidNII @2y
Isotopensig’ I G dzNJ AY [/ hi AY R SpyoberdZ2ibtd & eBayiderung Vaadizd aufl A 2 v
b21': ISASYNOSNI RSYy | ¥R SURRY 0@bbildamBE.A 2y Sy o
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Abbildung 335 Gaskonzentrationen und deren Kohlenstoffisotopensignatur iY [ 1] dzy R / hi AY

Flusssedimentinkubatiosproben (river sedimen). Dargestelltsind de Mittelwerte der bewegten Inkubationsproben ¢
gerollt (rolling), geschittelt (shaking), magnetisch gerihrt (stirring) und die nicht bewegé inkubierte Kontrollproben
(control) uber die ZeitDie Fehlerbalkerstellen die Standardfehler der Mittelwerte dafn = 3) Ein Gramm Boden bezieht
sich auf das Trockengewicht.
3.4.6 Mikrobielle Diversitdt des archaeellen 16S-rRNA-Gens
In denverwendeten Umweltsystememwurde die TRFLAViethode angewandt, undie archaeellen
Gemeinscha#in der nicht bewegten Inkubatiosproben miteinander zu vergleichem\pbildung 336).
AuRerdem wurde die Gemeinschaft im Reisfeldboden anhand der Ausgaagsnensetzung und der
bewegten Inkubation (Rihren) mit der statischen Kontrollinkubation verglicAdabildung 337).
Verwendet wurden fur die-RFLP devorwartsmarkierte Primer 1G&am] und derRickwartprimer
934r (Tabelle 2.10). Die mikrobielle Diversitaen innerhalb des Reisfeldbodens (selbe
Ursprungsregion) wan sehr ahnlich zueinandeauch wenn die Bodenproben von verschiedenen
Beprobungzeitpunktenverglichen wurdenDer Faulschlamm und die Fégedimente zeigten emn
sehr vershiedene Zusammensetzung der Lebensgemeinschaftanvergleich zum Reisfeldboden
(Abbildung 336). Auffallig bei dem Faulschlamm war die Dominanz von nur ein®F T
(Methanosarcinacede Insgesamt zeigte der Faulschlamm 7 verschiedene und diesdtlimsnte 13
verschiedene -RF, wahrend im inkubierten Reisfeldboden 26 verschiedereFTgefunden werden
konnten.
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Gemeinschaft der Archeen in den
Umweltsystemen nach der Inkubation
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Abbildung 336: Gemeinschaft delArchaeenam Ende des Inkubationsexperimentgach 45 Tageminter nicht bewegten
Bedingungenin den drei Umweltsystemen (Faulschlamm, Flusssediment und Reisfeldbodeblie FRF sind in 29
verschiedene mdogliche Gruppen aufgennt und anhand der verschiedenen Farben rdgeweiligen Umweltsysteme
dargestellt. Fir jeés Umweltsystem wurde nur eine Probe analysieder dargestellt (Fir eine Zuordnung der-RF siehe

Tabelle 216).

FUr eine Zuordnung der gefunden&mRF konneranhand von einer ®stierenden Klonbibliothelus

der Literaturund der Vorhersage von Schnittstellen aus Reinkulturen eirlRE Zugeordnet werden

(Tabelle 216). In der Ausgangsprobe waren es im Reisfeldboden bereits 16 verschig@eAuch die

bewegten Inkubationen (16-RF) blieben &hnlich divers, auch wenn hier kleineRFHicht etabliert

waren im Vergleich zur statischen Inkubation (2B8H) Abbildung 337).
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bewegten System
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Abbildung 337: Gemeinschaft der Archaeen im statischen ubdwegten (magnetisch geriihrten) System darkubierten
Reisfeldbodenprolen (RS) im Vergleicham Ende des Inkubationsexperiments nach 45 Tag@nalysiert wurde die
Gemeinschaft einmal je Inkubation, milusnahme fir de ungestdrte Inkubation Hier wurde eine Doppelbestimmung
durchgefiihrt. (Fir eine Zuordnung der-RF sieh&abelle 216).
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In allen Umgebungen miissen mikrobielle Gemeinschaiisterungn von Umweltbedingungen und
die damit verbundenen Stressfaktoren toleriene und sich dementsprechend anpassen. Die
Stressfaktoren konnenunregelmafig oder regelmaRigwiederkehren oder nahezu dauerhaft
vorherrschen(Martin und Allgaier 2011)Je nach Stérungsintensitat kann Stress zu einem Vorteil fur
bestimmte Arten fihren,ndmlich fur diestressresistentera, die sichnicht vonkonkurenzstarke
Arten verdrangn lasen (Hunkeler ua. 2006) Es atsteht eineKoexisenz Hauptsressfaktoren vie
z.B.extreme TemperaturschwankungererschiedengHWert-BereicheanhaltendeTrockenphasen
und hohe Salzkonzentrationewurden bereits fir verschiedenste mdbielle Gemeinschaén
untersucht(Galinski und Triper 24; Storz und Henggronis 2000; Beales 200Brioukhanov und
Netrusov 2007 Perreault ua. 2007; Vriezen @. 2007; Oren 2011; Yuanai.2011; Hao wa. 2012;
Kato u.a. 2014)

Im Mittelpunkt dieser Dissertation steht die Anderung der Aktivitat undler Diversitat der
methanogenen Lebensgemeinschaften unter andauernden Stressbedingubggim wurde in dieser
Arbeit der Einfluss verschieder@asserverfiigbarkedin und von verschiedem®odenauflockernden

Bewegungemenauer untersucht

4.1 Einfluss verschiedener  Wasserverfugbarkeiten im

Inkubationsexperiment

Die mikrobielle Gemeinschaftim Reisfeldloden ist angepasst an geflutete und permanent
sauerstofffreieZustande aber unter Austrocknung unoki zunehmende Beliftung nuss sie sich an
dieseneuenBedingungen, diStressfaktoremarstellen,anpasserf Griffiths 2003Vriezen ua. 2007.
Uber die methanogene Gemeinschaft uderen Aktivitat unterTrockengress existierennur wenige
Studien(Li u.a. 2002; Ma und Lu 2011; Andersorau2012;Ma u.a. 2012;Ma u.a. 2013;Wagner
u.a. 2013; Ye wa. 2013) Im Hinblick auf di¢ | -Produktionkonnte in Studien gezeigt werden, sta
die Austrocknung oder eine kurze Trockenperiode die Methanemission in Reisfeldern red(ldier
u.a. 2002; Ma undLu 2011) Reisfelder kénnen als gutes Maldystemdafiir dienen die mikrobielle

Okologie der anaeroben Nahrungskette besser zu verstehen.

Als Ergebnisse demekannten Studien Uber Austrocknung und Wiederbefeuchturgnn
zusammengefasst werdedass Methanogene trockendedingungen sehr gut tolerierdddonnen(Li
u.a. 2002; Ma und Lu 201Anderson ua. 2012Ma u.a. 2012; Ma ua. 2013 Wagner ua. 2013; Ye
u.a. 2013. Dennoch wurén in Kkeiner dieser Studien die gezielte Astrocknung oder

Wiedebefeuchtungund deren Aiswirkungen auf i@ methanogene Gemeinschaft untersuctie
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Leistungsfahigkeit und dgenutzten Produktionswege der Methanogenen unterscheidenjsitich
gegebenfall je nach Feuchtigkeitsstufe, sodasieh unter besonders trockenen Bedingungen die
Zusammensetzung der Gemeinschaft oder zumindest die AktivikgerdGemeinschafverdnden.

Darum sollte mit der vorliegenden Studie untersucht werdenwie sich die verschiedenen
Feuchtigkeitsstufen auf die Zusammensetzung und die Aktivitdt der methanogenen Gemeinschaft

auswirken.

4.1.1 Methanogenes Potential

Die wichtigsten Erkenntnisse ed vorliegenden Studie waren, dassein Ansteigen der
Wasserverfugbarkeit unélethanogenesepositiv mikeinander korrelieen. Fir die/ | -Produktion
wurdencA Y DS 3 Sy &-Priduktidngletias/hbhiere Feuchtigkeitsstufern40 %) benétigt Die

/ h-EEmission stieg bereits bei niedrigster Wiederbefeuchtung(>17%) des Bodens an.
Kahlenstoffdioxidentstehtals Abbauprodukbei den meistermikrobiologische Abbaupzesser{(Soni

2007) Dabei fungiert CDals Substrat fir die hydrogenotrophe Methanogenebe.Boden , die
methanogene Archaeen enthaltewjrdCH | dzZa 3SKSy R @2y RSyH @WSCGORSY | I o
(zu einem Anteil von 3%) oder Acetat (zu einemnteil von 66 %) gebildet(Conrad 1999; Fey a.

2004) Generell verhielten sichin der vorliegenden Studie im Inkubationsexperimengide
Reisfeldbdden ahnlich, trotz der sehr unterschiedlichen Bodenparam8tewar beispielsweiseied
maximale Wasserhaltekapazitat in dem lehmigen philippinischen Reisfeldboden etwa doppelt so hoch

wie imsandigeritalienischen Reisfeldboden.

Die Eigenschaften des italienisameReisfeldbodes und auch die mikrobielle Gemeinscham
vollkommen gefluteterReisfeldboén sind bereits beschrieben waen (Ratering und Conrad 1998;
Fey ua. 2004; Conrad und Claus 2005; Conraal 2012; Pum und Conrac®014). Auch der zweite
Reisfeldbodender philippinischekonnte bereits in friheren StudiefiKraus ua. 2014; Weller wa.
2014)hinsichtlich seineEigenschaften untersucht ween und spidl auch bei der Etablierung von
neuen alternativen Bewsserungsmethoden eine wichtige Rofambani ua. 1990; Rejesus &.
2011) Die Bodenparameter, wie. B.die organische Kohlenstofienge waren in diesem Boderecht
stabil und konnten in anderen Studien ebenfats oder so &hnliclermittelt werden (Breidenbah
2015) Tendenziellkonnte aber im philippinischem Reisfeldbodemnerhalb der letzten zwei
Jahrzehnteein Anstieg der organische Kohlenstoffmenge g% aufl,8% verzeichnewerden

(Kraus ua. 2014)

Fur die Wasseraufnahme ureerfiigbarkeitsind andereEigenschaften wie. B.die Porositat unddie
Bodenstruktur entscheidend. Agriund der variierenden Bodenaunind -struktur (Pump 2013; Kraus

u.a. 2014; Breidenbach 2018gr beiden untersuchten Reisfeldb6den war es zu erwarten, dass
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bedingt durchdie maximale Wasserhaltekapazitat, die Bodendictiie Bodenpartikelithte und die
Porositatzu unterschiedliche Ergebniss®mmmt. Das Wasserpotentialyelchesdie Biowerfugbarkeit

von Wassein einem Systencharakterisiert steht in direktem Zusammenhang zum Porensystees
Bodens(Schroeder 1992Die Vertdung von feinen und ittelgrof3en Poren fiihrt dazwass Wasser
sehr gut am Bode haftet Mit zunehmender Anzahl an grol3en Poren sinkt die Haftung und das
Uberschussige Wasséiuft, bedingtdurch die Gravitationskraft ab (Schroeder 1992)Dies ist die
Erklarung dafir, dass der lehmigphilippinische Reisfeldboden eine doppelt so hohe maximale
Wasserhaltekapazitat zeigtewie der sandige italienische ReisfeldbodenEine hohe
Wasserhaltekaazitat konntesomit die Anzahl an anaeroben Mikrohabitaten férdern und so bessere
Bedingungn fir methanogene Abbauprozesse schaff@®ei einer Wiederbefeuchtuniefindet sich
das Wasser niichstin den grof3en und mittelgro3en Rm und gelangt unter Umstéen nicht mehr

in die feinen Poremnd flie3t schliellich ab. So lasst sich airedrigere Wasserverfligbarkeit in den

feinenPorenerkléaren

Entscheidendfur die metabolische Aktivitat der methanogenen Archaasnaber nicht nur die
Wasserverfluigbarkeit sondern die Verfligbarkeit von Saaten im Boden welche uber den
anaeroben Abbau von organischem Material gewonnererden. Wahrend speziell die
hydrogenotrophen Methanogenen gasférmige Substrateitzen sind die acetiklastischen
Methanogene und die fermentierenden Organismen zumeist auf geldste Substrate angewiesen und
kénnten daher indirekt abhangig von der Wasserverfiigbarkeit driminer Studie vorRaich und
Tufekciogul(2000) konnte die produzierte Kohlenstoffdioxidmenge von einem Bodariieren je

nachdem mit welcher Pflanzengemeinschadtherrschte.

Auch kanrsichdie Qualitat der verfigbaren Kohlenstoffverbindungen in den verschiedenen Bdden
unterscheidenReeves 1997per philippinische Refieldboden war mit B %um ein Drittel reicher an
Kohlenstoffals der italienische Reisfeldbodéh,2%) Die maximaleGesam¥/ h-Produktionbetrug
35,1 umol gtim inkubiertenphilippiniscren Boderproben und 204 umol g* beiden Inkubationen des
italienischen Bodes Dies lasst dauf schliel3en, dass die erhdhtelfenstoffmenge auch in héheren
Malen umgesetzt werden konnt@abelle 3) und eventwell die umgesetzteSubstramenge im
philippinischen Reisfeldbodeniberwog. Die um das Doppelte erhéhte Methanogeneseim
philippinischen Reisfeldenverglichen mit dem italienischen Reisfetitlen, kbnnte auch auf eine
hohere Qualitdt der vorliegenden Kohlenstoffverbindungen hinweisen. Inwiefern die
Substratverfugbarkeit limitierend war, konntedurch eine Substratzugabe irzukinftigen
Inkubationsexperimentemgetestet werden. Drch die Analys@les organisch verfligbaren Materials
mithilfe eineshochaufléenden Massenspektrometetgdnnten Informationen tber die Komplexitat

der Vorlaufermolekile gewonnen werden, welche durch Abbau zu méglichen Substraten gespalten
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werden. Das die Substratualitit einen Einfluss auf die | -jdzy’ R -Hmrissionzeigen kannwurde
bereits in anderen methanogenen Umwelten, wie den tropischen Moorlandschaften, untersucht
(HoyosSantillan ua. 2016) Hier konnteflr den anaeroben Abbagezeigt werdendass in der
obersten Schichdlie hdchde Verfugbarkeiain Polysaccharidegegeben istPoterzell konntendort in

dieser Schichtinter anaeroben Inkubationedie groRtery |-dzy’ R -Mehgenproduziert werden

51 a Y I E A Potentfl wurde j bei einen véllig geflutetem Reisfeldboden erreicht Die
italienischen Reisfefifoben zeigen eine Rate vonO0,2pumol g! d?! und die philippinischen
Reisfelghroben zeigten eine Rate vod,4umol gt d?. Fir denitalienischen Reisfeldboden wurdém
anderen Studierschon &nliche Raten(0,2¢0,5umol g* d?') publiziert (Ratering und Conrad 1998;
Ramakrishnan wa. 20; Wu u.a. 2002; Yuan w@. 2014) Fir den philippinischen Reisfeldboden
konnten in einer Studie vonRamakrishnanund Kollegen Z001) verschiedeneRaten fur die
verschiedenen Regionerbeobachtet werda: 0,4umol (Luisiana) 0,47umol (Gapan) und
3,08 umol ¢ d* (Pilg. Diese Werte stimmen groRtenteils mit denen in dieser Arbeit fir den
philippinischen Reisboden ermittelten Raten Uber&n S -Pfotiuktionsraten zeigten bei niedrigen
Feuchtigkeitsstufen bis 3% Wassergehalt, prozentual zur maximalen Wasserhaltekapazitéigtaanl
Werte. Erst bei hdheren Wasserverfligbarkeiten stiegenGieProduktionsraten in deinkubierten
philippinischen Bodenpram an im Vergleich zu den italienischen Bodeninkubatiomges deutet
darauf hindass die Verfligbarkeit von Wasser eirEinfussauf denUmsatz va organischen Material

hat und somit direkt oder indirekt auch auf die Methanogenese.

Durch eine Normalisierung der Gesamtgaskonzentraties/ h i  dzy R geeh dlie maximalen
Produktionen Abbildung 34, Abbildung 38) konnte der Anstiedpeider Gasein Abhangigkeit von der
Wasserverfluigbarkeitmiteinander verglichen werden. Hierbeiurde fur/ h bereits ein Anstieg ab
17 % Wassergehalieobachtet wahrend der Anstiedes Clderstiber einem Wassergehalt veid %
erfolgte. Es ware also moglich dass die methanogene Gemeinschaft direkt von der
Wasserverfligbarkeit betroffen ist. Inwiefern das gebildete Substrat fur die methanogene
Gemeinschaft limitierend war, wurde fir hydrogenotrophe und methylotropfethanogenenicht
untersucht. Prinzipiell wéare es auch denkbar, dass der anaerobe Alid®uniedrigen
Wasserverfugbarkeiten in abgeanderter Form ablauft und ebenfalls andere funktionelle Gruppen des
anaeroben Abbaus betroffen sind. Da aber bereits in sehr trockenen Inkubationera€ligewiesen
wurde, spricht dies fir eimezumindest teilweis@blaufendenanaeroben Abbausenerell ist Gber die
anaerobe mikrobielle Gemeinsch#itBezug auflie Wasserverfiigbarkeit wenig bekanes existieren
aber Studien Ubemerobe mikrobielle Gemeinschafterin einer $udie von Griffiths und Kollegen
(2003) konnte gezeigt werden, da die bakterielle Gemeinschaft in einem Grasbodesistent

gegenluber Astrocknung und Wiederbefeuchung war. Zwar konnte auch hier mit zunehmender
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Austrocknung eine Abnahme d&ubstratumsatzs gezeigt werden, aber mitViederbefeuchtung
konnten die physiologischen Funktionen wiederhergestellt wer@@nffiths u.a. 2003) In einer
anderen Studie mitinem Forschungsbwerpunktin Hinblick auf dienethanotrophe Gemeinschaft
konnte dieAktivitat der Bakteriernach einerAustrocknung und anschliel3enderiderbefeuchtung

nicht wieder hergestellt werde(&chnell und King 199@)urch Austrocknungsexperimente wuraleo
schnell klar, dass die methanotrophe Aktivitat sehr schnell durch steigende Austrocknung inaktiviert
wird (Jackel ua. 2001)

Interessant wardass der philippinische Reisfeldboden nach der initialeh-Produktionetwas langer
eine verlangsamté | -Produktionzeigte (bis Tag 2Wahrend im Vergleichaku de/ | -Produktion
in Inkubationen des italieniselm Reisfeldbodesischon frihemgleichmaRigeanstieg(ab Tag 14Eine
Moglichkeit fur die verlangsamte | -Produktionin der Anfangsphase kdnntée Verflgbarkeit von

alternativen Elektronenakzeptorenie z.B. Eisen(lll) sein.

Die Gesamtmenge an Eisen war im philippinischen Reisfeldbetiesm doppelt so hochwie im
italienischen ReisfeldbodenTdbelle 41). Stabile methanogene Bedingungen sind ersinter
sauerstofffreien Bedingungearreicht, wenn Nitrat, Eisen(lll) und Sulfat komplett zu Nitrit, Eisen (ll)
und Schwefelwasserstoféduziert wurdenund somitein negativesRedoxpotentiabegebenist (Yao
u.a. 1999; Conrad und Frenzel 200@jglicherweise kbnnemiden relativ trockenen Bodenproben

nochalternative Elektronenakzeptoren vorhandsein

Bereits inmehreren Studien konnte diese initiale | -Produktionbeobachte werden (Achtnich ua.
1995; Roy ua. 1997; Yao und Conrad 1999 startete die Methanogenese anfangsapllel zur
Reduktion von Sulfat, Nitrat und Eis@H), erst spateraber ging sién die exponentielle Phase Uber.
Vermutet werden kan, dass zu Beginir die Initierung der Methanogenese geniigend
Elektronendonoren zur Verfligung standdbie initiale Methanogenese stopptevenn die Gibbs
Energie einen Wert von ib&t ¢ 1 W Y 2 {Yaawund CieFaal 1989 nschlieRendtoppte die
Methanogenese durcldie Verflugbarkeit vorNitrat, Eisen (lll) und Sulfaind startete erst wieder
wenn die alternativen El¢étonenakzeptoren in ihrer reduzierten Form vorlag®iese initiale/ 1 -]
Produktionwurde in Boden mit einer hohen methanogenen Populationsgrof3e beobatYiéet und
Conrad 1999) Die rasante Methanogenese wird auRerdem durch téderstandsfahigkeitder
methanogenen Gemeinschafiegeniiber Austrocknungoegunstigt(Mayer und Conrad 1990; Fetzer
u.a. 1993; Joulian w. 1996; Ueki wa. 1997) Beide Faktoren treffen anscheinend auahter
Bedingungen mihiedrigen Wasserverfugbarkeiten zu, da beréigsniedrigstenFeuchtigkeitsgraen
die / | -Produktion und die Zahl dermcrATranskripte ansteigerfAbbildung 33, Abbildung 37,
Abbildung 319, Abbildung 320).
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Auch gibtes Studien Uber eine moglichgndrophe Beziehung einigdlethanogenen Methanosaeta
harundinace,Methanosarcinabarkeri) mit einigenGeobacterArten (Rotaru ua. 2014; Tang .
2016) Vermutet werden kam, dass moglicherweiseder Elektronentransfer tber Pili eine wichtige
Rolle furdie/ |-Produktion spielen kannRotaru ua. 2014) In eing anderen Studiedervon Tang
und Kollegen2016) wird vermutet, dass G. sulfurreducendie initiale Methanogenesalurch das
Absenken de&kedoxpotentiad begiinstigt Diese Mdglichkeit der syntrophen Beziehumgre in der
initialen Phase durchaus ei@klarung Dafiir spricht dass das sotopensignal in trockenerelroben

sehr schnell acétlastisch wird.

Tabelle 41 Bodentyp, pHWert und Gesamteisen im italienischen und philippinischen Reisfeldboden

il
variable S0 pH Feax 0 x Y 2 ¢ Reference
type
. sandy
italian rice 554
. ) loamy 5.8 Pump (2013)
field soil silt: Uls (39438ppmv)
philippine high . .
fice field  clav silt 6.3 1420 Breidenbach (2015),B: Breidenbach
ysit, 9. (66116 ppmv*) (personal communicatigr27.02.2014)

soil ut4

Es konnte mit den gezeigteredsuchen nicht erklart werdemwieweitunter trockenen Bedingungen
die alternativen Elektmenakzeptoren eine Rolle spel Dies sollte in Zukunft noch weiter untersucht
werden. Anzunehmen ist abetass, sobald Methanogenese aus kompetitiven Substraten wie Acetat

oder CQ und H stattfand, die alternativen Elektronenakzeptordrereits reduziert vorlagen

Es existiertaber auchdie Mdglichkeit dass/ | @us nicht kompetitiven Substraten wie Methanol,
Methylaminen und Methylsulfiden gebildetisd. Eventuell werden idseSubstratebevoraigt bei der
initialen CH-Produktiongenutztoder kbnntenbesonderainter ungunstigen Bedingungeron Vorteil
sein Unteroptimalen Bedingungearfolgtdie/ I -fProduktionhauptsachlictausAcetat oderCQ und

Hi (Penger 2012und nur 5 bis 106 werden aus nicht kompetitiven Substratenwie Methanol,
Methylaminen und Methyls@iden gewonner(Winfrey u.a. 1977; Lovley und Klug 1983; Nusslein und
Conrad 2000; Singh a. 2005; Jiang &. 2009) Methanolentsteht beimanaeroben Abbawuon Pektin
und Lignin und Methylaminewerden aus Glycinbetain, Cholinen, Trimethylaminen und
Stickstoffoxidengebildet (Kleber ua. 1977; Fibig und Gottschalk 1983; Caponed Kiene 1988;
Galbally und Kirstine 2002; Kolb 2009jiese Substrat&konnen nicht vonanderen @aaeroben
Mikroorganismengenutzt werden aber methylotrophe Methanogenekdnnen daraus auch bei
Vorhandenseinalternativer Elektronenakzeptore®@l j bilden. In einzelnen Studien wurde auch
beschrieben dass quartare Amine wie Cholin und Glycinbetain als dieekBubstragé von
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Methanogene verwendet werdenkdnnen (Watkins ul @ H A MH T 4. 2004; WRiRs2M. dzd
2014)

In sehr speziellen Fallen konnen gerinhge-Mengenals Nebenprodukt entstehen, wieR. kei einigen
Clostriden, welche auf EMethionin wachsen(Rimbault ua. 1988) Auch der thermophil lebende
MikroorganismusArchaeoglobusp.kann etwad | g¢mittieren (Mori u.a. 2008) Generell ist diegm

Reisfeldboderaber eher unwahrscheinlich.

4.1.2 Isotopensignatur des Kohlenstoffs

Der Anteil de hydrogenotrophen Methanogenese konnte durch die Hemmung der acetiklastischen
Methanogenesein philippinischen Reisfeldbéden bestimmt werde@ie Daten der stabilen
Kohlenstoffisotopenfraktionierundes/ | Ipssen vermuten, dass hydrogenotrophe Methanoggn

bei allen Feuchtigkeitsstufedie dominierend€d | -Produktion zu Beginn der Inkubationen darstellt.

Am Endeder Inkubationenbetrug der Anteil der hydrogenotroph®2 R dzi A S-M&ngeyin dénl j
geflutetenBodenproten jedoch in etwa30 % und in deinkubierten weniger feuchterBodenproben

noch bis zu 6.5 SNJ ! yiSAf RS& KeRNRISYy2(0NRLK Li¥eRdz A SN
entsprach mit 30% dem erwartetenProzentsatz der bereits infriheren Studientber geflutete

Reisfelderrerwahntworden war(Fey ua. 2004)

Bei geringen Wasserverfligbarkeitenvechselt die initiale / | -Produktion somit schneller von
hydrogenotroph zu acetiklastiscMdglich ware hiegrdass durch eine veranderte mikrobielle Aktivitat
der Fermentierer die Substratverfugbark#it die Methanogenese beeinflusst wildenkbar ist auch,
dassder Wassermangel die Enzymaktivitaérlangsamt oder in einigen sehr trockenen Féllen inhibiert.
Das schnell@bflachen des hydrogenotroph gebildetenjd&énnte ein Hinweidlaraufsein dass dieser
Produktionsweg unter trockenen Bedingungen nicht so stark favorisiert Mietdingsdominierte die

acetiklastische Methanogenese nid stark wiebeifeuchten Inkubationen.

Auffallig war beden gehemmten Inkubationen die starke Fraktionierung in den feuchteren Pyroben
wahrend sich die eher trockenen Proben weniger stark veranderten. In einer Studtenning (2005)
wurdeder Zusammenhang det&@ke der Fraktionierung mit deevfiigbaren Energie in einem System
beschriebenWenn vel Energie in einem System zwarftigung stehtistdie Fraktionierung sehr gering
bis kaum vorhanden und wenn sehr wenig Energie vorhandgmifsteine sehr starke Fraktionierung
auf. Ubertragen kante dasfur die vorliegende Arbeibedeuten dassunter trockeneren nur leicht
feuchtenBedingungen viel Energie in Form von Acetat undw \éerfligung stand und nur wenig von
Konkurrentengenutzt werden konnte. Dadurchlieb die Fraktionierung sehr lga sehr gering
wahrend im feuchten System die Energie in Form von Acetat ursétit schnellzerbraucht war In

den trockeneren Proben konnte interessanterweise am Ende der Inkulszgden noch Acetat
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detektiert werden. Die Acetatmengdreiden feuchten Inkubationehingegenagenam Ende immer

sehr stark am DetektionslimiDasverfugbares Acetat verbraucht wurde, konnte auch durch Messung
des Acetatsotopensigna gezeigt werde. In den feuchteren Proben zeigte sich, dass das
Isotopensigal vom Acetat eher schwerer wurde und leichtes Acetat verbraucht wurdelen
gehemmten philippinischen Bodeninkubationkannte eine Anhaufung von Acetatit steigendem
Wassergehalbeobachtet werden und das Acetatisotopensignal war tendentgalhter als in den

nicht gehemmten Proben. Unter trockenen Bedingungen gab es kaum Anderungen in der Menge des
verfugbaren Acetats und auch das Isotopensignal schien sich nicht geandert zu Dislsekdnnte

bedeuten dass hier die Acetatmengen nicht ausreichenerlbraucht werden konnten.

Der Fraktionierungsfaktosetzt sichzusammerausdem Isotopenverhaltnis deSubstras (z.B./ h)i
geteilt durch das Isotopenverhaltnis désoduks(z.B./ 1)jUmn das Rechnen mit negativen Zahlan
vermeiden werden beide Isotopenverhéltnisse vor ddeilen mit 1000 addiertle nachdem wie stark
gegen das schwere oder leichte Isotop diskriminirt, verdndert sich der Fraktionierungsfakides
mikrobiologischen ProzesseBer angenaherte Fraktionierungsfaktkann mit der produzierten
Gesamimethannmenge berechnet werderunter der Annahme dass CH hauptséchlich tber den
hydrogenotrophen oder den acetiklastischen Produktionsweg entsteht. Dieser angenéherte
Fraktionierungsfaktorsetzt sich aus dem Fraktioniemggfaktor des CHaus dem C0O dem
Isotopenverhdltnis des GHaus dem Acetat und dem Anteil des gebildetenj @Gds dem CO
zusammen. Diese Annahnlefert eine grobe Ideebeziiglich desAnteils der hydrogenotroph
gebildeten MethanmengéConrad 2005Dadurchist derangendhertd-raktionierungsfaktoeine gute
Kenngrof3e um verschiedene tdweltbedingungn zu vergleichenDer italienischeReisfeldboden
zeige einen Trendvon niedrigerFraktionierungsfaktan (" =1,025) in sehr trockenen Inkubationen
Uber etwas hohere Fraktionierungsfaktoren,@B5) in mitelfeuchten Poben bis hin zu den hdchsten

Fraktionierungsfaktoren (D4), welche ehemnur unter gefluteten Bedingungen audten.

Bei den InkubationedesphilippinischerBodenswar der Trend nicht so klar zu erkennéfer zeigte
nur diezu40 % feuchte Inkubatiosprobeeinen etwas niedgeren Fraktionierungsfaktor (@35). Alle
weiteren der philippinischeninkubatiorsproben zeigtenim Vergleichzu den italienischen Proben
einen allgemein sehr vieté&gker ausgpragten Trend vom anféanglichen héhereydrogenotrophen
CH-Anteil (Fraktionierungsfaktor1,045) zum tendenzidl hoheren acetklastisclen CH-Anteil
(Fraktionierungsfaktor 04)am Ende der Inkubati@periode

Bei den Inkubationemes philippinischenBodenswaren die COKonzentrationen aber wesentlich
hoher, wodurch eine kleine Verénderung in der Kohlenstoffipaiozusammensetzung leichter

Uberdecktwird.
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Eventuell ist auch die methanogene Gemeinschafiiedrigen Feuchtigkeitsstufein ihrer Aktivitat
eingeschrankt, sodass nur noch einzelne Methanogene aktiv bleiben kénnen und sich dadurch die
Kohlenstoffisotopenfraktionierung verandert. Klar zugeordnet werden kann die Aktivitat mithilfe der
mcrATranskripte Aber auchmithilfe desVergleicls der Kohlenstoffisotopenfraktionierung der beiden
untersuchten Reisfeldbéden kann vermutet werdemlass in den philippinischen Reisfeldbdden
acetiklastische Methanogene, widethanosaetaceaaind Methanosarcinaceaeeinen sehr hohen
Anteil an der aktiven Gemeinschadusmachtenda dasCH-Isotopensignalinter allen Bedingungen
sehr schnell schwerer wurdkm italienischen Reisfeldbodeamigte sictzu Beginn ein dhnlichdirend

Hier blieb das Signal in den feuchteren Bodenprobemtweder gleich oder wurde am Ende der
Inkubationszeitvieder leichter Das lassdarauf schlieRerdass die hydrogenotropen Methanogenen
wahrend der gesamtemkubationim Vergleich zuacetiklastischen Methanogeneselativ stark aktiv
waren Vermutlich sank der Anteil des hydrogenotroph gebildeten Methans mit niedrigeren

Wasserverfligbarkeiten im italienischen Reisfeldboden ab.

In kaum eirer Studie mit dem Fokus auf Austrocknung oder geringen Feuchtigkeitsverfigbarkeiten
wurdendie Veranderugen in der stabilen Kohlenstoffisotopenfraktionierumgtersucht Ausnahme
hiervon ist eine Studie Uber den Effekt von Austrocknung und Wiederbefemghm organischen
Material in den Blattachseln von BromeliefBrandt 2015;Brandt u.a. 2015; Brandt wa. 2016) In

dieser Studie konnte gezeigt werdetiass durch die Austrkaungder Anteil der acetiklastischen
Methanogenese anstieg und der hydrogenotrophe Anteil abngBmandt ua. 2015) Wenn die
Anderungen der stabilen Kohlenstoffisotopenfraktionierung im Reisfeldboden analyseeden,
kénnen ahnliche Trends anhand der leichten VerschiebungdgenéherterFraktionierungsfaktors
angenommen werden. Somit gibt die stabile KohlenstoffisStgp¥ NI { G A 2 YA SNHzy 3 A Y

die verwendeten Produktionswege der methanogenen Gemeinschaft.

Umfassendegudien tiber die Anderungen der stabilen Kohlenstoffisotopenfraktionierarigtieren
hingegenin anderen UmweltsystemerDies zeigen nichtdiesen zeitlichen &flauf (in Seen und
Flissei Hier tberwogen hydrogenotrophe Methanogene mf6 % (Conrad 2005)Im Darm von
Wiederkawern herrschte sogar eine fast vollstandige Dominanzhyaitogenotrophen Methanogenen
(Nicholson ua. 2007; Janssen und Kirs 200&ine Ubersicht (ber die beobachteten
Fraktionierungsfaktoren uer verschiedensten Umweltbedingungerwird in Tabelle 4

zusammengefasst
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Tabelle 42 Eine Zusammenfassung desigenahertenFraktionierungsfaktors
Fir die jeweilige BerechnundiesesFraktionierungsfaktos wurde hauptséchlich angenommenmlassR | &
produziert wird; nur in einigen Studien war es méglich einen Fraktionierungsfaktorbenechneng 2/ | j

aus Acetat gebildet wurdéaktualisiert nachConrad 2005)

AY RSy @GSNBROKASRSYSyYy ! Yy
/1] ld&a RSY |/
Kl dzLJi a NOK €

environment

h app

h app

estimated or assumed values ot reference

acetate[hCH / h+l i/ |
Japanese rice field 1.045 (Sugimoto und Wada 1993)
California rice field 1.052 (Chidthaisong ua. 2002)
Thai rice field and swamps 1.073 (Nakagawa ua. 2002)
Chinese, Thai and Italian (Penning und Conrad 200Zpnrad
1.0331.06
rice soll u.a. 2012)
(Krtiger ua. 2002; Conrad .
Italian rice field 1.00¢1.021 1.06¢1.073
2002; Fey ua. 2004)
Uruguay rice field 1.041 (Scavino ua. 2013)
Texas rice field 1.045%1.060 (Tyler ua. 1997)
upland soil 1.021.063 (Angel ua. 2012)
Japanese riparin forest 1.050 (Itoh u.a. 2008)
White Oak River 1.082 (Avery und Martens 1999)
Buck Hollow Bog 1.069 (Avery ua. 1999)
Kings Bog 1.068 (Lansdown ua. 1992)
Cape Lookout Bright (Blair und Carter 1992;lgerin u.a.
_ 1.032%1.034 1.056;1.062 _
sediment 1992; Blair ua. 1993)
16 tropical anoxic Lakes  1.048 1.059 (Conrad ua.2011)
Lake Kinnert 1.06¢1.07 (NUsslein ua. 2003)
Lake Stechlin 1.032 1.045 (Conrad ua. 2007)
Lake GroRRe Fuchskuhle  1.035 1.049 (Conrad ua. 2010)
Lake Kivu 1.055 (Pasche ua. 2011)

4.1.3 Molekularbiologische Methoden

Die Veranderung der Populationsdynamik wurde mithilfe der FingerprintingmethodRFI(P) auf

Ebene des archaeellen :88NAGens untersuchtDie Veranderung der Wasserverfiigbarkeit zeigte

nur einen geringen Einfluss auf

Ebene der

Populationsdynamik vonhanmgenen

LebensgemeinschaftemMdglich wére dass die hohe Populationsanzahuf Ebene des archaeellen

16SrRNAGens odemcrAGenseine groRe Menge von inaktiven Mikroorganisnminhaltet
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Auf DNAEbene wurden insgesamt 27 verschieddARFFragmente fstgestellt und die Summe von
den 10 wichtigsten dieser Fragmente steliien grof3ten Anteil (7@9%) an der mikrobiellen
Gemeinschaftlar. Die Zuordnung zur methanogenen Gemeinschaft konnt8 Ringmente (RF: 78,
88, 183, 184, 186, 282, 390, 392) géfien werden und deren Gesamtanteil betrugi®3 %. Insgesamt
wurden unter allen Feuchtigkeitsstufen die vier methanogei@rdnungen ethanomicrobiales
Methanobacteriales Methanocellales und Methanosarcinales detektiert. Die beschriebene
methanogene Gmeinschaft imchinesischen Reisfdddden wéahrend eines zyklischemwechselis
von Austrockrung und vollkommerr Flutung (Ma u.a. 2012) zeigte ahnliche Muster
(Methanocellaceae (30%), Methanosaetaceae (40%), Methanosarinaceae (27%), und
Methanobacteriaceae(3%). Daraus kann geschlossenwerden dass Reisfelder als Inokulum
mdoglicherweise eine bereitean Trockenheit und V#derbefeuchtung angepasste Gemeinschaft
beinhalten oder dass die DNAVoleklle zu stabil sindum awvischen aktiven und inaktiven
Mikroorganismen unterscheiden zu kénnen. Qugantifikationauf DNAEbeneblieb im Rahmen der
vorliegenden Arbeistabil Dies konnteso&hnlichbereitsin eéneranderenStudie Gber die Aktivitat der
methanognen Gemeinshaft wéhrend eines zyklische®bwechsels von Aistrockrung und
vollkommerer Flutunggezeigt werderfMa u.a. 2012) Auf Genebene konntdort ein nicht so starker
Effekt durch den zyklischen Wechsel @hasen beobachtet werdestarker war hier deEffekt auf
mcrATranskriptebeng(Ma u.a. 2012) Vemleickend dazu konnte in der vorliegendenStudie der
Langzeiteffekt von unterschiedlichen Feuchtigkeitsstufen auf die Gemeinschaft und deren Aktivitat

analysiertwerden

Dass die Wasserverfligbarkeit einen Einfaugdie Aktivitat der Methanogenedmat, konnte einerseits
durch die Aktivitatdaten, wie die/ |-Produktion und andererseits auch Uber die molekularen
Untersuchungender mcrATranskriptnengen und anhand der Sequenzierugsergebnisse(mcrA
Transkriptg gezeigt werdenBei der Anpassung daktivitat an die verschiedenen Feuchtigkeitsstufen
scheinen sich einigetrockenstresdolerante Methanogene wie Methanosarcina vacuolata

durchzusetzen. Dies ist anscheinend unabhangig von der Ausgangsgemeinschatt.

Methanosarcina vacuolatast auf’erdem bsondersflexibel in der Wahl mdoglicher Substrate.
Methanosarcina vacuolatavar nebena S0 K I y 2 Odzf t @dzi S (L& If yv2 @ StAfder | NIJ2 N.
einzigemethanogeneOrganismender am Abbau von AromateausLignin beteiligtwar (Kato u.a.

2015) Auchvertretervona SG Kl y2 OSt { 2 y VY RBWINEBY $YS RSNI @2 NI A SISy RS
Ly | dzalLdBayyA G Yy ASRNAISY 21 aaSNIPSNINIoo Mbeidzelt Sy 3 S
auftretenden Vertretern der Gattungen Methanobacterium Methanomassiliicoess und
Methanosaeta Generell passt die Aktivitat der gefundenen Grup(sehe Sequenzierungsergebnisse

in Kapitel 3.3.3mit Methanosarcinam italienischen Boden unillethanosarcinaund Methanosaeta
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im philippinischen Boden zu dem gefundeneaneinem erhdhten acetiklastischen Isotopensignal und
zu einer anscheinend erhdhten Aktivitat voMethanosarcinaunter trockenen Bedingungen
(Abbildung 39, Abbildung 311, Abbildung &4). Mithilfe der mcrATranskripte konnte die Aktivitat von
acetiklastische und hydrogenotropen Methanogenen in beiden Reisfeldbdéden geden werden
und mithilfe des CHIsotopensignals konnte eine Abschétzung tber den vedetmn Produktionsweg
getroffen werden. Das doclsehr stark ausgepragte ¢hotopensignal passt gut zu der

dominierenden Aktivitat voiMethanosarcinabesonders unter den selwenig feuchten Bedingungen.

Die Anzahl der Transkriptstieg schon durch eine leichte Erhéhung des Feuchtigkeitsgehaltés an.
philippinischen Reisfeldbodererdoppeltensich die Kopienzahlen und im italienischen Reisfeldboden
stiegen die Transkriptero Gramm Bodenon 1 auf bis zul®® an. In feuchteren Inkubatisproken
wurden maximale Transkriptmengen vorl(®¢10°®° pro Gramm Boden beobachtet. Die
Transkriptmengen im philippinischen Boden waren immer etwas niedriger als die im italienischen
Reisfeldboden, obwohl di€H-Produktionsrateim philippinischen Boden etwa doppelt so hoch war
wie im italienischen Reisfeldboderinteressanterweise zeigtebereits der trocken inkubierte
philippinische Boden einen hohenAnteil an vermeintlich aktiven Methanogenemamlich eine
Transkriptmenge von Uber $0rranskriptenpro Gramm BodenDie Transkriptmengen im nicht
inkubierten philippinischen ReisfeldbodeifProbennahme ebenfalls im Frihjahr 201@urden
zusatzlichin einer anderen Arbeim Jahre 2018ind 2014analysiert(Pledl 2014)Damalkonnten 10
Transkripte pro GrammBoden Trockengewichtbestimmt werden.Diese Trankskriptmengen konnten
durch die aktuelle Arbeit (10° Transkripte pro Gramntrockenen Boden)im GroRen und Ganzen
bestétigt werden.Anscheinend sinkt die Aktivitat in trocken gelagemtd3oden nicht unter ein
bestimmtes Minimum und bleibt somitermutlich Gber Jahre stabibuf diesem LevelDie hohen
Transkriptmenga (10° bis 13° Transkripte pro Gramm Boden Trockengewishitkenunter optimalen
Bedingungenanscheined aberdurch den Wechsel auf trockene aerobe Bedingunigeerhalb von
einer Woche auf dieses Level &bledl 2014) Es war leider technischicht méglich die aktive
methanogene Gemeinschaft im trockenen Boden zu sequenzieren, daP@kEffizienz da
limitierenden Schrittdarstellteund vermutlichdie mcrATranskriptmengemicht ausreichte fiir eine
Sequenzierungn einer Studie voBrandtund KollegenZ014)konnte gezeigt werden, da sichdie
Diversitatund Haufigkeit der mikrobiellen Gemeinschiaft Waldboden undm Seesedimentiber 11
Tagenicht &nderte solange eine Lagerung bei niedrigbemperaturergegeben war. Ber bereits bei
hohen Inkubationstemperaturen von 3T anderte sichdie mikrobielle Zsammensetzung der
Gemeinschaft. Uber die Stabilitat der mRNA gegeniiber der rRNA @chaeellenSystem wenig
bekannt. Angenommen id, dass der Abbau der RNAAlichkeitenaufweist mit dem Abbader RNA

in Eukaryotern(Evguenievadackenberg und Klug 200@ber auch noch einigeaRallelen zu de der
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Bakterien (ClouetR Q h NJ&l Z015)d2@s sich derAbbau von der mRNA adie verschiedenen
Wachstumsbedingungen im bakteriellen System anpaastde bereits untersuch(Rauhut und Klug
1999) Generell kann aber gesagt werdestass die rRNA stabiler ist als die mR{NRaquat und
Arraiano 2008)

Grundsatzlich konntén der aktuellen Untersuchungpit dem Ansieg der Transkriptmenge auch ein
Anstieg der | -Produktionbeobachtet werdenwasauch schon in anderen Studien validiert werden
konnte (Ma u.a. 2012) Interessanterweise waren aberial Transkriptmengen im philippinischen
Boden immer etwas niedriger als die im italienischen Reisfeldboden, obwoBHleroduktionsrate

im philippinischen Boden etwa doplh so hoch war wie im italienischen Reisfeldboden.

Die vorliegendenErgebnisse und die bisherigen aus der Literatur bekanrmResultaé lassen
vermuten dasses unter schlechten Umweltbedingungen nur zu einer Regulierung der Akteitat
methanogenen Gmaeinschaftkommt De variierenden Produktionsratedemonstrieren zwar, dass

die Wasserverfligbarkeit die Aktivitat beeinflusst, aber ob die Regulierung nur auf Ebene der
Transkripte erfolgt oderusatzlichauch auf Ebene der Proteinexpressibieibt weiter unklar.Dies
konnte bedeutendass diemikrobielle Gemeinschafentwedernur die Ativitéat reguliert und je nach
Umweltbedingungen auf RNBEbene die Anzahl der Transkrippeler auf Proteinebene die Synthese

der Proteinekontrolliert oder in&tiv verbleibt.

Fur die methanogene Aktivitat eignen sich besonders gutddaysan der mcrATranskripte.Durch

die Kombination von Untersuchungsergebnissen auf-BNéne, wie z.B. der Zusammensetzung der
Gemeinschaft, und der Analyseif RNAEbene namich der Transkripte, ergibt sickin komplexes
Gesamtbild Aus nethodischer Sicht ware dignalyseder Expressionen der Transkripte und der somit
verfligbaren Proteine die dritte mogliche Ebereoch in diesem Zusammenhang gibt es eine
Einschrankung. Zwaliefert die Proteinextraktion aus komplexenProben ausreichendhohe
Proteinnengen, aber dischlechte Qualitatind die Kontaminationen des Extraktes mit Hemmstoffen,
wie z.B. Huminséauren,tellen ein grof3es Problem fir weitere Analysdar (Keiblinger ua. 2012)
Zusatzlich istié Zuordnung von Proteinan Hinldickauf ihre phylogenetische Herkurgehrschwierig

zu interpretieren unces fehlendie fur die Zuordnung bendtigtebatenbanien (Keiblinger ua. 2012)
Aus diesem Grundst die Anwendbarkeit der Analyse auf Transkriptebermeteilhafter, auch wenn
hier ebenfalls Grenzen durch noch fehlende Reinkultursequenzen und Referenzstammbaume

bestehen

Das Fehlen einer umfassenden Referenzstabatenbank fir die Analyse vomikrobiellen
Gemeinschaften erschwert die Auswertung von funktionellen Markergen&®i einer

Ubereinstimmung demcrA-Aminosauresequenz von iiber 8%&yd 75,7 %war eineEinteilung zur Art
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(Genus) beziehungsweise zur Famitiglich (Hunger ua. 2011) Zur Einteilung vonmcrA
Nukleotidsequenzenvurde diesbeziglictein Schwellenwert von 8% empfohlen(Yang ua. 2014)
Die Zuordnung demethanogenermcrA-Sequenzen erfolgt nicht durch einen generellen Klassifizierer

sondern durch phylogenetische Einordnung in einen Referenzstammbaum.

In Bezug auf die phylogenetischek®nstiuktion von Stammbaumen innerhalb deratihanogenen
Gruppen hat sich in den lgen Jahrzehregn viel geandert. Vor 2008 gab es d@rdnunge
Methanopyrales, Methanococcales, Methanobacteriales, Methanosarcinales und
MethanomicrobialesvonSakaiund KollegenZ008)wurde erstmals ein Vertreter déiethanocellales
und von Borrel und Kollegen 2013) erstmals ein Isolat deMethanomassiliicoccalebeschrieben
Durch die Analyse demcrAGers konnen alle diese Gruppén einem Stammbaum rekonstruiert
werden. Nobu und Kollegen Z016) zeigen einen aktuellen mcrAStammbaum mit einer
vergleichsweise sehr robusten Phylogenizennoch unterscheidesich dieser von einem mcrA
Stammbaum, welcher anhand dsaximumlLikelihoodAlgorithmus noch vor drealiren berechnet
wurde (Borrel u.a. 2013) Generell ist di®hylogeniggemarider mcrA-Stamnbaume relativ &hnlich zu
der Phylogenie del 6SrRNA(Abbildung 41), obwohlsichauch hier viel verandert hatie Borrelund
Kollegen 2016) mittels desVergleicts der aktuellen phylogenetischen Grupperit denen vordem
Jahre 2012 zeigte. Allgemeinasst der ¥rgleich verschiedener Baunden Schluss zdass dieCluster
relativ stabilsind, aber die relative Bsition noch unklar istDer in dervorliegendenStudie gezeigte
Baum (Abbildung 5) resultiert aus Sequenzen von hptsachlich kltivierten Methanogenen. Da
hierbei viele phylogenetische Gruppemoch nicht in Form von Umweltsequenzen bericksichtigt
wurden, ist die relativePosition nicht so aussagekraftiurch die Sabilitat der Clusterist jedoch
trotzdem eine solideZuordnung der in derorliegendenStudiedetektierten OTUauf Familen- oder
Artebene mdglichDie Ziordnung auf Familienund Artebene war fur die gefundenen OTU sehr

erfolgreich, viele konnten bis auf Artebene bestimmt werd€alielle 3).

Bei der Analyse der-RFLP konnteMethanosaetaceaaind Methanosarcinaceaals zwei grof3e
Gruppen identifiziert werden. Auf DNEbene zeigte sich fiMethanosarcinaceaeein leichter
Aufwartstrend von 2%6im Bezugauf dierelative Haufigkeit unter feuchten Bedingungen und bis zu
knapp 35% unter trockeneren Bedingungeim \ergleichdazu stiegen diesequenziertenmcrA
Transkriptevon Methanosarcinaceagon 30% auimaximal90 % an waseinen Anstieg in der Aktivitat
dieser Gruppe ateutet. Der relative Anteil arMethanosaetaceaeauf DNAEbene bei feuchten
Inkubationen des italienischen Reisfeldbodens betrug circé lihd sank auf circa 20 in eher
trockeneren Inkubatiosproben ab. DiemcrATranskripte vorMethanosaetaceadei den jeweiligen

Inkubationen sanken von 2&uf 5% waseine niedrigere Aktivitat vermuteldsst Dies zeigtdasseine
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kleine Anderung auf DNBbene mit einer starken Anpassung aecrATranskripteund somiteiner

deutlichen Veranderung deXktivitat einhergeht.

Bei Rutungdesitalienischen ReisfeldbodsrkonntermcrATranskripteder methanogenerOrdnungen
Methanobacteriales MethanomassiliicoccaledMethanomtcrobialesund Methano@llales gefunden
werden. Fur den philipinischen Reisfeldboden konntancrATranskripte der glichenOrdnunge
nachgewiesn werden.In gefluteten Bbden war Methanosarcinalesmit einem relativen Anteil der
Transkripte von 986,der dominantestewas auf eine starke Aktivitat vaviethanosarcinalekinweist.
Interessanerweise stiegerdie mcrATranskripte derf~amilie Methanomassiliicoccalegnter relativ
trockenen Bedingungen auf einen relativen Anteil vordd@n Somit kbnnte die methylotrophe
Methanogeneseim philippinischenReisfeldboden unter trockenen Bedingungen einen starkeren
Anteil an der CHProduktion einnehmen. Unter feuchten Bedingungen konnten mefncrA
Transkripte von hydrogenotrophen Methanogenenyie Methanomicrobiales (ca. ~1 %),
Methanobacteriales(3 %) und Methanocellales(6 %), nachgewiesenwerden. Das Isotopensignal
deutete darauf hin, dss die hydrogenotrophe Methanogendss niedrigeren Wasserverfugbarkeiten

abnahm

Insgesamt konnte fiir beide Bdddrei feuchten Inkubationerdie Aktivitat der acetiklastischen und
hydrogenotrophen Methanogenen dargestellterden Es wurde deutlichdas der Anteil der
hydrogenotrophen Methanogenese mit niedrigerem Feuchtigkeitsgehalt abnatiEmige
Methanogene zeigten eine verringerte Leisturgfahigkeit (CHProduktio) und eine verringerte
Anzahlder analysiertenmcrATranskripé bei Befeuchtungenmit wenig WasserDie acetiklastischen
(Methanosaetaceae und Methanosarcinacgaaed methylotrophen(Methanomassiliicoca@aeund
MethanosarcinacegeMethanogenen zeigterhingegen einehohe Anzahlder analysiertenmcrA
Transkripte bei niedrigen FeuchtigkeitsstufenDie hohen Mengen B mcrATranskripten von
Methanosarcinaceaend die in anderen Studien gezeigten Eigenschafte feschriebZzhang ua.,
2006 eine effektive Entgiftung von reaktiven Sauerstoffspemiéhilfe von Genen wie der Superoxid
Dismutas¢ uber die Widerstandsfahigkeit dgen vermuten, dass Archaeen der Familie
Methanosarcinalesesistenter gegen Austrocknusgndund bei Wiedebefeuchtungsehr schnelinit
ihrer physiologische Aktivitat beginren, ohne sich langadaptierenzumussenMdéglicherweisesind
Methanosarcinaleschon unter niedrigsten Feuchtigksstufen aktiv. Fir diese Vermutungpricht,
dass bereits im trockeneReisfeldboden hohe DNAInd RNAMengen vonvermeintlich aktiven
Methanogenen gefunden werden katen. Denkbar wareauch dassdie Substratverfugbarkeit unter
den trockenen Bedingungen nicht so stark limitieravickte, damdglicherweiseandere funktionelle
Gruppen in ihrer Leistungsfahigkeit reduzieeren Dafiir wirde die geringe Fraktionierung sprechen

welchein den wenig feuchten Inkubatiosproben des philippinischen Reisfeldboderedativ gering
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war. Dies konnte vermutet werdenda bereits geeigt weden konnte, dass die mogliche
Fraktionierung bei geringer verfigbarénergie sehr gralbei einer hohen Energieverfigbarkaiber

geringwar (Penning 2005)

Resumierend kann festgestellt werden, dassdie Wiederbefeuchtung unabhamgi von den
unterschiedlichen Bodenparametern einen Einfluss auf die Adtivihd den Produktionswegler
methanogen& Gemeinschaft hat. Grundséatzlich ist die Diversitat im Boden aufEleAe stabil und

die Anderungen passieren auf d@ranskripebene. Prinzipiell ist ebenfalls ein Einfluss auf die
Fermentation zu vermutensodas der anaerobe Abbau mdglicherweise in abgeanderter Form
stattfindet. Fermentationerfolgt vermutlich schon bei weseitith niedrigeren Feuchtigkeitsstufen
Dass alternative Prozesse stattgefunden habemurde vermutet sodass bei niedrigen
Feuchtigkeitsstien erst die alternativen Elektronenakzeptoren verbraucht wurden und anschliel3end

die gezeigte Methanogenese stattfand.
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4.2 Einfluss von Boden auflockernden Bewegungen im

Inkubationsexperiment (technischer Ansatz)

In einem weiteren Projekin Rahmen der vorliegenden Arb&urde die Reaktion und Produktivitat
von drei verschiedenen methanogenen Gemeinschaften in verschiedenen bewegten Systemen
untersucht (gerollt, geschittelt oder magnetisch gerihrt) sowie als Kontrolle unbewegte
Umweltproben. In grol3en technischen Systemen wie in Klaranlagen oder bei Grol3fermentern ist die
Bewegung oft ein wichtiger Faktdiir eine effiziente Umsetzung des organischen Materialsch
unter Laborbedingungenwie z.B. bei aeroben Flissigkulturen, wird das Dahrmischendurch
Bewegungft genutzt. Aber die Intensitat und die Art dBsirchmischengeigenviele Variationen In

nur wenigen Studienwurde die/ | -lProduktion unter verschiedenen Bewegungsstarken im Reisfeld
oder Fauschlammuntersucht(Dannenberg ua. 1997; Lins und lllmer 2012)ie Studien resultierten

in unterschiedlichen Empfehlungen fir die jeweiligen Umweltproligsher ist kaum etwadartiber
bekannt wie die methanogene Gemeinschaft auf mechanische Stressfaktoren reagiert. Eventuell
haben Methanogene audewegten Systemen Vorteile in ihrer Produktivitdt gegeniber der
methanogenen Zusammensetzung aus eher wenig bewegten Systétiremeise aufeine Stérung
bestimmte methanogene Gruppen liefert mg@licherweise der ProduktionswegWobei eine
Vermutung ware dass die acetklastischen Methanogenen am starksten negatiwch Bewegung
beeinflusst werden.Da $e potenziell eher in Gemeinschaften mitnderen Mikroorganismen
zusammerleben kann Bewegung dieses Geflige negativ beeinflussewurde in einer Studie von
Mayerhoferund Kollegen992)beschriebendass Methanosarcina mazén einer Lamina wachst und
diese nichtausbildet, wenn die Kultur geschuttelt wirdAllerdingssinddie Zellen im Einzelzellstadium
sehr instabilwohingegendie Zellaggregate als relativ robugtlten (Harris 1987; Langend Ahring
2001) Nicht nur dise Zellaggregatesondern auchmégliche syntrophe Beziehueg, wie z.B. von
einigen MethanogenenMethanosaeta harundinacé/ethanosarcinabarkeri mit einigenGeobacter
Arten (Rotaru ua. 2014; Tang w@. 2016)oder die Assoziation von einigen hydrogenotrophen
Methanogenen mit Wasserstoffproduzierenden Fermentie(@tams und Plugge 200K6nnten
durch die Bewegungestort werden.In der Studie vorPadmasiri nd Kollegen(2007)wurden die
hydrogenotrophen Methanogenedurch erhdhte 8herkrafte in Kombination mit einer erhohten
Substratverfligbarkeihicht negativ sondern positiv beeinflusst, wahrersichdie relative Verteilung

der sonst Uberwiegend acetiklastischen Methanogenen thieiser erhohten Durchflussratenin
Kombination mit einer erhdhten Substratverfligbarkeit verringerte. Dassdiin fordert die
Geschwindigkeit der Hydrolyse und der Fermentatigie Stroot und Kollegen(2001) feststellten
Eventuell kbnnen sich diese hydrogenotrophen und methylotrophen Methanogduneh die Stérung

besondergyut behauptenund gegebenfallsst die Bewegungartdafir entscheidend
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Zusammenfassend lassen sich folgende Ergebnisse auffuhren: Das nicht bewegte System war in den
meisten Fallen das mit der hdochsten Aktivitat und der héchsten Diversitat. Die bewegten Systeme
hingegerhaben teilweise d Aktivitaitder Methanogenen vermindert, urgklten auch mal verbessert.

Dies war aber sehr stark von dem gewahlten Umweltsystem abhdbgigvorliegenden Ergebnisse

und diebisherigen aus einebtudie vonDannenbergund Kollegen1997)erzielten Resultate lassen
vermuten, dass die gewdnlte Intensitat der Bewegung besonders entscheidéinddie Aktivitat der

Methanogenerist.

4.2.1 Umweltsysteme im Vergleich (Bodenparameter, p H-Wert, Fettsauren,
Methanproduktion, Kohlenstoffi sotopensignatur , Diversitét)

Unter statischen Bedingungen lassth die Gesamtmethanprodtién folgendermafen vergleichen:
Die h6chsteCH-Praduktion war im Faulschlamau verzeichnendarach folgtedie des Flussedimens
und andritter Stelle stand die GHProduktion der methanogenen Gemeinschaft, dieRrisfeldboén
lebt. Als Grundlage fir dieH-Produktionist der Gesamtkohlenstoffgehalt zaiennen. Dieser war im
Faulschlamm200-mal so hoch ve im ReisfeldbodenIm Vergleich zum niedrigsten Okosystem
(Reisfeld) war im FaulschlammedGesamtmethanproduktionetwa 100-mal so hoch.Bei dem
Flussediment war die Gesamtkohlenstoffmenge vergleichinérder desReisfeldbodes, aber auch
hier konnte eine hoher&esamtnethanproduktionals im Reisfeldbodefestgestellt werdenDer hier
genutzte italienische Reisfeldbodenigte eine Rate von 0,35 umat gé€. Diese/ | -Produktiorsrate
lasst sich mit andereréihnlichenStudienvergleichen Dortkonntenim ReisfeldboderRatenvon 0,2
bis 0,5umol ¢& d& beobachtetwerden (Ratering und Conrad 1998; Wuau.2002; Yuan @. 2014)
Beilnkubationenvom FauscHamm konnte unter nicht bewegten Bedingungen Raten von fufn8l
gé dé erzielt werden.Durch die sehr variable Zusammensetzung Basschlamms und die stark
schwankende verfligbare Kohlenstoffmenigenach dem gewahlten Mischverhéltnis kann die Rate
bemgen auf ein Gramm Trockengewightir schwer mit anderen Studien verglichen werdbeshalb
wird indem Zusammenhang immer ndasVerhéaltnisvon dergebildetenCH-Menge bezogen auf die
CGesaminenge arorganischen Substrateangegeber{fRojas ua. 2010)Im Flusssedimerkonnte eine
CH-Produktionsate vonl umol g8 d& gezeigt werdenwobeidie CH-Produktionsate recht ahnlich
im Vergleich zu anderen Flusse&ar. Mach und KollegenZ015)konnten eine etwas niedrigereCH-
Produktionsate (0,2 umol g& d&) in einemtschechischen Flusechweigen, und Avery und Martens
(1999)beschrieben ein€H-Produktionsate von 0,5umol ¢& dé. In den einzelnen Umweltsystemen
schwankte der Gehalt an organischem Kohlenstdfbjldung 38). Um dieCH-Produktionsatender
einzelnen Umweltsysteme bessatiteinander vergleicherzu kbnnen wurden die Ratenauf ein
Gramm des organischen Kohlenstoffdbezogen Nach deser neuen Berechnunghatte der
Reisfeldboden mit 2@mol grgkoniensiot d& die niedrigste CH-Produktionsate, gefolgt von der des

Flusssedimerst mit 38 pumol Grgonensof d& und die hochste CH-Produktionsate zeigte der
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Fauschlamm mit 5umol grgonienstofet d&. Anzunehmerwdére auch in diesem Experimemtassnicht
nur die Quantitat, sondern auch die Qualitdter vorliegenden Kohlenstoffverbindungein weitere
wichtige Faktoen sein konnta@, die sich wesentlich in den drei Umweltsystemen eorander

unterscheide.

Die dreiUmweltsystemezeigten im Vergleich eine unterschiedliche Zusammensetzung und Verteilung
in ihrer archaeellem Gemeinschaft Abbildung 336). Die Zusammensetzung derethanogenen
Gemeinschaft im Fauschlamm war mit 70% dominiert von Methanosarcinales Ahnliche
Zusammensetzungen mit einBominanz an acetiklastischen MethanogenerFauschlamm konnten
bereits in anderen Studiegefunden werdenPadmasiri ua. 2007; Wilkins wa. 2015) Als Vertreter
der hydrogenotroph@ Methanogenesedominiertenim Fauschlamm oft Methanogene der Familie
Methanomicpobiales(Padmasiri ua. 2007; Wilkins wa. 2015) Die Zusammensetzung der Aeelen
im Flussedimente war weniger von acetiklastische Methanogenen sondern vielmehr von
hydrogenotroph@ Methanogena gepragt.Hauptséchlich konnteim Flussediment méglichel-RF
mit denOrdnunge Methanosarcinaleb %),Methanomicrobialeg5 %) undviethanocellaleg4 %) in
Verbindung gebracht werdenviele T-RF konnten allerdings nicht zugeordnet werden. Ahnliche
Zusammensetzugen einer hydrogenotrophen methanogenen Gemeinschaft konfite einem

tschechischerfrluss (Sitkad)eschrieben werdefMach u.a. 2015)

Die Diversitat im Reisfeldboden zeigte die hochste Anzahl an verschiedenen Methanagehsr
beinhaltete sowohl viele acetiklastischeals auch hydrogenotrophe Methanogere. Die
Zusammensetzung konnte in vielen Studien, anhand von Gemeinschaftsanalysen im Reisfeldboden, in
ahnlicher Weise dargestellt werdg®roRkopf ua. 1998; Lueders und Friedrich 2000; Ramakrishnan
u.a. 2001; Chin wa. 2003; Wu ua. 2009)

4.2.2 Vergleich einesbewegten Systems mit einem statischen System

Die Bewegungen Rollen und Schiitteln tgwenig negative Auswirkungen im Vergleich zur
Kontrollprobe auf didMethanproduktion Diemechanisclgerihrteninkubatiorsprobenzeigen den
deutlichstenUnterschiedzur unbewegten Kontrolldn denmechanischgeriihrten Proberkonnten
beim Faulschlamm undeim Reisfeld positiveefekte und bem Flussediment sehr stark agative
Effekteerzieltwerden In einer &hnlichen Studieon Dannenbergind Kollegeni997)war der Einfluss
des mechanischen Rihrens in einem Inkubationsexperiment mit Reisfeldlebeé@fallsuntersucht
worden. Hierhatte sichgezeigt,dass bei einer héherentensitat (500statt 120rpm, welche inder
vorliegenden Studie genutztwurden) die Bewegungeinen sehr starknegativen Hfekt auf die
Methanproduktion hatte (Dannenberg ua. 1997) In der vorliegendenStudie hingegenkonnte nur

beim Rihren des Flusssediments ein sehr stark negativer Effekt beobachtet werden. Am auffélligsten
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beim Flusssedimentvar die sehr kdrnige (steinige) Zusammensetzung. DiesVassiuten,dassdie
mechanische Zerreiburdprch die mechanische Rihrbewegwsehr stark von der Zusammensetzung

und der Korngré3e lbhéngg sein kdnntewas aber bisher nuanzureichend atersucht wurde.

Dass durch die Scherkrafteeim Miscten und Rihren eine Schadigung der Zellen einkatnte in
eine Studie vorHoffmannund Kollegen Z008) gezeigt werden.Durch eine zu starkenechanische
Zerreibung kénnerzusatzlichdie syntrophenBeziehungen gestort werderkEinzu starke Mischen
fuhrte sogarzueinererhdhten Anzahitoter Zellen(Vavilin und Angelidaki 2005 obald die Intensitéat
niedrig genug ist, dass die Zelleisht mehr zerstoért werden, koren positive Effekte auftreten, wie
im aktuellen Fall beim Ruhren ded~aukchlammsgezeigt Dass ein Wachstum vdokkoiden Zellen
durch das minimale Mischen des Fahlsmmes im Faulturrgeférdert werden konntewurde bereits
in der Literatur bschrieben(Vavilin und Angelidaki 2005tbenfallszeigtenLins und lllme 2012)
dass unter starkeMischender physikalischgzerstérendefekt negativ wirke, aberunter moderater
Bewegungwurde eine Forderung der/ |-Produktion beobachtet Dabei férderte Bewegung
vermutlich die Hydrolyse und die Fermentatio(Stroot u.a. 2001) woraus eine erhohte

Substratverfligbarkeitesultierte.

So fihrt dagZerreiben von Mieralienfihrt bei entsprechend hohen Intensitateru einer Erhéhung
der Verflgbarkeit vonanorganischen Kohlenstoff undStickstoff(Carter und Stewart 1995%erade
beim Faulschlamnsind Mineralienin Flocken eingeschlossen und es ist foérderkabnn diesedurch
das Ruhrerzerrieben werden Sbald aber zu viele harte Steine oder eine grétinungim Boden

vorhandensind, ist diesiur schver mdglich

Es kannabschlieRend festgestellt werden, dass mithilfe der vorliegenddpeit keineendglltige
Aussage bezugligtositiver oder negative Wirkung bemechanischm Stress gegeben werdd@nn
da viele Eigenschaften der Bodenphysik sow&rkdeologischenEffekte nicht bekanntwaren und

somit nicht beleuchtet wurden

Wegen der die hier erzielten Ergebnisse kanmermutet werden, dass die gewdhlte
Bewegungsintensitat nicht ausreichtem syntrophe Beziehungen oder Zellaggregate zu schadigen
Durch die bessere Durchischungim Rahmen anderer Studiekonnten eventuell Fermentierer
schneller organische Substrate umbauen oder ihre Produktionsmenge und damit die Verfugbarkeit fur
die Methanogenen erh6hen. Die Methanogenen schiederch Bewegungicht in ihrer Aktivitat md
Zusammensetzung beeinflusst zu werd&iese Vermutung triffallerdingsnicht fur die mechanisch
geruhrte Inkubation des Flusssedimeats Hier wurden moglicherweise die Zellaggregate besonders

von Methanosarcinaleslurch die mechanische Reibung deolgkdrnigen Kieselpartikel stark negativ
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beeintrachtigt.Das bedingt vermutlich, dassir ein eher hydrogenotrophes Signal imj ®elobachtet

werden konnte.

4.3 Generelle Betrachtungen

In der vorliegenden Arbeit wurde flr mehrere Umweltsysteme getestet, ob die gewdhlten
andauernden Stressbedingungen Xeranderungen fuhen. Durch die Analyse der Aktivitat der
gesamten methanogenen Gemeinschaft konntgezeigt werden, dass auchbei niedriger
Wiederbefeuchting schoneine geringe CHProduktion stattfand.Dabei konnte besonders die
veranderte Aktivitat in Abhangigkeit von der Wasserverfligbarkeit verfolgt wefdgnAktivitat von
hydrogenotrophen Methanogenen schien am starksteon den trockeneren Bedingungen
beeintrachtig zu werden Es entwickelte sich in beiden Boden eine Dominanzelativen Haufigkeit
der Transkripte welche Methanosarcinalezugeordnet werden konnterEbenfalls zeigte sich mit
ansteigender Bderfeuchtigkeit Anderungendes CH-Isotopensignas. Gerade bei den gehemmten
Inkubationen konnten nur unter feuchten Bedingungesehr leichte Kohlenstoffisotope im GH
beobachtet werdenDie Populationen auf Ebene des I&NAGens wurda durch die variierende
Verfugbarkeit von Wasser nur wenig beeinflusSenerell spricht die starke Ver&nderung der
Methanproduktionsraten und der ansteigenden Transkripte flr eine Anpassung der Aktivitat und
wenige fur eine Anderungler gesamten DiversitaDerhohe Anstieg der Transkripte (bis zum 100
Fachen) in derninkubiertenwenig feuchten Reisfeldbodeproben und die Sequenzierungsergebnisse
zeigen, dass insbesondere Vertreter ddethanosarcinaleschonbeiniedrigsten Feuchtigkeistufen

aktiv werden kdnnen.

Die Kombinationvon klassischenanalytischen Methodenund molekularbiologischenMethoden
vervollstandigt dasGesamtbildiiber die Diversitat der methanogenen Gemeinschaft und deren
Aktivitéat unter andauernden Stressbedingumg®ie gewonnenen Eitibke erweiterndas Wissen
Uber die stabile Kohlenstoffisotopenfraktionierung und den moglichen Einfluss auf den
Produktionsweg durch die Stressbedingungeme beispielhaft fiir die verringerte Leistungsfahigkeit
(CH-Produktion und die verringerte Anzahh vorhandenen Transkripten von einigen methanogenen
Gruppen gezeigt wurdeDie im Rahmen dervorliegenden Arbeitgemachten Beobachtungen
verdeutlichen aul3erdem, dass bisher werdgriber bekannt isf wie sich die Aktivitat der

Methanogenen unter nicht dpgmalen Bedingungen anpasst

4.4 Ausblick und offene Fragestellungen, geplante Experimente

Durchdie Ergebnisseler vorliegendenArbeit iber den Einfluss von andauernden Stressbedingungen
auf die/ |-Produktion die methanogen@ Abbauwege undlie aktive mkrobielle methanogene
Gemeinschafergaben sicimeue FragenDiesekdnnten Thema zukulnftigérersuche sein:
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Der Einfluss alternative Elektronenakzeptoren auf die initiale Methanogenese, da
anscheinend unter bestimmten Bedingungen Methanogene parallel aktiv s#nek
Ausgeschlossen werden kden die alternativen Elektronekaeptoren in einem Versucin
demdie alternativen Elektromnakzeptoren im Reisfeldboden bereits reduziert vorliegeB,
durch eine anaerobe Vorinkubation und dem anschlieRenden anaerabstnocknen.
Empfehlenswert wére auch die Bestimmudgs Umsates von markierten Methanol oder
methylierter Verbindungen dwh Methanogenebei nicht gefluteten Bdenproben; dies
konnte Aufschluss liefern tber ihren Anteil an der initialen dadgesamten’ | -Produktion

Die Bestimmung der Qualitat der organischen Substrate kdnnte Aufschluss, geébestark
die Methanogene urdgr gednderten Umweltbedingungen von den Produkten der
Fermentation beeinflusst werden.

Es wareferner interessant zu untersucherinwieweit andere funktionelle Gruppen des
anaeroben Abbays auBer der methanogenen Gemeinschafty ihrer Aktivitat und
Produkivitat durch die niedrige Wasserverfugbarkeéeinflussbarsind

Die Bestimmung déeFranskripstabilitét sollte unter verschiedenen Bedingungen, widB. bei
unterschiedlichenWasserverfiuigbarkegn, untersucht werden Moglicherweise variiert die

Stabilitat innerhalb demikrobiellen Gemeinschatind bleibt auf einem Minimum aktiv

108 Seite



Li teraturangaben

Achtnich C, Bak F, Conrad R (1995) Competition for electron donorganitiate reducers, ferric iron
reducers, sulfate reducers, and methanogens in anoxic paddyBsolilFertil Soil49:6572.
doi: 10.1007/BF00336349

Alperin MJ, Blair NE, Albert DB, et al (1992) Factors that control the stable carbon isotopic composition
of methane produced in an anoxic marine sedimé&sibb Biogeochem Cycl@271¢291. doi:
10.1029/92GB01650

Alvarado A, MontafieBlernandez LE, Paladiolina SL, et al (2014) Microbial trophic interactions and
mcrA gene expression in monitoring of anaeroli@esters.Front Microbiol 5:597. doi:
10.3389/fmicb.2014.00597

Anderson KL, Apolinario EE, Sowers KR (2012) Desiccation ageartosgrvival mechanism for the
archaeon Methanosarcina barkeri. Appl Environ Microbiol 78:14731479. doi:
10.1128/AEM.06964 1

Angel R (2010) Methane turnover in desert sdilsctoral Thesis, Philipggniversitat Marburg

Angel R, Claus P, Conrad R (2012) Methanogenic archaea are globally ubiquitous in aerated soils and
become active undewet anoxic conditiondSME $:847862. doi: 10.1038/ismej.2011.141

Angel R, Matthies D, Conrad R (2011) Activation of methanogenesis in arid biological soil crusts despite
the presence of oxygeiLoS ON&e20453. doi: 10.1371/journal.pone.0020453

Aschenbach K, Conrad R, Rehakova K, et al (2013) Methanogens at the top of the world: occurrence
and potential activity of methanogens in newly deglaciated soils in-dligfade cold deserts
in the Western Himalayagront Microbiol:359. doi: 10.3389/frich.2013.00359

Avery GB, Martens CS (1999) Controls on the stable carbon isotopic composition of biogenic methane
produced in a tidal freshwater estaurine sedime@eochim Cosmochim Adi&:107%1082.
doi: 10.1016/S001:6037(98)0031%

Avery GB, ShannonDR White JR, et al (1999) Effect of seasonal changes in the pathways of
methanogenesis on the!*C values of pore water methane in a Michigan peatla@thb
Biogeochem Cycld8:47%,484. doi: 10.1029/1999GB900007

BaptesteE, Brochier C, Boucher Y (2005plirlevel classification of the Archaea: evolution of
methanogenesis and methanogemschaeal:353363.

Barcina I, Lebaron P, Viveego J (1997) Survival of allochthonous bacteria in aquatic systems: a
biological approachFEMS Microbiol Ec88:1¢9. da: 10.1111/j.15746941.1997.tb00385.x

Beales N (2004) Adaptationmiicroorganisms to colcemperaturesweak aid preservativeslow pH,
and csmotic stress: a review. Compr Rev Food Sci Food $4f20. doi: 10.1111/j.1541
4337.2004.tb00057.x

Beckmann Sylanefield M (2014) Acetoclastic methane formation from Eucalyptus detritus in pristine

hydrocarbonrich river sediments byethanosarcinalesFEMS Microbiol Ec80:58%598.
doi: 10.1111/15746941.12418

109| Seite



Belder P, Bouman BAM, Cabangon R, et al (2004) Bffecter-saving irrigation on rice yield and
water use in typical lowland conditions in Asiagric Water Manag65:193;210. doi:
10.1016/j.agwat.2003.09.002

Berger U, Heyer J (1989) Untersuchungen zum Methankreislauf in der BBakc Microbi@9:19%;
213. doi: 10.1002/jobm.3620290402

Biddle JF, Cardman Z, Mendlovitz H, et al (2012) Anaerobic oxidation of methane at different
temperature regimes in Guaymas Basin hydrothermal sedimé8ME 5:10181031. doi:
10.1038/ismej.2011.164

Bitton G (1994) Waswater microbiology. Wiley, New York, US

Blair NE, Boehme SEarterJr WDC (1993)he carbon isotope biogeochemistry of methane production
in anoxic sediments: 1. Field observatiolms Biogeochemistry ajlobal change Springer US,
S 574593

Blair NE, Carter WD (1992) The carbon isotope biogeochemistry of acetate from a methanogenic
marine sediment. Geochim Cosmochim Actéb6:124%¢1258. doi: 10.1016/0016
7037(92)90068/

Blaser M, Conrad R (2016) Stable carbon isotope fractionation as trazamboh cycling in anoxic soll
ecosystemsCurr Opin Biotechndll:122;129. doi: 10.1016/j.copbio.2016.07.001

Boetius A, Ravenschlag K, Schubert CJ, et al (2000) A marine microbial consortium apparently
mediating anaerobic oxidation of methandature407:23¢626. doi: 10.1038/35036572

Borrel G, Adam PS, Gribaldo S (2016) Methanogenesis and theMmagudiahl pathway: an ancient,
versatile, and fragile associatiodenome Biol Evevw114. doi: 10.1093/gbe/evw114

.2NNBf DX hQ¢22tS t 2)Phylogehoik data Isuppo a SventH: drder @ 1 m o
methylotrophic methanogens and provide insights into the evolution of methanogenesis.
Genome Biol Ev6t17693;1780. doi: 10.1093/gbe/evt128

Brambilla E, Djao ODN, Daligault H, et al (2010) Complete genomenseqaf Methanoplanus
petroleariustype strain(SEBR 4847 .13tand Genomic S203. doi: 10.4056/sigs.1183143

Brandt FB (2015) Methanogenesis in phytotelmata: Microbial communities and methane cycling in
bromeliad tanks and leaf axils of oil palrB®cioral Thesis, Philippdniversitat Marburg

Brandt FB, Breidenbach B, Brenzinger K, Conrad R (2014) Impact dékshostorage temperature
on determination of microbial community composition and abundance in aerated forest soll
and anoxic pond sediment sahes. Syst Appl Microbiol 37:570;577. doi:
10.1016/j.syapm.2014.10.007

Brandt FB, Martinson GO, Conrad R (2016) Bromeliad tanks are unique habitats for microbial
communities involved in methane turnoveé?lant Soill¢13. doi: 10.1007/s1116816-29889

Brardt FB, Martinson GO, Pommerenke B, et al (2015) Drying effects on archaeal community
composition and methanogenesis in bromeliad tankEMS Microbiol Ec@1:1-10. doi:
10.1093/femsec/fiu021

Brand WA (1996) High precision isotope ratio monitoring teclesgn mass spectrometry. Mass
SpectronB1:225235.

110| Seite



Breidenbach B (2015) Rice plants, drainage and crop rotation influence the methanogenic community
in rice field soilDoctoral Thesis, Philipggniversitat Marburg

Brioukhanov AL, Netrusov Al (2007) Aerotolerance of strictly anaerobic microorganisms and factors of
defense against oxidative stress review. Appl Biochem Microbio#3:56%582. doi:
10.1134/S0003683807060014

Brown AD (1990Microbial water stress physiology. Principles and perspectioésm Wiley & Sons,
Chichester

Brune A (20@) Methanogens in the digestive tract of termitei (Endo) symbiotic methanogenic
archaea SpringefVerlag, Heidelberg, DE, S&800

Brune A, Friedch M (2000) Microecology of the termite gut: structure and function on a microscale.
Curr Opin Microbi®:263;269. doi: 10.1016/S1368274(00)0008#

Burggraf S, Huber H, Stetter KO (19B@lassification of the crenarchaeal orders and families in
accodance with 16S rRNA sequence datmt J Syst Bacteriod7:65%660. doi:
10.1099/0020771347-3-657

Calow PP (200®iver biota: diversity and dynamick®hn Wiley & Sonblew York, US

Cao H, Zhang W, Wang Y, Qiari 2015) Microbial community changes along the active seepage site
of one cold seep in the Red S&aont Microbiolb:739doi: 10.3389/fmicb.2015.00739

Capone, DG, Kiene RP (1988) Comparison of microbial dynamics in mdrfreshwater sediments:
Contrasts in anaerobic carbon catabolidtimnol Oceanog83:725;749.

Carter MR, Stewart BA (199S)ructure and organic matter storage in agricultural spisl. 8).CRC
PressBoca Raton, Florida

Chao A, Lee-®, Chen TC (1988)ASY SNJ f AT SR D22RQa y 2y LEhMmesy SGiNXO
Journal of Mathematic$6:189199

Chen J, Yin X (2018iratified communities of methanogens in the Jiulong River estuarine sediments,
southern Chinalndian J Microbidb3:432;437. doi: 10.100/612088013-0397-9

Chen YH, Prinn RG (2005) Atmospheric modeling of higid lowfrequency methane observations:
Importance of interannually varying transpodt.Geophys Res Atmospheté9:D010303. doi:
10.1029/2004JD005542

Chidthaisong A, ChinX Valetine DL, Tyler SC (2002) A comparison of isotope fractionation of carbon
and hydrogen from paddy field rice roots and soil bacterial enrichments duringHCO
methanogenesisGeochim Cosmochim Adi&:983;995. doi: 10.1016/S0016037(01)00812
2

Chin KJ, Lueders T, Friedrich MW, et al (2088haeal community structure and pathway of methane
formation on rice rootsMicrob Ecolt7:59%;67. doi: 10.1007/s0024803-20147

Chin KJ, Lukow T, Stubner S, Conrad R (1999) Structure and function of thenmgenic archaeal

community in stable cellulosdegrading enrichment cultures at two different temperatures
(15 and 30°CFEMS Microbiol Ec80:313;326. doi: 10.1111/j.15746941.1999.tb00659.x

111 Seite



ClouetRQh NI f . I t K dgedevabxYPS, Qudnth A2816)RUNIetsal RMiegrading
enzymes in Archaea: Prevalence, activities and functions@ASP ribonucleaseBiochimie
118:278;285. doi: 10.1016/j.biochi.2015.05.021

Conrad R (2005) Quantification of methanogenic pathways using stable carbondssigpatures: a
review and a proposaDrg Geocherf36:73%,752. doi: 10.1016/j.orggeochem.2004.09.006

Conrad R (200'Mlicrobial ecology of methanogens and methanotrophs Advances in Agronomy
Academic Presdew York, USS 163

Conrad R (2009) The gldbmethane cycle: recent advances in understanding the microbial processes
involved.Environ Microbiol Rep:285292. doi: 10.1111/}.1752229.2009.00038.x

Conrad R (2002) Control of microbial methane production in wetland rice fitdNds. Cycl
Agroecosytems64:5969. doi: 10.1023/A:1021178713988

Conrad R (1999) Contribution of hydrogen to methane production and control of hydrogen
concentrations in methanogenic soils and sedimeREMS Microbiol Ec2B:193;202. doi:
10.1111/j.15746941.1999.tb00575.x

Gonrad R, Chan (Claus P, Casper P (2007n/@hterization of methanogenicréhaea and stable
isotope fractionation during methane production in the profundal sediment of an oligotrophic
lake (Lake Stechlin, Germanlimnol Oceanod$2:1393;1406.

Conrad RClaus P (2005) Contribution of methanol to the production of methane aftCitsotopic
signature in anoxic rice field soRiogeochemistryr3:381¢393. doi: 10.1007/s1053604
03669

Conrad R, Claus P, Casper P (2010) Stable isotope fractionatiog ttherimethanogenic degradation
of organic matter in the sediment of an acidic bog lake, Lake Grosse Fuchskuimel
Oceanogh5:1932,1942.

Conrad R, Claus P, Chidthaisong A, et al (2014a) Stable carbon isotope biogeochemistry of propionate
and acetate in methanogenic soils and lake sedimentdrg Geochem73:1¢7. doi:
10.1016/j.orggeochem.2014.03.010

Conrad R, Frenzel P (2003) Flooded SoilEnicyclopedia of Environmental Microbiologghn Wiley
& SonsNew York, US,

Conrad R, Ji Y, Noll M, et al (2014b) Response of the methanogenic microbial communities in
Amazonian oxbow lake sediments to desiccation striesgiron Microbiol6:1682:1694. doi:
10.1111/14622920.12267

Conrad R, Klose M, Claus P (2002) Pathway ofo@Hation in anoxic rice field soil and rice roots
determined by *Gstable isotope fractionation. Chemosphere 47:79%806. doi:
10.1016/S0045535(02)0012@M

Conrad R, Klose M, Lu Y, Chidthaisong A (20&#)anogenic pathway and archaeal communities in
three different anoxic soils amended with rice straw and maize stFa@nt MicrobioB:4. doi:
10.3389/fmicb.2012.00004

Conrad R, Noll M, Claus P, et al (2011) Stable carbon isotope discrimination and microbiology of
methane formation in tropical anoxic leksediments.Biogeosciences:795814. doi:
10.5194/bg8-795-2011

112 Seite



Cowan D, Meyer Q, Stafford W, et al (2005) Metagenomic gene discovery: past, present and future.
TRENDS Biotechr8:321;329. doi: 10.1016/j.tibtech.2005.04.001

Dannenberg S, Wudler J, Conrad R (1997) Agitation of anoxic paddy soil slurries affects the
performance of the methanogenic microbial communiBEMS Microbiol Ec@P:25%263.
doi: 10.1111/j.15746941.1997.tb00378.x

de Angelis MA, Scranton MI (1993) Fattenethane in the Hudson River andteary.Glob Biogeochem
Cycles7:509;523. doi: 10.1029/93GB01636

Degens BP (1998) Decreases in microbial functional diversity do not result in corresponding changes in
decomposition under different moisture conditionSoil Biol Biochen80:198%,2000. doi:
10.1016/S0038717(98)0007%6

de Macario EC, Macario AJL (2003) Stress Response in Bacteria: Heat Shoutyclopedia of
Environmental Microbiologyohn Wiley & Sons, Inblew York, US

Demirel B, Scherer P (2008)€eTroles of acetotrophic and hydrogenotrophic methanogens during
anaerobic conversion of biomass to methane: a revieexr Environ Sci Biotechidal 73;190.
doi: 10.1007/s11150089131-1

De Rosa M, Gambacorta A (1988) The lipids of archaeba®eviglpid Re27:153;175.

Dowell F, Cardman Z, Dasarathy S, et al (2PU&)pbial communities in metharand short chain
alkanerich hydrothermal sediments of Guaymas Baskront Microbiol 7:17. doi:
10.3389/fmicb.2016.00017

Dridi B, Fardeau ML, Ollivier B, et al (202thanomassiliicoccus luminyengisn. nov., sp. nov., a
methanogenic archaeon isolated from human faedesJ Syst Evol Microbie2:1902;1907.
doi: 10.1099/ijs.0.03371P

Dunbar J, Ticknor LO, Kuske CRIPRBylogenetic specificity and reproducibility and new method for
analysis of terminal restriction fragment profiles of 16S rRNA genes from bacterial
communities Appl Environ Microbid7:190;197. doi: 10.1128/AEM.67.1.19(®7.2001

Dzyuba AV, Eliseev AMopkhov Il (2012) Estimates of changes in the rate of methane sink from the
atmosphere under climate warminglzv Atmospheric Ocean Phy&3:332;342. doi:
10.1134/S0001433812020041

Edgar RC (2013) UPARSE: highly accurate OTU sequences from microbial esagkdséat Methods
10:996;998. doi: 10.1038/nmeth.2604

Eme L, Doolittle WF (2015) Archa€aurr BioR5:R85%855. doi: 10.1016/j.cub.2015.05.025

Ettwig KF, Butler MK, Le Paslier D, et al (2010) Ndriten anaerobic methane oxidation by oxygenic
bacteria. Nature464:543548. doi: 10.1038/nature08883

Evguenievddackenberg E, Klug G (2009) RNA degradation in Archaea aneh@&yative bacteria
different from Escherichia coliProg Mol Biol Transl S8b:275%317. doi: 10.1016/S0079
6603(08)0080-6

Felsenstin J (1981) Evolutionary trees from DNA sequences: A maximum likelihood ap@rd4ch.
Evol17:36&;376. doi: 10.1007/BF01734359

113 Seite



Fetzer S, Bak F, Conrad R (1993) Sensitivity of methanogenic bacteria from paddy soil to oxygen and
desiccationFEMS Microbidecoll2:107%115.

Fey A, Claus P, Conrad R (2004) Temporal chandiisbtope signatures and methanogenic
pathways in rice field soil incubated anoxically at different temperatu@esnchim Cosmochim
Acta68:293,306. doi: 10.1016/S0016037(03)00426&

Fiebig K, Gottschalk G (198@gthanogenesis from choline by a coculture of Desulfovibrio sp. and
Methanosarcina barkerAppl Environ Microbi@!5:161¢168.

Fitch WM (1971)Toward defining the course of evolution: minimum change for a specific tree
topology.Syst Bio20:406;416. doi: 10.1093/sysbio/20.4.406

Frenzel P, Bosse U (1996) Methyl fluoride, an inhibitor of methane oxidation and methane production.
FEMS Microbiol EcB1:2536. doi: 10.1111/j.1574941.1996.tb00330.x

Frenzel P, Thebrath Bop@ad R (1990) Oxidation of methane in the oxic surface layer of a deep lake
sediment (Lake Constanc&EMS Microbiol Ec6B8:143;158.

Friedrich MW (2005)a Si Kéf mO2Syl &YS a NBRdzOGFIasS 3ISySay
YSGKIFy23SyAO | v R oxidiyihg ardliadaMeBody B iy KBV &£&442.

Galbally IE, Kirstine W (200Ehe production of methanol by flowering plants and the global cycle of
methanol.J Atmospheric Ched8:195229. doi: 10.1023/A:1020684815474

Galinski EA, Truper HG (1994) Micablbehaviour in salstressed ecosystem&EEMS Microbiol Rev
15:95108. doi: 10.1111/j.15746976.1994.tb00128.x

Gao X, Olapade OA, Leff LG (2005) Comparison of benthic bacterial community composition in nine
streams.Aquat Microb Ecat0:51¢60. doi: 10.384/ame040051

Garcia B, Forterre P (2000) Thermal stress in hyperthermophileBdoterial Stress ResponsASM
Press

Gelwicks JT, Risatti JB, Hayes JM (1994) Carbon isotope effects associated with aceticlastic
methanogenesisAppl Environ Microbid0:467¢472.

Glissman K, ChinX Casper P, Conrad R (2004) Methanogenic pathway and archaeal community
structure in the sediment of eutrophic Lake Dagow: Effect of temperatittierob Ecol
48:389%;399. doi: 10.1007/s0024803-2027-2

Goenrich M, Duin EC, Mahlert F, Thauer RK (2005) Temperature dependence ofcoetizyime M
reductase activity and of the formation of the metlgdenzyme M reductase red2 state
induced by coenzyme B.Biol Inorg Chet0:333;342. doi: 10.1007/s0077605-0636-6

Goevert D, Conrad R (2009) Effect of substrate concentration on carbon isotope fractionation during
acetoclastic methanogenesis Bethanosarcina barke@and M. acetivoransand in rice field
soil. Appl Environ Microbial5:260%;2612. doi: 10.1128/A4.0268008

Gray ND, Miskin IP, Kornilova O, et al (2002) Occurrence and activity of Archaea in aerated activated

sludge wastewater treatment plantEnviron Microbiol4:158;168. doi: 10.1046/j.1462
2920.2002.00280.x

114 Seite



DNATFAGKA wlL3X 2 KABaisy M &003physioldyicabadd/cgndriurity respanses of
established grassland bacterial populations to water strégpgl Environ Microbidd9:696X;
6968. doi: 10.1128/AEM.69.12.696968.2003

Grol3kopf R, Janssen PH, Liesack W (1998) Diversity andiigtroicthe methanogenic community in
anoxic rice paddy soil microcosms as examined by cultivation and direct 16S rRNA gene
sequence retrievalAppl Environ Microbid4:960;969.

Guerra LE1998)Producing more rice with less water from irrigated systeldvd/l 5:24.

Hales BA, Edwards C, Ritchie DA, et al (1996) Isolation and identification of methapegidic DNA
from blanket bog peat by PCR amplification and sequence analys$.Environ Microbiol
62:668,675.

Hallam SJ, Girguis PR, Preston CM, ebaBjdentification of methyl coenzyme M reductaserictA
genes associated with methasidizing archaeappl Environ Microbid@9:5483,5491. doi:
10.1128/AEM.69.9.5483491.2003

Hao LP, LU F, Li L, et al (2012) Shift of pathways during initiatibrraidphilic methanogenesis at
different initial pH.Bioresour Techndl26:41&424. doi: 10.1016/j.biortech.2011.12.072

Harde H (2011)Was tragt C® wirklich zur globalen Erwarmung bei?: Spektroskopischen
Untersuchungen und Modellrechnungen zum Einfluss w@n @@, CH und Q auf unser
Klima BoD¢ Books on Demand

Haroon MF, Hu S, Shi Y, et al (2013) Anaerobic oxidation of methane coupled toredtation in a
novel archaeal lineag®ature500:56¢570. doi: 10.1038/nature12375

Harris JE (1987%pontaneous disaggregation dethanosarcina mazeB56 and its use in the
development of genetic techniques fistethanosarcina sppAppl Environ Microbidd3:250(@;
2504.

Hartmann A, Schmid M, Tuinen D van, Berg G (2009)-éhiaen selection of microbeflant Soil
321:23%257. doi: 10.1007/s1110@08-9814y

Henckel T, Jackel U, Conrad R (2001) Vertical distribution of the methanotrophic community after
drainage of rice field soil.FEMS Microbiol EcoB4:27%291. doi: 10.1111/j.1574
6941.2001.tb00778.x

Hoffmann RA, Garcia ML, Veskivar M, et al (2008) Effect of shear on performance and microbial ecology
of continuously stirred anaerobic digesters treatingaali manureBiotechnol Bioen$j00:38;
48. doi: 10.1002/bit.21730

HoyosSantillan J, Lomax BH, Large D, et al (2016) Quality not quantity: Organic matter composition
controls of C@and CHfluxes in neotropical peat profile§oil Biol Biocher03:86;96. da:
10.1016/j.s0ilbio.2016.08.017

Hunger S, Schmidt O, Hilgarth M, et al (2011) Competing fornzaté carbon dioxideitilizing
prokaryotes in an anoxic methasenitting fen soil Appl Environ Microbi@l7:3773;3785. doi:
10.1128/AEM.002841

Hunkeler D, Gdscheider N, Rossi P, Burn C (20B@gzonosen im Grundwasser: Grundlagen und
Methoden der Charakterisierung von mikrobiellen Gemeinscha@temdesamt fur Umwelt

115| Seite



Itoh M, Ohte N, Koba K, et al (2008) Analysis of methane production pathways in a riparian wetland of
a temperate forest catchment, using®*C of pore water CHand CQ. J Geophys Res
Biogeosciences13:G03005. doi: 10.1029/2007JG000647

WEo02Za1 A0T{ =t w2 R&pAal SgA Ol a oOoHnmMpL aSGKIFy23Sy
physiological and biochemical characteristitg. J Syst Evol Microbiéb:136@;1368. doi:
10.1099/ijs.0.000065

Jackel U, Schnell S, Conrad R (2001) Effect of moisture, texture andasggieg of paddy soil on
production and consumption of GHSoil Biol Biochen33:965%971. doi: 10.1016/S0038
0717(00)00248®

Janssen PH, Kirs M (2008) Structure of the archaeal community of the rAp@rEnviron Microbiol
74:361%,3625. doi: 10.1128/AENI281207

Javor B (1989MHypersaline environments: microbiology and biogeochemiSpyinger Science &
Business Media

Jiang N, Wang Y, Dong X (200@@thanol as the primary methanogenic and acetogenic precursor in
the cold Zoige wetland at Tibetan plateddicrob Eco60:206;213. doi: 10.1007/s0024809
96020

Joulian C, Ollivier B, NeuelH Roger PA (1996) Microbiological aspects of methane emission by a
ricefield soil from the Camargue (France): 1. Methanogenesis and related micr&flwra Soil
Biol32:61¢70.

Kato S, Chino K, Kamimura N, et al (2015) Methanogenic degradation ctlkgivied monoaromatic
compounds by microbial enrichments from rice paddy field s&ti Rep5. doi:
10.1038/srepl14295

Kato S, Sasaki K, Watanabe K, et al (2®)siologcal and transcriptomic analyses of the
thermophilic, aceticlastic methanogeMethanosaeta thermophilaesponding to ammonia
stress Microbes Enviro29:162;167. doi: 10.1264/jsme2.ME14021

Keiblinger KM, Wilhartitz IC, Schneider T,|gR812) Soimetaproteomicsg comparative evaluation
of protein extraction protocolsSoil Biol Bioche®4:14¢24. doi: 10.1016/j.s0ilbio.2012.05.014

Ke X, Lu Y, Conrad R (2014) Different behaviour of methanogenic archaBsaantarchaeotan rice
field microcosms. FEMS Microbiol Ecol 8228 doi: 10.1111/15746941.12188

Klappenbach JA, Saxman PR, Cole JR, Schmidt TM (@@bl)the ribosomal RNA operoropy
numberdatabase Nucleic Acids R&9:181184.doi: 10.1093/nar/29.1.181

KleberH-P, Seim H, Aurich H, Strack E (1977) Verwertung von Trimethylammoniumverbindungen
durchAcinetobacter calcoaceticuarch Microbioll12:20%206. doi: 10.1007/BF00429336

Kogure K, Wada M (2005) Impacts of macrobenthic bioturbation in marine sedimenaaberibl
metabolic activityMicrobes Enviro20:191¢199.

Kolb S (2009) Aerobic metharmtidizing Bacteria in soiFEMS Microbiol Let800:1¢10. doi:
10.1111/j.15746968.2009.01681.x

116] Seite



Kotelnikova S, Macario AJL, Pedersen K (1BBfhanobacteriumsubterraneumsp. nov., a new
alkaliphilic, eurythermic and halotolerant methanogen isolated from deep granitic
groundwater.Int J Syst BacteridB:35%367. doi: 10.1099/002077188-2-357

Y2dzo 2@t !'S D20SNYyIl aX ~AYS| abiseSaandrain méthamgensd 9 F TS
in a cattleimpacted soil: A microcosm studyEur J Soil Biol48:3%40. doi:
10.1016/j.ejsobi.2011.09.007

Kraus D, Weller S, Klatt S, et al (2014) A new LandscapeDNDC biogeochemical module to predict CH
and NO emissions fnm lowland rice and upland cropping systerR$ant Soil386:125-149,
doi: 10.1007/s1110014-2255x

Kriger M, Eller G, Conrad R, Frenzel P (2002) Seasonal variation in pathwaysrod@iton and in
CH oxidation in rice fields determined by stable canbisotopes and specific inhibitor&lob
Change Bid8:265280. doi: 10.1046/].1362486.2002.00476.x

Krummen M, Hilkert AW, Juchelka D, et al (2004) A new concept for isotope ratio monitoring liquid
chromatography/mass spectrometnRapid Commun Mass Spem 18:226@2266. doi:
10.1002/rcm.1620

Kuivila KM, Murray JW, Devol AH, et al (1988) Methane cycling in the sediments of Lake Washington.
Limnol Oceanod83:571¢581.

Lange M, Ahring BK (2001) A comprehensive study into the molecular methodology andlamnolec
biology of methanogenic Archae&EMS Microbiol Re®5:553;571. doi: 10.1111/j.1574
6976.2001.tb00591 .x

[Fy3 Y o6vHnmn0 S5AGSNRERAGEI dzZ ( NIMethaNdpesindzs = H KR O2
seventh order of methanogens.

Langworthy TA, Pond. {1986) Archaebacterial ether lipids and chemotaxonomy. Syst Appl Microbiol
7:253%;257. doi: 10.1016/S0723020(86)8001%

Lansdown JM, Quay PD, King SL (1992piGHuction via Cexeduction in a temperate bog: A source
of ¥Gdepleted ChH Geochim Cosnohim Acta 56:3493%3503. doi: 10.1016/0016
7037(92)90393V

Lemke TyanAlen T, Hackstein JHP, Brune A (2001) énoitiselial hydrogen transfer from the midgut
compartment drives methanogenesis in the hindgut of cockroachAppl Environ Microblo
67:465%4661. doi: 10.1128/AEM.67.10.464561.2001

Le Quéreé C, Moriarty R, Andrew RM, et al (2015) Global Carbon Budgetafih5syst Sci Data34%;
396. doi: 10.5194/ess@-349-2015

[ QI F NAR2Y {Z [/ KIf2LAY M&hadodéc@déd\Ricaspznow, 2 Mdrikey [ O H
methylotrophic methanogen that uses betaine, choline and -dijNethylethanolamine for
methanogenesis, isolated from a mud volcano, and emended description of the genus
Methanococcoidednt J Syst Evol Microb®4:197&;1983. doi: 10.199/ijs.0.0582890

Li C, Qiu J, Frolking S, et al (2002) Reduced methane emissions froscédegehanges in water

YEYEASYSyid 2F / KAYIl Q&c2080k GeBphysIRed R ARG PO72.R00INA Y I ™
10.1029/2002GL015370

117| Seite



Lins P, lllmer P (2012) Effectsofatile fatty acids, ammonium and agitation on thermophilic methane
production from biogas plant sludge in labale experiments:olia Microbiob7:313;316. doi:
10.1007/s1222312-01327

Liu WT, Marsh TL, Cheng H, Forney LJ (1997) Characterizatiaraffiahidiversity by determining
terminal restriction fragment length polymorphisms of genes encoding 16S ¥RIgAENViron
Microbiol63:4516;4522.

Lovley DR, Klug MJ (1983¢thanogenesis from methanol and methylamines and acetogenesis from
hydrogen andcarbon dioxide in the sediments of a eutrophic lak@pl Environ Microbiol
45:131@;1315.

Ludwig W, Strunk O, Westram R, et al (2004) ARB: a software environment for sequenbidaia.
Acids Re82:1363;1371. doi: 10.1093/nar/gkh293

LuedersT,ChinK,2 Yy N R wX CNASRNAOK a ounnamoO a2z2fSOdz I NJ |
h1t & dzo dmfA genes in rice field soil and enrichment cultures reveal the methanogenic
phenotype of a novel archaeal lineadgenviron MicrobioB:194;204. doi: 10.1046/j.1462
2920.2001.00179.x

Lueders T, Friedrich M (2000) Archaeal population dynamics during sequential reduction processes in
rice field soil Appl Environ Microbid6:2732;2742. doi: 10.1128/AEM.66.7.272242.2000

Luton PE, Wayne JM, Sharp RJ, Riley PW (Z6@2)crAgene as an alternative to 16S rRNA in the
phylogenetic analysis of methanogen populations in laniikrobiol 148:352%,3530.

LO Z, Lu Y (2012 ethanocella conradiisp. nov., a thermophilic, obligate hydrogenotrophic
methanogen, isolated from Hhhese rice field soil. PLoS ONE7:€35279. doi:
10.1371/journal.pone.0035279

Mach V, Blaser MB, Claus P, et al (2015) Methane production potentials, pathways, and communities
of methanogens in vertical sediment profiles of river Sitkaont Microbiol 6. doi:
10.3389/fmich.2015.00506

Maclean JLDaweDW (2002)Rice almanac: Source book for the most important economic activity on
earth. Int. Rice Res. Inst.

Madigan MT, Mdinko JM, Dunlap PV, Clark DP (20B&)ckBiology ofmicroorganisms, 12. edn.
International Microbiologyl11:65-73

Ma K, Conrad R, Lu Y (2012) Responses of methanug@genes and their transcripts to an alternate
dry/wet cycle of paddy field solppl Environ Microbidl8:445,454. doi: 10.1128/AEM.06934
11

Ma K, Conrad R, Lu ¥043) Dry/wet cycles change the activity and population dynamics of
methanotrophs in rice field soil. Appl Environ Microbiol 79:4932,4939. doi:
10.1128/AEM.0085Q.3

Ma K, Lu Y (2011) Regulation of microbial methane production and oxidation by interrdiémge
in rice field soilFEMS Microbiol Ec8b:446;456. doi: 10.1111/j.1574941.2010.01018.x

Mambani B, Datta SKD, Redulla CA (1990) Soil physical behaviour and crop responses to tillage in
lowland rice soils of varying clay conteRtant Soill26:227¢235. doi: 10.1007/BF00012826

118| Seite



Maquat LE, Arraiano C (20@8INA Turnover in Bacteria, Archaea and Organdlesdemic Press

Marcon E, Hérault B (2015) entropart: An R Package to Measure and Partition DiveBs#ty Softw
67:i08. doi: 10.18637/jss.v06i08

Margesin R, Schinner F (2001) Potential of halotolerant and halophilic microorganisms for
biotechnology Extremophile$:73¢83. doi: 10.1007/s007920100184

Martin K, Allgaier C (2010kologie der Biozonos@&pringe#Verlag

Matin A (2001) Stregsgesponse in bcteria. InEncyclopedia of environmental microbiologyhn Wiley
& Sons, Inc.,

Mayerhofer LE, Macario AJ, Macario EC de (1992) Lamina, a novel multicellular form of
Methanosarcina mazes-6. J Bacteriol 74:30%,314.

Mayer HP, Conrad R (I®9Factors influencing the population of methanogenic bacteria and the
initiation of methane production upon flooding of paddy sBIEMS Microbiol Ec61103;111.
doi: 10.1111/j.15746968.1990.tb03930.x

McMurdie PJ, Holmes S (2013) phylosan: R packagéor reproducible interactive analysis and
graphics of microbiome census daRloS oné:e61217. doi: 10.1371/journal.pone.0061217

Merkl R (2015Bioinformatik: Grundlagen, Algorithmen, Anwendungishn Wiley & Sons

Metzker ML (2010) Sequencing technoksgi the next generationNat Rev Genet1:31¢46. doi:
10.1038/nrg2626

Meyer D, Zeileis A, Hornik K (2006) Sinecplot famework:visualizingmulti-way contingencytables
with ved.J Stat Softwdoi: 10.18637/jss.v017.i03

Mondav R, Woodcroft BJ, KirHE et al (2014) Discovery of a novel methanogen prevalent in thawing
permafrost.Nat Commurb. doi: 10.1038/ncomms4212

Mori K, Maruyama A, Urabe T, et al (20@8rhaeoglobus infectusp. nov., a novel thermophilic,
chemolithdheterotrophic archaeon isolated from a despa rock collected at Suiyo
Seamount, 1zBonin Arc, western Pacific Ocednt J Syst Evol MicrobibB:813;816. doi:
10.1099/ijs.0.6542D

Nakagawa F, Yoshida N, Sugimoto A, et al (2002) Stable isotope awzhmraoih compositions of
methane emitted from tropical rice paddies and swamps in Southern Thailand.
Biogeochemistr$1:1¢19. doi: 10.1023/A:1020270032512

Neue HU, Roger PA (199Rice agriculture: factors controlling emissiolrsAtmospheric Methane
Souces, Sinks, and Role in Global Chaggeinger Berlin Heidelberg, S 2398

Nicholson M, Evans P, Joblin K (2007) Analysis of methanogen diversity in the rumen using temporal
temperature gradient gel electrophoresis: identification of uncultured methamsgMicrob
Ecol54:14%150. doi: 10.1007/s0024806-91821

Nobu MK, Narihiro T, Kuroda K, et al (2016) Chasing the eksiyarchaeotalass WSA2: genomes
reveal a uniquely fastidious methgdducing methanogertSME Jdoi: 10.1038/ismej.2016.33

119| Seite



Nolling J, Pihl TD, Vriesema A, Reeve JN (1995) Organization and growthd@bhesgent
transcription of methane genes in two regions of thé/ethanobacterium
thermoautotrophicumgenome.J Bacteriol 77:246@2468.

Nisslein B, Conrad R (2000) Methane productiorSidzii N2 LKA O [ 1S tfdzaaasSs

temperature effect and metabolic processes in the profundal sedimargh Fir Hydrobiol
149:59%623.

Nusslein B, Eckert W, Conrad R (2003) Stable isotope biogeochemistry of methane formation in
profundal sedimets of Lake Kinneret (Israebimnol Oceanog48:143%;1446.

Oksanen J, Blanchet FG, Friendly M, et al (2016) vegan: Community Ecology Package.

Oren A (2008) Microbial life at high salt concentrations: phylogenetic and metabolic divBeditye
Syst4:2.doi: 10.1186/174614484-2

Oren A (2011) Thermodynamic limits to microbial life at high salt concentratongron Microbiol
13:19081923. doi: 10.1111/j.1462920.2010.02365.x

OrtizLlorente MJ, Alvare€obelas M (2012) Comparison of biogenic methane emissions from
unmanaged estuaries, lakes, oceans, rivers and wetlafstisos Envirorb9:328;337. doi:
10.1016/j.atmosenv.2012.05.031

Padmasiri S, Zhang J, Fitch M, et al (200Th&@genic population dynamics and performance of an
anaerobic membrane bioreactor (AnMBR) treating swine manure under high shear conditions.
Water Re#11:134;144. doi: 10.1016/j.watres.2006.09.021

Pasche N, Schmid M, Vazquez F, et al (2011) Methane scamdesinks in Lake KiuGeophys Res
Biogeosciencekl16:G03006. doi: 10.1029/2011JG001690

tldZ YI b2y2K Wh3I a AMetmndplasmatdleX §herMdpigstataleselatedn m H 0
archaea in termite guts and other environments, are the seventh aoflerethanogensAppl
Environ Microbio¥8:824%8253. doi: 10.1128/AEM.021912

Penger JS (2012) Einflusse auf die Kohlenstoffisotopenfraktionierung in methanogenen Systemen.
Doctoral Thesis, Philippgniversitat Marburg

Peng J, LU Z, Rui J, Lu Y (2D§Bmics of the methanogenic archaeal community during plant residue
decomposition in an anoxic rice field sof\ppl Environ Microbiolf4:2894,2901. doi:
10.1128/AEM.000708

Penning H (2005) Fraktionierung stabiler Isotope durch anaerobe Bodenmikroorgan3oatoral
Thesis, PhilippBniversitat Marburg

Penning H, Conrad R (2007) Quantification of carbon flow from stable isotope fractionation in rice field
soils with different organic matter content.Org Geochem 38:205&2069. doi:
10.1016/j.orggeochem.20008.004

Pernthaler J (2013) Freshwater microbmenunities. InThe ProkaryotesSpringer Berlin Heidelberg,
S 9%112

Perreault NN, Andersen DT, Pollard WH, et al (2007) Characterization of the prokaryotic diversity in
cold saline perennial springs of tl@anadian High Arctid\ppl Environ Microbiof3:153%;
1543. doi: 10.1128/AEM.017Z%

120| Seite

a



Pester M, Schleper C, Wagner M (2011) Thaumarchaeotaan emerging view of their phylogeny
and ecophysiologyCurr Opin Microbidl4:30@;306. doi: 10.1016/j.mib.201140007

Peters V, Conrad R (1995) Methanogenic and other strictly anaerobic bacteria in desert soil and other
oxic soilsAppl Environ Microbi@1:1673;1676.

Pihl TD, Sharma S, Reeve JN (1994) Growth julesndent transcription of the genes that encode
the two methyl coenzyme M reductase isoenzymes and - N5
methyltetrahydromethanopterin:coenzyme M methyltransferase Methanobacterium
thermoautotrophicunmdelta H.J Bacteriol 76:6384,6391.

Pledl P (2014) Stabilitat vancrATranskripten im ReisfeldbodeBadelorarbeit, Marburg

Pratscher J, Dumont MG, Conrad R (2011) Ammonia oxidation coupled fi@afion by archaea and
bacteria in an agricultural soil. Proc Natl Acad Scil08:417@4175. doi:
10.1073/pnas.1010981108

Proctor LM, Lai R, Gunsalus RP (1997) The methanogenic ardiag@mosarcina thermophildM-
1 possesses a higtffinity glycine betaine transporter involved in osmotic adaptatiéppl
Environ Microbiob3:2252;2257.

Pump J (2012 Carbon translocation @ahmethane emission in flooded rice microcosms with a
manipulated root microbiomeDoctoral Thesis, Philipggniversitat Marburg

Pump J, Conrad R2014) Rice biomass production and carbon cycling®38Q pulselabeled
microcosms with different soils undesubmerged conditionsPlant Soil384:213;229. doi:
10.1007/s11104€14-2201-y

Raghoebarsing AA, Pol A, van de-Belsoonen KT, et al (2006) A microbial consortium couples
anaerobic methane oxidation to denitrification. Nature 440:91&921. doi:
10.1038/natue04617

Raich JW, Tufekciogul A (2000) Vegetation and soil respiration: Correlations and controls.
Biogeochemistry8:71¢90. doi: 10.1023/A:1006112000616

Ramakrishnan B, Lueders T, Dunfield PF, et al (2001) Archaeal community structures in rice soils from
different geographical regions before and after initiation of methane productiBEMS
Microbiol EcoB7:175,186. doi: 10.1111/j.1574941.2001.tb00865.x

Ratering S, Conrad R (1998) Effects of steonh drainage and aeration on the production of methane
in submerged rice soiGlob Change Bidt397407. doi: 10.1046/j.1362486.1998.00162.x

Rauhut R, Klug G (1999) mRNA degradation in back&tlS Microbiol R&8:353;370.

Reeve JN, Nolling J, Morgan RM, Smith DR (1997) Methanogenesis: genes, genomds,Zatia 2 Yy
first? J Bacteriol 79:597%5986.

Reeves DW (1997) The role of soil organic matter in maintaining soil quality in continuous cropping
systemsSoil Tillage Re#3:131;167. doi: 10.1016/S0167987(97)00038

Rejesus RM, Palis FG, Rodriguez DG#,(2011) Impact of the alternate wetting and drying (AWD)

water-saving irrigation technique: Evidence from rice producers in the Philipgtoesl Policy
36:28@;288. doi: 10.1016/j.foodpol.2010.11.026

121 Seite



Rimbault A, Niel P, Virelizier H, et al (1988)ethionine, a precursor of trace methane in some
proteolytic clostridiaAppl Environ Microbid@4:158%1586.

Robinson PM, Roberts MF (1997) Effects of osmolyte precursors on the distribution of compatible
solutes inMethanohalophilus portucalensi&ppl Envion Microbiol63:4032;4038.

Rojas C, Fang S, Uhlenhut F, et al (2010) Stirring and biomass starter influences the anaerobic digestion
of different substrates for biogas productionEng Life Scil0:33%347. doi:
10.1002/elsc.200900107

Rotaru AE, Shrestha PM, Liu F, et al (2014) Dirgetrspecies electron transfer betwedbeobacter
metallireducensand Methanosarcina barkeriAppl Environ Microbio80:459%;4605. doi:
10.1128/AEM.008984

Roy R, Kliber HD, Conrad R (1997) Early iaitiafimethane production in anoxic rice soil despite the
presence of oxidants. FEMS Microbiol Ecol24:311320. doi: 10.1111/j.1574
6941.1997.tb00448.x

Sakai S, Ehara M, Tsen@,let al (2011aMethanolinea mesophilap. nov., a hydrogenotrophic
methanogen isolated from rice field soil, and proposal of the archaeal family
Methanoregulaceadam. nov. within the ordeMethanomicrobialesint J Syst Evol Microbiol
62:138%;1395. doi: 10.1099/ijs.0.035043

Sakai S, Imachi H, Hanada S, et al (2Mhanocellapaludicolagen. nov., sp. nov., a methane
LINE RdzOAy 3 I NOKIFS2y> GKS FANRG Aaz2fl 4SS 2F GKS
archaeal orderMethanocellalesord. nov. Int J Syst Evol Microbid8:92%936. doi:
10.1099/ijs.0.6557D

Sakai S, TakaY, Shimamura S, et al (2011b) Genome sequence of a mesophilic hydrogenotrophic
methanogen Methanocella paludicolathe first cultivated representative of the order
MethanocellalesPLoS ON&e22898. doi: 10.1371/journal.pone.0022898

Sarkar D (2008)atiice: multivariate data visualization with Bpringer Science & Business Mebliaw
York, US

Scavino AF, Ji Y, Pump J, et al (2013) Structure and function of the methanogenic microbial
communities in Uruguayan soils shifted between pasture and irrigaita fields. Environ
Microbiol15:258&2602. doi: 10.1111/1462920.12161

Schink B, Stams AJM (2006) Syntrophism among Prokaryot&hel®rokaryotes3. edn. Springer,
New York, US, S 3(885

Schnell S, King GM (19%¢sponses of methanotrophic activitysoils and cultures to water stress
Appl Environ Microbid2:3203;3209.

Schroeder D (1992) Bodenkunde in Stichworten. Borntradggntin/Stuttgart
Seviour RJ, Blackall LL (198183 microbiology of activated sluddgpringer Science & Business Media

Sha C, Mitsch WJ, Mander U, et al (2011) Methane emissions from freshwater riverine weilamids.
Eng37:16524. doi: 10.1016/j.ecoleng.2010.07.022

Shao &C, Deng S, Liu N, et al (2014) Effects of controlled irrigation and drainage on growth, grain yield
and water use in paddy ricEur J Agrob3:1¢9. doi: 10.1016/j.eja.2013.10.005

122 Seite



Sigee D (2005) Biodiversity and dynamic interactions of microorganisms in the aquatic environment.
Freshwater Mocrobiologyohn Wiley & Sons

Simpson GL, Team RC, Bates DMakks J (2016) permute: Functions for Generating Restricted
Permutations of Data.

Singh N, Kendall MM, Liu Y, Boone DR (2005) Isolation and characterization of methylotrophic
methanogens from anoxic marine sediments in Skan Bay, Alaska: description of
Methanococcoides alaskensp. nov., and emended description idiethanosarcina baltica
Int J Syst Evol Microbib:253%2538. doi: 10.1099/ijs.0.63886

Soni SK (200Ricrobes: a source of energy for 21st centiNgw India Publishing, S 27209

Springer ESachdviS,WoeseCRBooneDR (1995Partial gene sequences for the A subunit of methyl
coenzyme M reductasencrA as a phylogenetic tool for the famNjethanosarcinaceadnt J
Syst Evol Microbidl5:554;559. doi: 10.1099/002077185-3-554

Stams AJM, Plugge CM (2009) Electron transfer in syntrophic communities of anaerobic bacteria and
archaeaNat Rev Microbiol:568;577. doi: 10.1038/nrmicro2166

Steinberg LM, Regan JM (2008) Phylogenetic comparison of the methanogenic communities from an
acidic, oligotrophic fen and an anaerobic digester treating municipal wastewater slagge.
Environ Microbiof4:6663,6671. doi: 10.1128/AEM.00558B

Storz GT, Henggironis R (200acterial stress responsdsSM Press

Stroot PG, McMahon KD, Mackie Raskin L (2001) Anaerobic codigestion of municipal solid waste
and biosolids under various mixing conditions digester performancéVater Res35:1804;
1816. doi: 10.1016/S004B8354(00)0043%

Sugimoto A, Wada E (1993) Carbon isotopic composition of lecteethane in a soil incubation
experiment: Contributions of acetate and &€& Geochim Cosmochim AcE:40154027.
doi: 10.1016/00167037(93)90356

Tabbal DF, Bouman BAM, Bhuiyan SI, et al (200Zar@nstrategies for reducing water input in
irrigated rice; case studies in the Philippinesgric Water Manag56:93112. doi:
10.1016/S0378774(02)000070

Tang J, Zhuang L, Ma J, et al (2016) Secondary Mineralization of Ferrihydrite Affect Microbial
Methanogenesis in Geobacter/MethanosarcinaCocultures. Appl Environ Microbiol
AEM.0151216. doi: 10.1128/AEM.015176

Thauer RK (1998) Biochemistry of methanogenesis: a tribute to Marjory Stephenson:1998 Marjory
Stephenson Prize Lectufdicrobiology144:237%2406. doi: 10.1099/0022128¥44-9-2377

Thauer RK, Ister AK, Seedorf H, et al (2008) Methanogenic archaea: ecologically relevant differences
in energy conservatiorNat Rev Microbidb:579;591. doi: 10.1038/nrmicro1931

Tuong TP, Bouman B a. M, Mortimer M (2005) More rice, less waketegrated approaches for

increasing water productivity in irrigated ric&sed systems in Asidlant Prod S@&:231¢241.
doi: 10.1626/pps.8.231

123 Seite



Tyler SC, Bilek RS, Sass RL, Fisher FM) [48%iane oxidation and pathways of production in a Texas
paddy field deduced from measurements of flufC, and D of Cll Glob Biogeochem Cycles
11:323;348. doi: 10.1029/97GB01624

Ueki A, Ono K, Tsuchiya A, Ueki K (1997) Survival of methanogens in airdried paddy field soil and their
heat tolerance Water Sci Techn86:51%522. doi: 10.1016/S0278223(97)00565

Vakhlu J, Sudan AK, Johri BN (2008) Metagenoiuiase of microbial gne mininglndian J Microbiol
48:202;215. doi: 10.1007/s1208808-00332

Valentine DL, Chidthaisong A, Rice A, et al (2004) Carbon and hydrogen isotope fractionation by
moderately thermophilic methanogensGeochim Cosmochim Acté8:157%1590. doi:
10.1016j.gca.2003.10.012

Vavilin V a., Angelidaki |1 (2005) Anaerobic degradation of solid material: Importance of initiation
centers for methanogenesis, mixing intensity, and 2D distributed mdietechnol Bioeng
89:113122. doi: 10.1002/bit.20323

Vriezen JA@ruijn FJ de, Nisslein K (2007) Responses of rhizobia to desiccation in relation to osmotic
stress, oxygen, and temperature Appl Environ Microbiol 73:345%3459. doi:
10.1128/AEM.029906

Wagner D, Schirmack J, Ganzert L, et al (2BtE3hanosarcina soliglidi sp. nov., a desiccation and
freezethaw resistant methanogenic archaeon isolated from a Siberian permadiftestted
soil. Int J Syst Evol MicrobiB:29862991 doi: 10.1099/ijs.0.046568

Wang JS, Logan JA, McElroy MB, et al (2004 am8del anlysis of the slowdown and interannual
variability in the methane growth rate from 1988 to 19%1ob Biogeochem CyclE3:GB3011.
doi: 10.1029/2003GB002180

Watanabe T, Kimura M, Asakawa S (2009) Distinct members of a stable methanogenic archaeal
communitytranscribemcrAgenes under flooded and drained conditions in Japanese paddy
field soil.Soil Biol Bioched1:276;285. doi: 10.1016/j.s0ilbio.2008.10.025

Watkins AJ, Roussel EG, Parkes RJ, Sass HEB@149 betaine as a direct substrate for methanogens
(Methanococcoides sppAppl Environ Microbid0:28%;293. doi: 10.1128/AEM.030783

Watkins AJ, Roussel EG, Websteretzal (2012) Choline and Ndimethylethanolamine aglirect
substrates for nethanogensAppl Environ Microbial8:829&8303. doi: 10.128/AEM.019441
12

Weller S, Kraus D, Ayag KRP, et al (2014) Methane and nitrous oxide emissions from rice and maize
production in diversified rice cropping systemNutr Cycl AgroecosystemB;17. doi:
10.1007/s1070514-96581

Wilkins D, Lu X, Shen Z, el (2015) Pyrosequencing oicrAand archaeal 16S rRNA genes reveals
diversity and substrate preferences of methanogen communities in anaerobic digespats
Environ Microbio81:604;613. doi: 10.1128/AEM.025664

Winfrey MR, Nelson DR, Klevickis SC, Zeikus JG (1977) Association of hydrogen metabolism with
methanogenesis in Lake Mendota sedimewtppl Environ Microbid3:312;318.

Wu L, Ma K, Li Q, et al (20@@mposition of archaeal community in a paddy fielciscted by rice
cultivar and N fertilizerMicrob Ecob8:8193;826. doi: 10.1007/s0024809-9554-4

124 Seite



Wu XL, Chin K, Conrad R (2002) Effect of temperature stress on structure and function of the
methanogenic archaeal community in a rice field $elHMS Mirobiol EcoB9:211¢218. doi:
10.1111/j.15746941.2002.tb00923.x

Yamamoto K, Tamaki H, Cad@airoz H, et al (20143omplete genome sequence of Methanoregula
formicica SMSPT, a mesophilic hydrogenotrophic methanogen isolated from a methanogenic
upflow araerobic sludge blanket reactor Genome Announc2:e0087@14. doi:
10.1128/genomeA.008704

Yang S, Liebner S, Alawi M, et al (2014) Taxonomic database aitivaltie for processingicrAgene
454 pyrosequencing data by MOTHURL Microbiol Methods 103:35. doi:
10.1016/j.mimet.2014.05.006

Yao H, Conrad R (1999) Thermodynamics of methane production in different rice paddy soils from
China, the Philippines and Itaisoil Biol BiochenB81:463;473. doi: 10.1016/S0038
0717(98)00152

Yao H, Conrad R, WassmanmBye HU (1999) Effect of soil characteristics on sequential reduction
and methane production in sixteen rice paddy soils from China, the Philippines, and ltaly.
Biogeochemistry7:263;295. doi: 10.1007/BF00992910

Ye Y, Liang X, Chen Y, et al (2013) Alterwvetting and drying irrigation and controlledlease
nitrogen fertilizer in lateseason rice. Effects on dry matter accumulation, yield, water and
nitrogen useField Crops Rd<14:212;224. doi: 10.1016/j.fcr.2012.12.003

Yuan Q, Pump J, Conrad R (2(8#aw application in paddy soil enhances methane production also
from other carbon source®iogeosciencekl:23%246. doi: 10.5194/bg 1-237-2014

Yuan Y, Conrad R, Lu Y (2011) Transcriptional response of methamoggenes to oxygen exposure
of rice feld soil.Environ Microbiol Rep:32(0;328. doi: 10.1111/j.1758229.2010.00228.x

Zeleke J, Sheng Q, Wanr@,Jet al (2013) Effects 8partina alternifloranvasion on the communities
of methanogens and sulfateeducing bacteria in estuarine marsh sedirtgeifrront Microbiol.
doi: 10.3389/fmich.2013.00243

Zhang G, Tian J, Jiang N, et al (2008) Methanogen community in Zoige wetland of Tibetan plateau and
phenotypic characterization of a dominant uncultured methanogen cluster. E@viron
Microbiol 10:185@;1860. doi: 10.1111/j.1462920.2008.01606.x

Zhou J, He Z, Yang Y, et al (2Bighthroughput metagenomic technologies for complex microbial
community analysis: open and closed formaisia doi: 10.1128/mBi0.0228&4

Zhu C, Zhang J, Tang Y, et al (200grsity of methanogenic archaea in a biogas reactor fed with
swine feces as the morsubstrate by mcrA analysis. Microbiol Res166:27%35. doi:
10.1016/j.micres.2010.01.004

Zhu G, Jetten MSM, Kuschk P, et al (2010) Potential roles of anaerobic ammonium and methane
oxidation in the nitrogen cycle of wetland ecosysteppl Microbiol Biotechn@®6:1043;
1055. doi: 10.1007/s0025310-2451-4

Zinder SH (1993) Physiological Ecology of Methanogendleitftanogenesis: Ecology, Physiology,
Biochemistry & Genetic€hapmann & Hall, London, GB, SCP¥B

125| Seite



Zhang W, Culley D, Nie L, Brockman F (2006) DNA microarray analysis of ahdetftdmosarana
barkerireveals responses to heat shock and air exposiited Microbiol Biotechn8B:784;
790. doi: 10.1007/s1029606-0114-3

126] Seite



Erg@nZdaenfda mati onen

Methanogenic potential

25 T
8 L
1
. all EAY
5 20 5
= = I
po) o 6 ]
m m
+ 15 « 5
N N
> > ~
s X 4 «0 S NHTk
— 10 — 0 SNBAC
- _ 3
2
5 —
. L
aAyAY
0 FREEA 0
0 11 22 33 44 55 66 77 0 11 22 33 44 5 66 77 _]
time (d) time (d)
—15% —8—-30% 40%  ——wmp: | HEO R HAQ DR
—%—50% —%—60% —©—70%  —»—pE: /[ %@ x: |/ oo w: |/
85% ——100% —6—100% y P2/ He—avn sE: OO JE:

Abbildung 61: Methanproduktion im Verlauf eines 7Iagigen Inkubationsexperiments dgzhilippinischenReisfeldbodens

mit unterschiedlichen Wassergehaltedizy i SNJ NBAYSNJ bi | (Y2 & LKNNE: o/f INiyqQ akiNBIZYKR] boi
héherem Wassergehalt erreichte dié | -Produktion hthere Were und wurde je nach Feuchtigkeit in dreGGruppen

eingeteilt. Die minimale Gruppe zeigte nur eine geringfigigel -Menge, die Ubergangsgruppe zeigte mit héheren
prozentualen Wassermengen edngestiegend | -Menge, und die maximale Gruppe bei deine Sattigungvon tiber 85%

erreicht war zeigte die maximalé | -Produktion unabhangig vom Uberschissigen WassBie CH-Konzentrationen der

gehemmten Inkubationen waren circa eiDrittel der nicht 3 S K S Y Y (i Svénge. Dg Fehlerbalkenstellen die
Standardfehler der Mittelwerte dar(n = 3)

127| Seite



Ly w/

Abbildung 62: Auftragung derKohlenstoffisotopensignatuA Y

-90

-95

-100

-105

-27

-26 -25

Ly ow/

-22
%

-21
/I hi

——p E:r

—©—T1 k: |/

y pizo
—o—M N JE?
IS
-20 -19 -18 o—Mn e

/1 [die Ko Mfisotopensignatuim CQO

/ 1 ggbemmten Inkubationen des philippinischen Reisfeldbodens mit verschiedenen Wasserverfugbarksigen =Die

schragenHilfslinien zeigen den Fraktionierungsfaktdr. 5 A S

T 42
- 50
o -60
=~ 70
3 -80
=0
> -9
-100
-110

Abbildung 63: Auftragung derKohlenstoffisotopensignatuA Y

0

B

o
é

1000 2000

3000

4000
I

5000 6000
6yY2fk30

7000

. SNBOKy dzy 3

8000

/1 jdie @ Gkenidéntration ¢ Y2 f k 30

SNF2¢t 306G $AEA G

——nwE: |/
p e
—O—c w: |/
TR

>y piz |/

—*—wmnE:

%

gehemmten Inkubationen des philippinischen Reisfeldbodens mit verschiedenen Wasserverfligbark&iken.=3.

128| Seite

/

/

Ay RSy YA

F2f 38,



1 ! OTU_409 | Methanoregula boonei
m OTU_232 | Methanosaeta concil
Methanosarcinales -oluzz v . Methanomicrobialescreoro|sie
OTU 406 | Meth ; i 18 m OTU_176 | Methanoregula boonei
. | Methanosaeta conci (CP000780) | 79.4%
(AF313802) | 83.2% 16 - .
) 14 - OTU_111 | Methanospirillum
= OTU_289 | Methanosaeta concil 12 psychrodurum (KF153053) | 92.3%
o i
(AF313802) | 100% 10 - = OTU_402 | Methanosphaerula palusti
B OTU_393 | Methanosaeta concil g - (CP001338) | 84.6%
(AF313802) | 81.1% 6 m OTU_388 | Methanosphaerula palusti
m OTU_382 | Methanosaeta concil 4 - (CP001338) | 86.3%
(AF313802) | 87.9% 2 - m OTU_483 | Methanoregula boonei
mOTU_379 | Methanosaeta concil (CP000780) | 84.7% _
(AF313802) | 86.4% C C C C C m OTU_19 | Methanoregula boonei
\s \s \¢ N CP000780) | 81.5%
\“\(\C \“ \“\)\C \“\(\C \“ ®\>\C = OTU_35 | Methanosaeta concili ’\"0’0\“ 6&”0“4 0 O’O\“ OISA 600,0\“ 000,9\“ ] E)TU 373 )Nllethanc(:re ula boonei
e\:\°’° o ol R\ e o s sl RN o (AF313802) | 89.3% & o’ e ?;\Ce @ Q;\ce\, (CP06078(|)) e 9
QAT (AT @ T QC ?\\(' e B OTU_250 | Methanosarcinaltaly N N N e . h
\’@\\\ \’@N &’6\\\ Q\ Q\ e SO vacuolata (CP009520) | 93.4% A W ‘(\\\\\Q ‘(i\\\\Q \\\Q\ ® OTU_86 | Methanoregula boonei
=\ \(\\\\\ W (CPONO7R0) | 84 7%
Meth an OOeMa @8se MEth anObaCterlaIeS OTU_557 | Methanobacterium kanagiens
25 MrtA(AB551870) | 97.6%
5 - = OTU_400 | Methanobacterium espanola¢
20 - mrtA (AB542757) | 74.4%
4 4 OTU_466 | Methanobacterium espanola¢
mOTU_491 | Candidatus 15 - MIA (ABS42757) | 89.2%
3 1 Methanoflorens stordalenmirensi = OTU_280 | Methanobacterium espanolag
5 (JGI_ID 2518787382) | 94.5% 10 - mrtA (AB542757) | 90.7%
] ® OTU_375 | Methanobacterium paludis
m OTU_168 | Methanocella 5 (CP002772) | 93.8%
o 4
1 arvoryzae (AM114193) | 95.3% m OTU_303 | Methanobacterium beijingens
0 (EF465106) | 99.2%
0 C C C C C c m OTU_87 | Methanobacterium palustre
\e\(» \e\(/ \e\(a \>\C @‘?\ «?\ @?\ «Q\ @Q\ N\(\ (ABS42753) | 94.4%
,\ °l°\“ ‘9 °l°\“ °l°\“ °’°® "l“\‘A RS °I°® e\’\"’“ o polo ,\/00°’° 65‘00 fo 6600,0 ,\/Q0°’° m OTU_477 | Methanobacterium lacus
?\\(J Q;\ce ?\\C Q\\(' ?;\ce |t | \% \ Q;\(‘ Q;\(,e e \C ] Q,Q;\C Q;\(,e (CP002551) | 97.7%
\’@N \’@N \x’b\\\ \Q\(\ \\Q\ QN aly e \x’b\\\ AT et oY e ® OTU_106 | Methanobacterium oryzae
9‘0\\ NN AT o N (AB542752) | 95.3%

Abbildung 64: Verteilung der OTUs auf Artsebene innerhalb der Ordung Uiber die verschiedenen Feuchtigkeitsstufen



Tabelle 61: Liste der gezeigten Spezies im Stammbaum

Liste der Spezies (gezeigt im Baum)

Protein/Nucleotid Locus

Methanosacina sp.
Methanosarcina sp.
Methanosarcina baltica
Methanosarcina lacustris
Methanosarcina vacuolata
Methanosarcina vacuolata
Methanococcoides burtonii
Methanococcoides alaskense
Methanococcoides methylutens
Methanosalsum zhilinae
Methanosalsum zhilinae
Methanohalophilus mahii
Methanohalophilus halophilus
Methanohalophilus portucalensis
Methanohalophiludevihalophilus
Methanohalobium evestigatum
Methanomethylovorans hollandica
Methanomethylovorans thermophila
Methanolobus tindarius
Methanolobus profundi
Methanolobus zinderi
Methanolobuspsychrophilus
Methanosarcina thermophila
Methanosarcina flavescens
uncultured methanogenic
OTU_250

OTU_393

OTU_232

OTU_382

Rice paddy soil

Rice paddgoll

Rice paddy soil

OTU_35

Methanosaeta harundinacea
Methanosaeta pelagica
Methanosarcinales archeaon
Methermicoccus shengliensis
Methanosaeta thermophila
OTU_289

Rice root

OTU_379

OTU_406

Rice paddy soil

OTU_373

Methanoregula boonei
Methanoregula boonei
Methanoregula formicicum SMSP
Methanoregula formicica
OTU_86

Rice paddy soil

OTU_483

Rice root methanogen

Rice paddy soll

OTU_402

Rice paddy soil

Everglades soil

Upland pasture soil
Methanosphaerulgalustris
Methanosphaerula palustris

AKB16955
AKB23569
LC015100
AKB73417
CP009520
AKB45682
ABE53268
AB353221
KGK99495
AEH60719
AB353224
AB353223
AB703633
AB908273
AB889606
ADI73798
AGB49863
AY672820
ETA68796
AB703629
EU715818
CP003083
AB353225
KPL45056
AM746787
ARB_DA4D27FF9
ARB_7D52C524
ARB_B2EESFB
ARB_E7849C2B
AJ607423
AB301306
AB301238
ARB_3DCCO5EB
ADQ42341
AB679169
KUK30039
WP_042686202
CP000477
ARB_53F7B52D
AM746775
ARB_89464935
ARB_E96D19CF
AB301278
ARB_4550566E
ABS55100
CP000780
AB479391
AGB03601
ARB_9557DC74
AB301255
ARB_19596A6F
AM746855
AB301232
ARB_F19093A1
AB301398
DQ662588
DQ994875
CP001338
ACL17594
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Fortsetzung Tabelle &:

Liste der Spezies (gezeigt im Baum)

Protein/Nucleotid Locus

OTU_388

Rice paddy soil

Rice root methanogen

OTU_409

Novel species phylotype 4
OTU_176

OTU_19

Methanolacinia petrolearia
Methanolacinia paynteri
Methanogenium organophilum
Methanoplanus limicola
Methanomicrobium mobile
Methanoculleus sp.
Methanoculleus marisnigri
Methanoculleus chikugoensis
Methanoculleus bourgensis
Methanofollis liminatans
Methanofollis liminatans
Methanocorpusculum labreanum
Methanocorpusculum bavaricum
Methanocorpusculum labreanum
Methanospirillum psychrodurum
OTU_111

Methanolinea mesophila
Methanolinea tarda
CandidatusMethanoperedensitroreducens
OTU_507

Candidatus Methanoperedemstroreducens
Rice paddy soil

Methanocella conradii

OTU_168

Methanocella arvoryzae
Candidatus Methanoflorerstordelmirensis
OTU_491

Candidatus Methanomethylophiladvus
Candidatus Methanoplasmarmitum
Candidatus Methanomassiliicocangestinalis
OTU_370

OTU_106

Ricepaddy soll

Methanobacterium oryzae
oTuU_87

Methanobacterium formicicum
OTU_477

River floodplains soil
Methanobacterium lacus
Methanobacterium alcaliphilum
Methanobacterium paludis
OTU_375

Rice root methanogen

OTU_303

Methanobacterium beijingense
Methanobacterium petrolearium
Methanothermus fervidus
Methanopyrus kandleri
Methanopyrus kandleri
Methanococcus vannielii
Methanococcus maripaludis
Methanococcus voltae

ARB_8D2FB9A
AB301291
AM746880
ARB_ABEASD60
FR725795
ARB_45680B6E
ARB_11035BA7
ADN37161
WP_048152823
AB353222
CM001436
WP_042705994
KDE55049
ABN56546
AB288270
CCJ36661
WP_004037742
EJG06466
ABNO7725
WP_042697841
ABN07237
KF153053
ARB_DF154808
AB496719
AB300466
KPQ44219
ARB_D2CA4B16
KCZ72673
AB301301
AFC99668
ARB_F029EOE6
AM114193
JGI_ID 2518787382
ARB_3421E329
AGI85144
AlZ56101
AGN26871
ARB_E80612B6
ARB_955E6F79
AB301403
AB542752
ARB_AC15967D
EKF85363
ARB_72A0266A
AJB07411
CP002551
AB842183
AEG19065
ARB_A3582269
AM746913
ARB_CC50E24E
EF465106
AB542744
CP002278
AAB02003
AAM01870
CP000742
CP000609
CP002057
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Fortsetzung Tabelle &:

Liste der Spezies (gezeigt im Baum)

Protein/Nucleotid Locus

Methanothermococcus thermolithotrophicus
Methanocaldococcus jannaschii
Methanocaldococcus bathoardescens
Methanocaldococcus vulcanius
Methanocaldococcus infernus
Methanotorris igneus

Methanotorris formicicus
Methanothermococcus okinawensis
OTU_557

Methanobacterium kanagiense
Methanobacterium sp. MB1
Methanobacterium formicicum
Methanobacterium formicicum
Methanobacterium palustre
Methanothermobacter marburgensis
Methanothermobacter thermautotrophicus
OTU_400

OTU_280

Methanobacterium espanolae
OTU_466

Methanobacterium lacus
Methanobacterium alcaliphilum
Methanothermus fervidus
Methanosphaera stadtmanae
Methanobrevibacter smithii
Methanobrevibacter millerae
Methanobrevibacter sp.
Methanobrevibacter oralis
Methanosarcina horonobensis
Methanosarcina barkeri
Methanosaeta concilii

Methanoculleus palmolei
Methanothermus fervidus DSM
Methanomassiliicoccus luminyensis strain B10
Methanobacterium flexile
Methanobacterium palustre
Methanoculleus thermophilus
Methanosarcina spelaei
Methanosarcina mazei

Methanocella paludicola

AB353226
F64405
A1J05899
CP001787
ADG12951
AEF96774
EHP88088
AB353229
ARB_5A246C47
AB551870
HG425166
AIS32958
EKF86694
AB542760
AB842182
AAB85618
ARB_B7B17C12
ARB_DB3EFAC2
AB542757
ARB_A35B17D5
ADZ10495
AB842184
ADP77533
CAE48306
ABQ87107
ALT69134
AHY86395
WP_042694806
AKB76567
AKB82918
AF313802
AB300784
Q49174.2
HQ896500
HM802935
AB542753
AB300783
KJ608060
AB300781
AB300467

Tabelle 62: Liste demicht gezeigten Spezies im Stammbaum

Liste der Spezies (nicht gezeigt im Baum)

Protein/Nucleotid Locus

Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei

AKB66618
AKB60059
KKG85282
AB300778

KKH76062
KKH18783
KKH39631
KKG71159
KKG64413
KKG67311
KKH85360
AKB39067
KKH16978
KKG45275
KKG46903
KKG54177
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Fortsetzung Tabelle &:

Liste der Spezies (nicht gezeigt im Baum)

Protein/Nucleotid Locus

Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina soligelidi
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina soligelidi
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina sp.
Methanosarcina sp.
Methanosarcina sp.
Methanosarcina sp.
Methanosarcina sp.
Methanosarcina lacustris
Methanosarcina lacustris
Methanosarcinabarkeri
Methanosarcina sp.
Methanosarcina sp.
Methanosarcina sp.

KKH13924
KKH00295
KKH68122
KKH91309
KKH72101
KKG56697
KKH73015
KKH63259
AY260440
KKG61643
KKG12285
KKH21679
KKI06430
AKB69962
KKG29722
KKG81000
WP_048037303
KKG02659
KKH12264
KKG99302
KKH38327
KKI05469
WP_048037134
KKH92177
KKH54165
KKG90190
KKG53133
KKH45043
KKG85196
NZ_JQLR01000001
KKH02412
KKH67631
KKH90701
KKH05437
KKH36874
KKG90640
KKH53563
KKH33871
KKH24864
KKH32764
KKG44131
KKH62729
WP_048050667
KKG09132
AB300782
KKG04930
KKH82100
WP_048048304
AGF96667
AB288268
AB288292
WP_048125107
AKB20360
WP_048177090
AY260443
WP_048124207
AKB53099
KKG14500
KKG24939
KKI00430
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Fortsetzung Tabelle &:

Liste der Spezies (nicht gezeigt im Baum)

Protein/Nucleotid Locus

Methanosarcinasp.
Methanosarcina sp.
Methanosarcina sp.
Methanosarcina sp.
Methanosarcina sp.
Methanosarcina sp.
Methanosarcina sp.
Methanosarcina vacuolata
Methanococcoideburtonii
Methanococcoides methylutens
Methanococcoides methylutens
Methanococcoides methylutens
Methanosalsum zhilinae
Methanohalophilus mabhii
Methanohalophilus mahii
Methanohalobium evestigatum
Methanohalobium evestigatum
Methanomethylovorans hollandica
Methanomethylovorans hollandica
Methanolobus tindarius
Methanolobus tindarius
Methanolobus psychrophilus
Methanolobus psychrophilus
Methanosarcina thermophila
Methanosarcina thermophila
Methanosarcina flavescens
Methanosarcina flavescens
Methanosaetaharundinacea
Methanosaeta harundinacea 6Ac
Methanosaeta harundinacea
Euryarchaeota archaeon
Methanosaeta thermophila
Methanosaeta concilii
Methanosaeta concilii
Methanoregulaboonei
Methanoregula boonei
Methanoregula boonei
Methanoregula formicica
Methanosphaerula palustris
Methanosphaerula palustris
Methanosphaerula palustris Ec
Methanolacinia petrolearia

Methanolacinia petrolearia DSM11571

Methanolacinia petrolearia
Methanoplanus limicola DSM2279
Methanoplanus limicola
Methanoplanus limicola
Methanoregulaformicica
Methanoregula formicica
Methanolacinia paynteri
Methanolacinia petrolearia
Methanolacinia petrolearia
Methanofollis liminatans
Methanofollis liminatans
Methanofollis ethanolicus
Methanoculleus marisnigri
Methanoculleus marisnigri
Methanoculleus marisnigri JR1
Methanoculleus marisnigri
Methanoculleus bourgensis

KKG24248
WP_048131296
KKG08643
WP_048172209
KKG19560
WP_048141827
KKH49356
WP_048123270
WP_011500403
NZ_CP009518
WP_048193230
NZ_JRHO01000005
WP_013898158
WP_013037080
ADE36137
WP_013194366
ADI73798.1
WP_015325028
AY260437
NZ_AZAJ01000001
WP_023845930
WP_015052760
AFV23037
AKB13402
WP_048167432
WP_054299716
NZ_LKAZ01000057
WP_014586065
AET63880.1
AET63880
KUK04994
ABK14360
WP_013718622
AEB67565
WP_012106121.1
NC_009712
WP_012106121
WP_015286563
WP_012618913
EU296536
ACL17594.1
CP002117
ADN37161.1
WP_013330338
EHQ36916.1
WP_004079635
EHQ36916
WP_048111146
AGB01930
WP_048153025
WP_013329918
ADN36741
WP_004039455
EJG07654
AB703644
WP_011843221
ABN56311
ABN56311.1
CP000562
CCJ36444
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Fortsetzung Tabelle &:

Liste der Spezies (nicht gezeigt im Baum)

Protein/Nucleotid Locus

Methanoculleus bourgensis
Methanoculleus bourgensis
Methanoculleus bourgensis
Methanoculleus bourgensis
Methanoculleus sp.
Methanoculleus sp.
Methanoculleus sp.
Methanoculleus chikugoensis
Methanoculleus sp.
Methanoculleus sp.
Methanoculleus sp.
Methanoculleus sp.
Methanoculleus sp.
Methanoculleus sp.
Methanoculleus sp.
Methanoculleus sp.
Methanoculleus marisnigri
Methanoculleus sp.
Methanoculleus sp.
Methanoculleusourgensis
Methanospirillum hungatei JF
Methanospirillum hungatei
Methanospirillum hungatei
Methanospirillum hungatei
Methanospirillum hungatei
Methanocorpusculum sp.
Methanocorpusculum sp.
Methanocorpusculum parvum
Methanocorpusculum bavaricum
Methanocorpusculum parvum
Methanocorpusculum sp.
Methanocorpusculum labreanum
Methanocorpusculum labreanum Z
Methanocorpusculum labreanum
Methanocorpusculum sp.
Methanocorpusculum sp.
Methanocorpusculum labreanum
Methanocorpusculum labreanum
Methanolinea tarda

Methanolinea tarda
aStiKFy2ft AySE GF NRI
Candidatus Methanoperedens
Methanocella conradii
Methanocella paludicola
Methanocella arvoryzae
Methanocella arvoryzae
Candidatusviethanomethylophilus
Methanoculleus sp.

Candidatus Methanomethylophilus
Candidatus Methanomethylophilus
methanogenic archaeon
Candidatus Methanoplasma
Candidatus Methanoplasma
Candidatus Methanoplasma
Candidatus Methanomassiliicoccus
Candidatus Methanomassiliicoccus
Methanomassiliicoccus luminyensis
Methanomassiliicoccus luminyensis
Methanobacterium formicicum
Methanobacterium sp.

bh.

Lbwm

AB300787
WP_014867419
AB300785
AB300786
WP_048114200
KLK89043
WP_048179676
AB300779
AB288291
AB288267
AB288288
AB288285
AB288284
AB288287
KLK89249
WP_048180309
WP_011843456
KDE55005
WP_048114231
WP_014867635
ABDA41854.1
CP000254
ABD41854
AF313805
WP_011449112
AY260447
AY260446
AY260445
WP_042699351
AY260444
AY260448
WP_011833928
ABNO7725.1
CP000559
AB288290
AB288289
WP_011833440
AY260441
WP_007314361
AB300466
BAF56441.1
WP_048089615
WP_014405506
BAI60588
CAJ37204
WP_012035370
WP_015504293
CDF30177
KUE73676
WP_058747716
AHY86393
AIZ56101
CP010070
WP_048111444
CP005934
WP_048134048
WP_019176774
WP_019176774
CEL25616
AB288286
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Fortsetzung Tabelle &:

Liste der Spezies (nicht gezeigt im Baum)

Protein/Nucleotid Locus

Methanobacterium sp.
Methanobacterium formicicum
Methanobacterium sp.
Methanobacterium formicicum
Methanobacterium formicicum
Methanobacterium formicicum
Methanobacterium lacus
Methanobacterium lacus
Methanobrevibacter millerae
Methanobrevibacter millerae
Methanobrevibacter sp.
Methanobrevibacter ruminantium
Methanobrevibacter ruminantium
Methanobrevibacter smithii
Methanobrevibacter smithii
Methanobrevibacter smithii
Methanobrevibacter smithii
Methanobrevibacter smithii
Methanobrevibacter smithii
Methanobrevibacter smithii
Methanobrevibacter boviskoreani
Methanobrevibacter sp.
Methanobrevibacter sp.
Methanobrevibacter wolinii
Methanobacterium paludis
Methanobacterium paludis
Methanobacterium sp.
Methanobrevibacter arboriphilus
Methanobrevibacter arboriphilus
Methanobrevibacter arboriphilus
Methanothermobacter tenebrarum
Methanobacterium aarhusense
Methanobacterium congolense
Methanobacterium aggregans
Methanothermobacter thermautotrophicus
Methanothermobacter thermautotrophicus
Methanothermobacter thermautotrophicus
Methanothermobacter thermautotrophicus
Methanobacterium bryantii
Methanobacterium sp.
Methanobacterium espanolae
Methanobacterium ivanovii
Methanothermobacter wolfeii
Methanothermobacter marburgensis
Methanothermobacter thermautotrophicus
Methanothermus fervidus
Methanothermus fervidus
Methanothermus fervidus
Methanothermus fervidus
Methanopyrus kandleri
Methanopyrus kandleri
Methanopyrus kandleri
Methanococcus vannielii
Methanococcus vannielii
Methanococcus vannielii
Methanococcus vannielii SB
Methanococcus vannielii
Methanococcus vannielii
Methanococcus maripaludis
Methanococcus maripaludis

KUK74998
AIS31752
AB288269
WP_048072491
CEA13258
WP_004031277
WP_013643956
ADZ08605
ALT69783
WP_058739998
AHY86399
WP_012956722
ADCA47774
WP_048202874
EEE42042
ABQ87220
WP_011954235
WP_019262578
CDF29506
EFC93211
WP_040682084
AGN17395
WP_016359092
WP_042708239
WP_013826564
CP002772
DQ677519
WP_054834881
AB300777
WP_042703044
AB523786
AY386125
AB542748
KP006500
AAAT3445
027232
AABS5653
WP_010876788
AF313806
WP_048081846
AB542749
EF465107
AB300780
ADL59127
CAA30639
ADP77583
WP_013413861
P12971
AAAT2197
1E6V_D
1E6V_A
Q49605
1307300C
AAA72598
WP_011972678
ABR54777.1
ABR54777
P07961
WP_011171503
AEK20582
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Fortsetzung Tabelle &:

Liste der Spezies (nicht gezeigt im Baum)

Protein/Nucleotid Locus

Methanococcus maripaludis
Methanococcus maripaludis
Methanococcus maripaludis
Methanococcus maripaludis
Methanococcus maripaludis C5
Methanococcus maripaludis
Methanococcus maripaludis
Methanococcus maripaludis
Methanococcus maripaludis
Methanococcus voltae A3
Methanococcusoltae
Methanococcus voltae
Methanococcus voltae
Methanococcus voltae
Methanococcus voltae
Methanococcus aeolicus
Methanococcus aeolicus
Methanothermococcus thermolithotrophicus
Methanocaldococcus sp.
Methanocaldococcus sp.
Methanocaldococcus fervens
Methanocaldococcus fervens AG86
Methanocaldococcus fervens
Methanocaldococcus fervens
Methanocaldococcus jannaschii
Methanocaldococcus jannaschii
Methanocaldococcus bathoardescens
Methanocaldococcus vulcanius
Methanocaldococcus vulcanius
Methanocaldococcus vulcanius
Methanocaldococcus infernus
Methanocaldococcus villosus
Methanocaldococcus villosus
Methanotorris igneus

Methanotorris igneus

Methanotorris formicicus
Methanotorris formicicus
Methanothermococcus okinawensis
Methanothermococcus okinawensis
Methanotorris igneus

Methanotorris igneus

Methanotorris formicicus
Methanotorris formicicus
Methanothermococcus thermolithotrophicus
Methanocaldococcus bathoardescens
Methanocaldococcus bathoardescens
Methanocaldococcus sp.
Methanocaldococcus sp.
Methanocaldococcus jannaschii
Methanocaldococcus jannaschii
Methanocaldococcus jannaschii
Methanocaldococcus vulcanius
Methanocaldococcus vulcanius
Methanobacterium sp.
Methanobacterium formicicum
Methanobacteriunformicicum
Methanobacterium formicicum
Methanobacterium formicicum
Methanobacterium sp.
Methanobacterium sp.

CAF31115
WP_013999870
WP_011867796
CP000609.1
ABO34334.1
WP_011977191
ABR65873
WP_012193868
ABX01925
ADI36785.1
ADI36785
WP_013180513
P11559
1515346E
CAA30633
WP_011973976
ABR56844
WP_018153522
ADC69992
WP_012980900
WP_015791493
ACV24756.1
ACV24756
CP001696
Q58256
AAB98851
WP_048202038
ACX72017.1
ACX72017
WP_012819563
WP_013099697
WP_004590263
ENN96460
AB353228
WP_013799373
WP_007043982
AB353227
AEH06926
WP_013867110
WP_013798610
AEF96001
WP_048115624
EHP86352
WP_018154763
WP_048201553
A1J05353
ADC69118
WP_012980029
L77117.1
Q60391
AAB98063
WP_015733272
ACX73052
EKQ54655
CEA13436
CP006933
LN515531
LN734822
CDG65904
WP_023992931
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Fortsetzung Tabelle &:

Liste der Spezies (niclgezeigt im Baum)

Protein/Nucleotid Locus

Methanobacterium formicicum
Methanobacterium formicicum
Methanobacterium formicicum
Methanobacterium sp.

Methanobacterium formicicum
Methanothermobactemarburgensis
Methanothermobacter thermautotrophicus
Methanothermobacter thermautotrophicus
Methanothermobacter marburgensis
Methanothermobacter thermautotrophicus
Methanothermobacter marburgensis
Methanothermobacter marburgensis
Methanothermobacter marburgensis
Methanothermobacter thermautotrophicus
Methanothermobacter thermautotrophicus
Methanothermobacter sp. CaT2
Methanothermobacter sp.
Methanothermobacter sp.
Methanobacterium sp.

Methanobacterium lacus
Methanothermus fervidus
Methanothermus fervidus
Methanothermus fervidus
Methanothermus fervidus
Methanosphaera stadtmanae DSM 3091
Methanosphaera stadtmanae
Methanosphaera stadtmanae
Methanosphaera sp.

Methanobrevibacter smithii
Methanobrevibacter millerae
Methanobrevibacter sp.
Methanobrevibacter sp.

Methanosarcina barkeri

Methanosarcina siciliae

Methanosarcina barkeri
Methanobacterium sp.

Methanobacterium sp.

Methanosarcina sp.

Thermoplasmatales archaeon
Thermoplasmatales archaeon
Methanosarcina barkeri

Methanosarcina barkeri
Methanococcoides methylutens
Methanococcoides methylutens
Methanobrevibacter smithii
Methanoculleus thermophilus
Methanosarcina thermophila
Methanobrevibacter sp.

Methanosarcina acetivorans
Methanothermobacter marburgensis
Methanothermobacter marburgensis
Methanothermobacter thermautotrophicus
Methanosarcina siciliae

Methanosarcina siciliae

Methanosarcina siciliae
Methanobacterium sp.

Methanobacterium sp.

Methanosarcina mazei
Methanomicrobiales archaeon
Methanococcoides burtonii DS

CEL25802
WP_048072649
WP_048085732
KUK73120
WP_004029250
CP001710.1
U09990
WP_010876753
ADL59091
P21110
WP_013296302
P58815
ADL59091.1
AAAT73439
AAB85618.1
AP000666
WP_048175703
BAM70270
WP_048080940
WP_013645846
Q49174
CP002278.1
WP_013413811
CAA50044
AJ584650
WP_011405931
ABC56731
AHY86396
WP_011954158
WP_058739388
AHY86400
AHY86398
WP_048120720
AKB30557
AKB58795
WP_023992801
WP_048191628
WP_048157992
AGIA7474
WP_015491991
AAZ69867
P07962
WP_048204805
AKB84612
WP_049780206
AF313804
AKB15963
AHY86394
WP_011024419
WP_013296337
P11558
E28544
AKB38845
AKB34449
WP_048174272
EKQ53862
CDG65773
KKG61523
KUL02431
ABE53268.1
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Fortsetzung Tabelle &:

Liste der Spezies (nicht gezeigt im Baum)

Protein/Nucleotid Locus

Methanosarcina barkeri
Methanothermus fervidus DSM
Methanothermobacter marburgensis
Methanothermobacter marburgensis
Methanothermobacter sp.
Methanosarcina mazei
Methanosarcina sp.
Methanosarcina barkeri
Methanosarcina acetivorans
Methanobacterium alcaliphilum
Methanosarcina horonobensis
Methanosarcina subterranea
Methanosarcina siciliae
Methanosarcina siciliae
Methanosarcina siciliae
Methanothermobacter sp.
Methanomassiliicoccales archaeon
Methanosarcina barkeri
Methanosarcina barkeri
Methanosarcina barkeri
Methanosarcina barkeri
Methanosarcina mazei
Methanosarcina horonobensis
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina lacustris
Methanosarcina lacustris
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina mazei
Methanosarcina barkeri
Methanosarcina acetivorans
Methanosarcina sp.
Methanosarcina sp.
Methanobrevibacter sp.

CAA68357.1
ADP77533.1
ADL59091.1
P11558.3
WP_048175731
KKG70782
ALK04706
Y00158
AE010299
AB542746
AB288266
AB288268
CP009508
CP009507
CP009506
BAM70306
KQM10793
AKJ39604
AKB49358
WP_048108547
WP_011305916
KKG26908
WP_048136663
WP_011033189
KKG35127
AY260438
AY260439
WP_048044585
AKB63269
AAM30936
CAAB8357
AAMO7885
AKB49151
AB288266
AHY86397
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Abbildung 65: Gaskonzentrationen und deren Kohlenstoffisotopensignatur iY 1] dzy R ! hi AY

Reisfeldbodeninkubationer(rice field soi) vom Beprobunggahr 2013.Dargestellt sind die Mittelwerte der Inkubation,
rollen (rolling), schitteln (shaking), magnetisch gerihrt (stirring) und die nicht bewegte Kontrollinkubation (control), iber
die Zeit.Die Fehlerbalkerstellen die Standardfehler der Mittelwerte dafh = 3) Ein Gramm Boden bezieht sich auf das
Trockengewicht.
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