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1 Zusammenfassung

Reisfeldbtden sind die Bodentkosysteme, die wéhrend der letzten Dekade am intensivsten
studiert wurden. Dabel haben sich Reisfeldbtden in den letzten Jahren als geeignetes
Modellokosystem zur Untersuchung von mikrobiellen Populationen und biogeochemischen
Prozessen im Boden bewéhrt. Der Einfluld anderer wichtiger Bodenorganismen, wie der
Protozoen, wurde bisher nicht studiert. Um den Einflul3 dieser Organismen auf die
mikrobielle Gemeinschaft (Bakteria und Archaea) und Biogeochemie von anoxischen
Reisfeldbdden abschétzen zu konnen, wurde stellvertretend das Taxon Ciliophora Doflein,
1904 als représentative und haufige Gruppe der Protozoa untersucht.

In dem untersuchten italienischen Reisfeldboden wurden insgesamt 52 Taxa gefunden.
Zusétzlich wurde Reisfeldboden anoxisch mit Wasser geséttigt (aber nicht geflutet), fir ca.
160 Tage inkubiert. In diesen anoxischen Inkubationen wurden 23 Taxa entdeckt, wovon
bisher nur 7 als obligat anaerob bekannt waren. Die anderen 16 Taxa sind als fakultativ
anaerobe Taxa anzusehen. Dies zeigte, dal3 die Toleranz gegen anoxische Verhaltnisse unter
den Ciliaten des Bodens weiter verbreitet ist als bisher angenommen. Die Zellzahlen in den
anoxischen Inkubationen lagen zwischen 34 und 190 Zellen gTG" Boden. Bezogen auf
Zellzahlen und Biovolumenanteil dominierten in den anoxischen Inkubationen kontinuierlich

Arten der obligat anaeroben Gattung Metopus.

Weiterhin wurde der Einfluf der Ciliatenfauna auf die mikrobielle Gemeinschaft untersucht.
Dabel unterschieden sich die Verteilungen der mikrobiellen Biovolumina an zwei
Mefzeitpunkten (Tag 4 und Tag 80) deutlich voneinander. An Tag 4 wurden auch grofdte und
kleinste Zellvolumina (Volumen von 0,25 — 2,25 um®) gefunden. Eine solche Verteilung der
Zellgrofien ist typisch fur durch Protozoen beweidete Mikroorganismen. Nach 80 Tagen
wurden nur mittlere VVolumina gefunden (Volumen von 0,75 — 1,5 pnt). Bestétigt wird dieses
Ergebnis durch einen in den ersten 4 Tagen beobachteten negativen Quotient der mikrobiellen

und der Ciliatenvolumina

Mit Fluoreszenz in-situ Hybridiserung wurde eine bevorzugte Ingestion von Bakteria
nachgewiesen. In einigen Fallen wurden jedoch auch Archaea in den Nahrungsvakuolen
detektiert. Zusétzlich zu methanogenen Endosymbionten wurde in einigen Arten der Gattung
Metopus ein weiterer den a—Proteobacteria zugeordneter Endobiont identifiziert. N&here

Informationen zur Physiologie des Endobionten wurden bisher nicht gefunden.
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Die Bildung von Methan wurde in anoxischen Inkubationen bereits nach 24 h gemessen.
Einige Details der frihen Methanogenese sind zur Zeit noch unklar. Eine mogliche Erklarung
far die frihe Methanogenese sind methanogene Endosymbionten, wie sie in Ciliaten der
Gattung Metopus gefunden wurden. Anhand von eigenen Zellzahl bestimmungen und Werten
aus der Literatur (Fenchel T. und Finlay B.J. 1995: Ecology and evolution in anoxic worlds.
Oxford University Press) wurden zwel Modelle zur potentiellen CHs-Produktion der
methanogenen Endosymbionten berechnet. Diese Modelle erkléarten 2 bzw. 59% des in den
ersten zwel Wochen gebildeten CH,. Das erste Model (2%) berlicksichtigte am
detailliertesten das untersuchte Habitat und wurde demnach bevorzugt.

Eine Hemmung von Eukaryonten mit spezifischen Inhibitoren bewirkte in anoxischen
Inkubationen eine deutliche Erhthung der CHa-Produktion. Die Summe des zusétzlich
gebildeten CH4 war weder tber den vom Inhibitor eingebrachten Kohlenstoff noch tiber einen
Abbau lysierter Ciliatenbiomasse zu erklaren. Es wurde daher eine -durch Beweidung von

Ciliaten induzierte- Unterdriickung der aktiven, freilebenden Methanogenen postuliert.

Anhand der in dieser Arbeit gewonnenen Daten wurde gezeigt, dal3 Protozoen auch in
Inkubationen anoxischen Reisfeldbodens einen deutlichen, aber zeitlich begrenzten Einfluld
auf die mikrobielle Gemeinschaft und die Methanogenese haben. Beriicksichtigt man, dai3 die
Ciliaten nur eine der vier haufigsten Protozoengruppen darstellen, lassen diese Ergebnisse
einen noch deutlicheren Einflu3 der gesamten Protozoenfauna erwarten. Um die relative
Abundanz und Diversitdt der gesamten Protozoenfauna abschétzen zu kénnen, soll in einem
kommenden Projekt eine molekulare Charakterisierung der Gemeinschaft auf Basis der 18S
rDNS erfolgen.
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2 Einleitung
2.1 Das Okosystem Reisfeldboden

Reisfeldbtden gehdren zu den am intensivsten studierten Bodentkosystemen. Mehrere
Aspekte machen Reisfelder zu einem interessanten Modellokosystem. So besitzen
Reisfeldbtden eine erstaunliche Fertilitét, sind eine wichtige Nahrungsquelle (Reisanbau) und

eine der wichtigsten anthropogenen Quellen fir das Treibhausgas Methan (CHa).

Man unterscheidet verschiedene Methoden der Reiskultivierung. Den Trockenreisanbau, zu
dem nur Wasser aus Regenfallen verwendet wird, den Nal¥reisanbau, der durch gesteuerte
Wasserzufuhr gleichférmig geflutet bleibt, und den Tiefwasserreisanbau, in dem Reis zumeist
in Wassertiefen von tber 50 cm kultiviert wird. Die Flutung bewirkt eine Unterdriickung des
Wachstums anderer, nicht an anoxische Bodenverhdtnisse und Uberflutung angepal3ter
Pflanzen.

Reis wird in den Tropen und Subtropen auf einer Flache von ca. 1,46 Mio. kn? kultiviert. Da
Reis ca. 1/3 des menschlichen Kohlenhydratbedarfes deckt, wird damit gerechnet, dal3 sich
die Anbaufldche noch vergrofRern wird (FAOSTAT, 2003). Der grofdte Teil (ca. 50%) wird
dabel als Nal¥reis kultiviert (www.riceweb.org). Bei dieser Methode bleiben die Felder fir fast
die gesamte Wachstumsperiode geflutet, wobei deren Dauer von der geographischen und
klimatischen Lage sowie der Bodengite abhéngt. Einige Zeit vor der Ernte wird das
Flutungswasser abgeleitet; der Boden und die Reispflanze kénnen durchtrocknen. In dieser
Arbeit wurde, stellvertretend fur andere Reisfeldboden, mit Boden von den Versuchsfeldern
des Istituto Sperimentale per la Ceredlicoltura (ISC) aus Vercelli (Italien, Norditalien)
gearbeitet. Details zu den verwendeten Methoden der Bodenbearbeitung konnen der Arbeit
von Kruger et al. (2001) entnommen werden.

Die Flutung des Bodens induziert eine komplexe Abfolge biogeochemischer Prozesse und der
mikrobiellen Populationen (Conrad und Frenzel, 2002). Innerhalb weniger Stunden nach der
Flutung wird der Boden durch aeroben Abbau von organischem Materia anoxisch. Das
organische Material stammt zu diesem frihen Zeitpunkt vorwiegend von eingepfligtem
Reisstroh. Durch die geringere Diffusionsgeschwindigkeit in Wasser kommt es im Boden
schnell zur Limitierung von Sauerstoff. Ein geflutetes Reisfeld kann in drel Bereiche unterteilt
werden: einen oxischen Teil, der Atmosphdare und Flutwassersaule umfaldt, die

Ubergangsphase vom oxischen in den anoxischen Bereich (Ubergang von Wasser und
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Sediment bzw. der Rhizosphére) sowie den undurchwurzelten Boden, der strikt anoxisch ist
(siehe Abb. 2.1).

Atmosphire Reispflanze

Sauerstoff

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Reisfel dokosystems.

Direkt nach der Flutung beginnt die Phase der sequentiellen Reduktion (Peters und Conrad,
1996; Ponnamperuma, 1972). Dies ist eine typische Reihenfolge von aeroben und anaeroben
Reduktionsprozessen verschiedener Elektronenakzeptoren (O, > NOs > Mn** > Fe** > SO,%).
In Abhangigkeit von Gehalt an organischem Materia etabliert sich nach einigen Tagen bis
Wochen (Glissmann und Conrad, 2000) die Methanogenese als terminaler anaerober
Reduktionsprozef3, welcher bis zum Ende der Kultivierungs- bzw. Flutungsphase andauert.
Einige Autoren haben berechnet, dal3 20% des jahrlich aus anthropogenen Quellen
freigesetzten CH, aus Reisfeldern stammt (Crutzen und Lelieveld, 2001). Alle beschriebenen
Vorgange sind eng gekoppelt an die Entwicklung und Aktivitét der mikrobiellen
Gemeinschaft. Der Begriff mikrobielle Gemeinschaft umfafdt in dieser Arbeit nur die Bakteria
und Archaea, nicht aber Pilze oder einzellige Eukaryonten.
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In Abhangigkeit von artspezifischen Substraten entwickelt sich eine Abfolge verschiedener
Populationen, welche partikuléres (z.B. Reisstroh) oder geldstes (z.B. monomere Zucker)
organisches Materia letztlich zu Kohlendioxid (CO;) und Methan (CH,) umsetzen kdnnen
(Weber et al., 2001; Glissmann et al., 2001).

Die Dynamik der archaeellen Populationen in anoxischen Inkubationen wurde z.B. anhand
von Anderungen in den relativen Abundanzen der 16S rRNS-Gene gezeigt (Liders und
Friedrich, 2000). Die Prozesse und die sie katalysierenden mikrobiellen Gemeinschaften sind
heute sehr gut untersucht. Bel diesen Untersuchungen wurde jedoch der Aspekt der
Interaktion mit héheren Bodenmikroorganismen bisher nicht berticksichtigt. So ist der Einflul3
sowie die Funktion der dritthdufigsten Bodenorganismen, der Protisten oder auch einzelligen
Eukaryonten, nicht bekannt. Im anoxischen Reisfeldboden kann die Bedeutung dieser Gruppe
als noch héher eingestuft werden, da die zweithaufigste Gruppe der Bodenorganismen, die
Pilze, im gefluteten (und anoxischen) Boden von geringer Bedeutung ist (Reichardt et al.,
2001).

2.2 Protozoen

Als Protozoen oder Protisten werden die taxonomisch und phylogenetisch hoch diversen
Gruppen der einzelligen Eukaryonten zusammengefaldt. Diese Gruppierung ist im
wesentlichen historisch bedingt. Erstmals wurden Mitglieder dieser Gruppen von Antonie van
Leeuwenhoek (1632 — 1723) beschrieben (Finlay und Esteban, 2001) und 1818 von G.A.
Goldfuss as eigenes Taxon eingefuhrt. Vielfalt und taxonomische Zuordnungen dieser
Gruppe basieren weitgehend auf dem Morphospezies-Konzept (siehe Finlay und Fenchel,
1999). Doch heute befindet sich die Taxonomie durch Verwendung geeigneter molekularer
phylogenetischer Marker (z.B. 18S rRNS-Gene) in Kombination mit klassischen, auf
Morphologie basierten Merkmalen in steter Revision. Einen Einblick in die Systematik liefert
das Buch ,, Protozoology” von Hausmann et al. (1996). Die globale Diversitdt der Protozoen
ist Gegenstand intensiver und kontroverser Diskussion (z.B. Finlay und Fenchel, 1999;
Foissner, 1999a).

Protozoen sind weltweit und in hoher Viefalt in beinahe jedem Okosystem zu finden.
Hauptsachlich wird ihre Verbreitung durch den Wassergehalt des Lebensraumes limitiert
(Finlay et al., 2000; Ekelund und Renn, 1994). Die Erndhrungsformen der Protozoen
umfassen auto-, hetero-, osmo-, und phagotrophe Formen. Im Boden wird oft eine grof3e
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Diversitdt und Abundanz an Protozoen gefunden. Die dominantesten Gruppen (Abb. 2.2)
innerhalb der Bodenprotozoen sind Gymnoamoeba, Thekamoeba, Flagellata und Ciliophora
(Ekelund und Rann, 1994; Foissner, 1998). Protozoen haben eine wichtige Funktion innerhalb
der Okosysteme. So stellen sie einen integralen Bestandteil im microbial loop mariner
Okosysteme (Azam et al., 1983) dar. Das microbial loop-Konzept beschreibt die
Remineralisierung mikrobieller Biomasse durch Beweidung der Protozoen. Einen Uberblick
Uber das microbial loop-Konzept im Boden geben Coleman (1994) bzw. Clarholm (1994).
Die 6kologische Bedeutung wird durch neuere Ergebnisse bestétigt, die zeigen, dal3 Protozoen
im Boden sowohl die Remineralisierungsraten (Clarholm et al., 2002) als auch das Wachstum

von Pflanzen (Bonkowski, 2002) positiv beeinflussen.

Abbildung 2.2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Vertretern der vier wichtigsten
Protozoengruppen des Bodens: 1) Gymnamoeba; 2) Thekamoeba; 3) Ciliat; 4) Flagellat; (Foissner,
1999b).

In fast allen Boden entstehen zeitweise anoxische Zonen. Die Bodenmikrofauna mufl3
langfristig in der Lage sein, dies zu tolerieren, und es wird vermutet, dald diese Fahigkeit
innerhalb der Protozoenfauna des Bodens weit verbreitet ist (Ekelund und Renn, 1994). Uber
die biochemischen Grundlagen dieser Toleranzen sowie deren Auspragung und Verbreitung

innerhalb der taxonomischen Gruppen ist jedoch nur wenig bekannt.

Auf und in vielen Protozoen wurden im Laufe der letzten zwel Jahrzehnte wiederholt ekto-
bzw. endosymbiontische Mikroorganismen gefunden (Gortz und Brigge, 1998). Techniken
wie Fluoreszenz in-situ Hybridiserung (FISH) erlauben heute eine phylogenetische
Klassifizierung dieser Zellen in-situ (Amann et al., 1991). Von der Phylogenie konnen haufig
Rickschlusse auf die Physiologie und die Funktion innerhalb der Wirtszelle gezogen werden.
Der Begriff Symbiose bezieht sich in dieser Arbeit, sofern nicht anders vermerkt, auf die im
englischen Sprachraum gebrduchliche Form. Der Begriff beschreibt das enge Zusammenleben
zweier oder vieler Organismen.
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2.3 Ciliaten (Protozoa; Ciliophora)

Das Taxon Ciliophora Doflein, 1904 wurde stellvertretend gewdahlt, um den Einflufd von
Protozoen auf das anaerobe Okosystem Reisfeldboden zu untersuchen. Diese Gruppe ist
taxonomisch anhand von morphologischen Merkmalen eindeutig bis auf Artniveau
identifizierbar. Dieser Punkt war wichtig, da molekulare Methoden bislang aufgrund
fehlender Sequenzdaten und geringer Sequenzunterschiede nur eine eingeschrankte
taxonomische Zuordnung erlauben (Bernhard et al., 2001).

Unter den ersten, von A. van Leeuwenhoek beschriebenen Protozoen waren einige
Ciliatenarten. Die Anzahl aller bekannten Arten inklusive parasitéarer Formen wurde 1996 auf
ca. 8000 (Paulin, 1996) geschatzt. Foissner (1987) listete in einem Ubersichtsartikel zu den
Bodenprotozoen ca. 300 Ciliatenarten auf. Seitdem wurden viele neue bodenbewohnende
Arten beschrieben. Die Anzahl der heute bekannten bodenbewohnenden Ciliatenarten wird
auf 800 Arten geschétzt (Foissner et al., 2002). Generell zahlen sie innerhalb der Protozoen zu
den am besten anhand von morphologischen Merkmalen dokumentierten Gruppen. Eine
Ubersicht tiber die morphologische Vielfalt der Ciliaten gibt die Abb. 2.3 aus Finlay (1998).

Viele Ciliatenarten, insbesondere die des Bodens, sind in der Lage, auf unginstige
Umweltbedingungen mit der Bildung von Dauerstadien, sogenannter Cysten, zu reagieren. In
diesen Cysten konnen Ciliaten langere Zeitréume Uberdauern und somit z.B. bei Trockenheit
des Bodens Uberleben. Diese Féhigkeit konnen Ciliaten jedoch auch wieder verlieren, wie
sich bei Arten des immerfeuchten Regenwaldbodens oder nach léngerer Kultivierung zeigte
(Foissner, 1997b). Bei den Arten des Reisfeldbodens ist jedoch davon auszugehen, dal sie
durch den periodischen Wechsal von Trockenheit und Flutung hochgradig auf Cystenbildung
selektiert sind.

Ciliaten wurden wiederholt als haufige Gruppe der Reisfeldfauna beschrieben (z.B. Heckman,
1979; Madoni, 1987). Dabei wurden haufig die Arten der verschiedenen Lebensrédume
(Wassersdule; Ubergang vom Wasser zum Sediment und Rhizosphére; anoxischer Boden;
Abb. 2.1) vermischt. Von Heckman (1979) wurden 83 Arten aus einem Reisfeld in Nordost-
Thailand beschrieben. Nur eine Arbeit (Foissner, 1997a) untersuchte explizit die Population
terrestrischer Ciliaten. Aber auch diese Publikation (Foissner, 1997a) liefert keinerlel
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Abbildung 2.3: Formenreichtum und Diversitéat limnischer Ciliaten (Finlay, 1998).
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Informationen Uber die zeitliche Verteilung der Arten, deren Abundanzen sowie deren
Okologischen Relevanz im Bezug auf die Biogeochemie und die mikrobiellen Populationen.
Glde postulierte 1979, da3 Ciliaten einen grofen EinflulR auf Zusammensetzung,
Morphologie und Aktivité der mikrobiellen Gemeinschaften einer Kléranlage haben. Einen
direkten Einfluld der Ciliaten auf die mikrobielle Gemeinschaft durch Beweidung wurde
spater fir aquatische Okosysteme (Hahn und Hofle, 2001; Jirgens und Matz, 2002), aber
auch fur upland Boden nachgewiesen (Bonkowski et al., 2001; Rann et a., 2002). Der Begriff
upland Boden stammt aus der Bodenkunde und beschreibt haufig wasserlimitierte und
oxische Bdden. Fur Reisfeldbtden wurde diese Einfluf3grofie bisher noch nicht beriicksichtigt

und sollte mit dieser Arbeit untersucht werden.

Eine Vielzahl von Publikationen der letzten 20 Jahre beschéftigte sich mit der Symbiose von
methanogenen Endosymbionten und obligat anaeroben Ciliaten. Wiederholt wurde tUber CH4-
Produktion von methanogenen Endosymbionten in Ciliaten berichtet (Fenchel und Finlay,
1995). Diese stammten vorwiegend aus aquatischen und marinen Habitaten (Fenchel, 1993;
van Bruggen et al., 1983). Finlay und Fenchel (1991) isolierten einen obligat anaeroben
Ciliaten (Metopus palaeformis) aus dem Boden einer Mulldeponie. Auch bei dieser typisch
anaeroben Art des Bodens wurden aktive methanogene Endosymbionten entdeckt. Gefluteter
Reisfeldboden dirfte ein ideales Habitat fur obligat anaerobe Ciliaten des Bodens sein
(Foissner, 1999b). Deshalb sollte zusétzlich das Vorkommen und der Anteil dieser
Endosymbionten an der gesamten Bildung von CH, in anoxischem Reisfeldboden untersucht

werden.
2.4 Zidsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, einen detaillierten Uberblick Uber die Struktur und zeitliche
Verteilung der Ciliatenpopulation in Reisfeldbdden nach der Flutung zu erhalten. Dadurch
soll der Einfluf dieser Gruppe stellvertretend fir ale vorkommenden Protozoen abgeschétzt
werden. Alle Fragestellungen beziehen sich auf anoxische Inkubationen von
wassergeséttigtem, unbepflanzten Reisfeldboden. Grundsétzlich beschaftigt sich diese Arbeit
mit den folgenden Fragestellungen:

Welche Ciliatenarten treten im italienischen Reisfeldboden auf?
Wie verdndert sich die Populationsstruktur der Ciliatenfauna Uber eine

V egetationsperiode?
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Welchen Einflud haben Ciliaten auf die mikrobielle Gemeinschaft
(Prokaryonten) des Bodens?

Welche und wie viele Endosymbionten kommen vor?

Welchen Anteil haben Ciliaten an der Methanogenese?

Welche Einflul3grofie stellt die Gruppe der Ciliaten stellvertretend fur die
Protozoengemeinschaft dar?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden Uber einen Zeitraum von ca. 160 Tagen die
Diversitdét und zeitliche Verteilung der Ciliaten in anoxischen Inkubationen bestimmit.
Zusédtzlich wurden verschiedene Hemmversuche, z.B. mit selektiver Hemmung der
Protozoenfauna, durchgefiihrt. Zuletzt wurde versucht, die Diversitét und Anzahl von
offensichtlich vorkommenden Endosymbionten durch FISH und direkte Zahlungen zu
bestimmen.

10
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3 Material und Methoden
3.1 Boden

Der verwendete Boden wurde im Frihjahr 2000 aus einem Reisfeld des Istituto Sperimentale
per la Cerealicoltura (ISC) in Vercelli, Norditalien, entnommen. Fir die Erstellung eines
Arteninventars wurde zusétzlich Reisfeldboden aus dem Jahr 1998 verwendet. Bis zur
weiteren Nutzung wurde der Boden an der Luft getrocknet und bei Raumtemperatur gelagert.
Vor dem Einsatz wurde der Boden mit einem Backenbrecher (Typ BB1, Fa Retsch, Hahn)
zerkleinert und auf eine PartikelgréBRe < 2 mm gesiebt. Der Boden hat folgende
KorngrofRenverteilungen: >1 mm 20%, 1 — 0,2 mm 30,5% und <0,2 mm 49,5%). Details zur
landwirtschaftlichen Bearbeitung des Bodens konnen der Arbeit von Kriger et al. (2001)
entnommen werden. Weitere charakteristische chemische und physikalische Merkmale des
Bodens werden in Holzapfel-Pschorn et al. (1986) und Y ao et al. (1999) aufgefihrt.

3.2 Chemische und physikalische M essungen

3.2.1 Gasmessungen

Die Verédnderungen der Methan- und Kohlendioxidkonzentrationen im Gasraum der
verschieden Inkubationen wurden mit Gaschromatographen (Typ 9300 A, SRI Instruments,
Torrence, USA) gemessen. Das zu analysierende Gasgemisch wurde mit gasdichten Spritzen
(Pressure-Lock, VICI, Baton Rouge L.A. USA) direkt aus der Gasphase der Inkubationen
entnommen. Details zur Messung und dem verwendeten Gaschromatographen wurden in der
Arbeit von Bodelier et al. (2000) beschrieben. Die Auswertung der Chromatogramme wurde
mit dem Programm Peak Simple 2000 (SRI Instruments, Torrence, USA) durchgefihrt.

3.2.2 Messung organischer Sauren

Organische Sauren wurden mit Hochdruckfltssigkeitschromatographie (HPLC) analysiert.
Aufbau der HPLC und die Messung der Proben entsprachen den Angaben von Krumbdck und
Conrad (1991) sowie Nusslein et al. (2001). Details zu der verwendeten HPLC-Anlage
konnen der Tab. 3.1 entnommen werden. Zu jedem Mef3zeitpunkt wurde 1 ml Porenwasser
aus den Inkubationen entnommen, steril filtriert (Membranfilter, Porengréfe 0,2 pm,
Schleicher und Schuell GmbH, Dassel) und bis zur Messung bei —20°C eingefroren.
Unmittelbar vor der Analyse wurden die Proben aufgetaut, fir 15 min bei 13000xg
zentrifugiert (Biofuge 13, Heraeus) und der Uberstand erneut steril filtriert. Zur Eichung

11
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wurden 50 und 500 uM Multikomponentenstandards (Lactat, Formiat, Acetat, Propionat und
Butyrat) verwendet. Die Auswertung erfolgte Uber das Programm Peak Simple 2000 (SRI-

Instruments)

Tabelle 3.1: Details zum Hochdruckflissigkei tschromatographen.

Saule Edelstahlsaule: 300 mm; & 7,8 mm; Temperatur: 60°C
Trégermateria ORH-801 lon-exclusion form®

Saulenofen 41107

Pumpe SP 10007

Fliefimittel 1 mM Schwefelsaure

FluRrate 0,8 ml min™

RI-Detektor: Erc-7512? Temperatur: 40°C; UV-Detektor: UVIS 200%;
Weéllenlange A = 205 nm
Autosampler Jasco 851-AS”

Detektoren

DInteraction, Schambeck SFD GmbH, Bad Honnef; ?Sykam, Gilching; ’ERMA CR. INC, Tokoyo;
“Linear Instruments, Reno USA; ®Jasco, Japan

3.2.3 Messung freier lonen

Zur Messung von Sulfat, Nitrat, Nitrit und anderen anorganischen lonen wurde ein
lonenchromatograph der Firma Sykam (Gilching) verwendet. Diese Anlage bestand aus einer
Pumpe S1000, einem Saulenofen $S4110 mit einer Anionentrennsaule (siehe Tab. 3.2, LCAQ9,
Sykam), einem Leitfahigkeitsdetektor S3110 zur Bestimmung aller lonen und einem
Supressorsystem S2210/S6330. Es wurde zusétzlich ein UV/VIS-Detektor (UVIS 204, Linear,
USA) angeschlossen, welcher eine wesentlich genauere Bestimmung von Nitrit und Nitrat
erlaubte. Die Probenaufgabe erfolgte durch einen automatischen Probenaufgeber Jasco 851-
AS (Jasco, Japan). Die Auswertung der Chromatogramme wurde mit Peak Simple 2000 (SRI-
Instruments, Torrence USA) durchgefihrt.

Tabelle 3.2: Details zum verwendeten | onenchromatographen.

Saule: Edelstahlséule, 60 mm lang, & 4,6 mm,

Trégermaterial Styrol-Divinylbenzol Kopolymer, 10 um Korngrésse
Fliefimittel 3 mM Natriumhydrogencarbonat, 6 mM Natriumcarbonat
FluRrate 2ml min*

Ofentemperatur ~ 65°C

Detektor UV-Detektor Linear UVIS 204, Wellenlénge A = 218 nm

12
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3.2.4 Kolorimetrische Messung von Eisen (1)

Die photometrische Messung von Fe?* wurde nach dem Protokoll von Ratering und Conrad
(1998) durchgefiihrt. Zur Bestimmung des mit HCl extrahierbaren Fe** wurden 0,5 g des
wassergeséttigten Bodensin 4,5 ml 0,5 M HCI gegeben und fir 24 h bei 25°C in eéinem 15 ml
Falcon-Tube extrahiert. Je 10 und 100 pl des Extraktes wurden in je 1 ml Ferrozin-Reagenz
pipettiert. Die Ferrozin-Reagenz bestand aus 0,1% (w/v) Ferrozin (CxH13N4sNaOsS;) in 200
mM Hepes (CgH1sN20,4S) die mit NaOH auf pH 7 eingestellt wurde. Die Mischung wurde fir
2 min im Dunkeln inkubiert, kurz zentrifugiert (13000xg) und die Extinktion von 1 ml des
Uberstandes bei Wellenlange A = 562 nm gemessen (Uvikon 930 Spektrophotometer, Kontron
Instruments, Neufahrn). Die Eichung erfolgte mit einer Verdinnungsreihe aus 2 mM
Fe(NH,4)2(SO04), - 6H,0O-L6sung in 0,5 M HCI.

3.2.5 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden soweit méglich im Reinheitsgrad ,zur Analyse® bezogen. Die
verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bestellt:
Chroma, Minster (bzw. Waldeck GmbH & Co KG, Minster)
Cityfluor, London, UK

Difco, Augsburg

Fluka, Buchs

Merck, Darmstadt

MWG-Biotech, Ebersberg

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

3.26 Gase

Alle verwendeten Gase wurden von Messer-Griezheim (Frankfurt a. M.) bezogen. Einzige
Ausnahme bildete Methylfluorid (CHsF; 99%) von der Firma ABCR (Karlsruhe).

13
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3.3 Versuchezur Kultivierung
3.3.1 AerobeKulturen

Aerobe Bodenkultur

Das Arteninventar des Bodens wurde Uber Bodenkulturen nach der sogenannten , Non-
flooded Petri dish“-Methode (NFPD; Foissner, 1987) erstellt. Dazu wurden 50 bis 200 g
luftgetrockneter Boden in eine Petrischale geschittet. Diese Bodenmenge ergab in
Abhangigkeit vom Durchmesser der Schale eine Schichtdicke von ca. 1 bis 3 cm. Auf den
Reisfeldboden wurde destilliertes Wasser gegeben, so dal3 er wassergeséttigt, aber nicht
geflutet war. Anschlief3end wurde der Deckel so aufgelegt, dald ein Spalt den Luftaustausch
ermdglichte. Foissner (1997b) berichtet, dal’ die Populationsdynamik innerhalb des ersten
Monats am hochsten ist. Entsprechend der Empfehlung von Foissner (1997b) wurde dieser
Zeitraum besonders intensiv studiert. Proben wurden an Tag 1 bis Tag 10 téglich genommen
und untersucht. Fur weitere 3 Monate wurden zweimal wochentlich Proben untersucht.

Aerobe Kultivierung von Ciliaten nach Foissner et al. (1991)

Die aerobe Kultivierung von Ciliaten geschah in Petrischalen. Dazu wurden 2 — 8
Weizenkorner (diese wurden vorher bei 80°C fir 5 Tage im Trockenschrank gelagert, siehe
Foissner et al., 1991) in eine Petrischale von 12 cm Durchmesser gegeben. Eines der Korner
wurde zerdriickt, um einen raschen Zugang zur Weizenstérke zu erméglichen. Anschlief3end
wurde die Schale mit stillem Mineralwasser (Volvic, Frankreich) aufgefillt und 1 bis 5 ml
Bodenwasser bzw. einer aten Ciliatenkultur dazugegeben. Diese Methode fihrt zu
reproduzierbaren Resultaten, ist aber selektiv (Foissner, 1987; 1997b).

Reisstrohmedium nach R. Hemmer sbach (pers. Mitteilung)

Dieses Medium wurde speziell fir eine aerobe Kultur von Paramecium biaurelia angesetzt.
Dafir wurden 1,5 | destilliertes Wasser mit 7,5 g Reisstroh fur 1 h gekocht und anschlief3end
filtriert. Dem Extrakt wurden 7,5 ml Puffer (7,8 g Tris-hydroxylethylaminomethan [Trig]|, 5,6
g NaHPO,, 2,1 g NaH,PO,, 0,7 g Ethylendiamintetraessigsaure-di-Natriumsalz Dihydrat
[NaEDTA] in 100 ml destilliertes Wasser) und 1 ml Stigmasterol-Ldsung -0,5 g Stigmasterol
(Ca9H450), 100 ml Ethanol- zugegeben. Das Medium wurde abschlief3end fur 2 h bei 121°C
autoklaviert. Bis zur Verwendung wurde es bei 4°C im Kihlschrank gelagert und vor dem
Uberimpfen auf Raumtemperatur gebracht.
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3.3.2 Anaerobe Kulturen

Mit verschiedenen Medientypen wurde versucht, anaerobe Ciliaten zu isolieren und

anzureichern.

Bodenextrakt (SES) M edium nach Biagini et al. (1998)

In einer Flasche wurden 1 | destilliertes Wasser und 33 g gesiebter trockener Boden fur 45
min (121°C) autoklaviert. Das Extrakt wurde tber Nacht im Kuhlschrank gelagert, am
néchsten Morgen dekantiert, filtriert und erneut fir 45 min unter No-Atmosphére in einem
Kolben nach Widdel (Glasgerétebau Ochs GmbH, Bovenden-Lenglern) autoklaviert. Danach
wurde der Kolben mit N, begast und alle weiteren Schritte wie von Widdel und Bak (1992)
beschrieben unter anoxischen Bedingungen durchgefiihrt. Weiterhin wurden 20 mg I
K2HPO,, 20 mg It MgS0, - 7H,0, 200 mg I KNOs hinzugefiigt und der pH-Wert auf 7,2
eingestellt. Das Medium wurde anoxisch (unter N2- oder N,/CO,-Atmosphare) in eine
autoklavierte und mit 0,02 bis 0,05 gTG fein zerkleinertem und autoklaviertem Reisstroh (C-
Quelle) befillte 125 ml Serumflasche gefullt und mit sterilen Butylstopfen sowie Alu-
Krimpdeckel verschlossen. Als Variante wurden einige Flaschen mit 2 bis 6 Weizenkdrnern
statt Reisstroh gefiillt. Die Flaschen wurden mit unterschiedlichen Volumina anoxischen
Bodenwassers angel mpft.

CMV-like Medium nach Biagini et al. (1998)

Dieses Medium ist die Modifizierung eines zur Kultivierung von Trimyema compressum
entwickelten Mediums (Holler und Pfennig, 1991). Es enthielt: 0,125 g I* K.HPO,, 0,025 g
I'F NH4CI, 0,4 g I NaCl, 0,2 g I'* MgCl; - 6H,0, 0,15 g I* KCl und 0,25 g I'* CaCl, - 2H-0.
Als Pufferldsung wurden 60 ml 1 M NaHCOj3 hinzugegeben und der pH mit 1 M HCI oder 1
M NaOH auf 7,2 eingestellt. Auch dieses Medium wurde anoxisch und steril (siehe oben) in
125 ml Serumflaschen mit je 0,02 g Reisstroh oder Weizenkdrnern abgefllt.

CMaC Medium nach Massana et al. (1994)

Mit diesem Medium haben die Autoren experimentell die Rolle von Ciliaten im anaeroben
Okosystem untersucht. Das verwendete Medium bestand aus: 6 mg I K;HPO,, 3 mg I
(NH4)2S04, 8 mg It KCI, 4 mg It CaCl, - 2H,0, 5 mg I MgSO, - 7H,0, 500 mg I'* NaHCOs
und 36 mg I N&S - 9H,0. Als Indikator wurde abschlieRend 0,5 ml Resazurin (0,1% w/v;
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Ci12HsNNaQy) in das gesamte Medium gegeben. Der pH-Wert von 7,2 wurde mit 1 M HCI or
1 M NaOH eingestellt. Das Medium wurde unter N>-Atmosphére autoklaviert und wie bereits
oben beschrieben unter N/CO,-Atmosphére (80/20%) abgeflllt. Als Substrat wurden pro
Flasche jeweils 0,02 g steriles, getrocknetes und fein zerkleinertes Roggen- bzw. Reisstroh
oder ganze Weizenkérner verwendet.

SES - Bodenextrakt mit zusatzlichen Salzen nach CCAP-F (Culture Collection of Algae
and Protozoa - Freshwater, CEH Windermere, Ambleside, UK)

In 660 ml destilliertem Wasser wurden 105 gTG gesiebter Boden gegeben und in einer 1 |
Flasche fur 15 min autoklaviert. Nach 24 h wurde der Bodenextrakt erneut fur 15 min
autoklaviert. Danach mufdte das Extrakt fur ca. 1 Woche stehen. Dann wurde es dekantiert und
filtriert. Zusétzlich wurden folgende Lsungen angesetzt: @) 1 g It Ko;HPO,; b) 1 g I MgSO,
. 7 H0; ¢) 10 g I KNOs. Von diesen drei Lésungen (a-c) wurden zuerst je 20 ml sowie 100
ml Bodenextrakt in einen Kolben (entsprechend Widdel und Bak, 1992) gegeben, mit
destilliertem Wasser auf 1 | aufgeflllt, erneut unter N, autoklaviert und weiter verfahren wie
oben beschrieben. Zuletzt wurde der pH-Wert auf 7,2 eingestellt. Als C-Quelle wurden
zerkleinertes Roggenstroh oder Weizenkdrner in die verwendeten Flaschen gegeben. Das
Animpfen erfolgte wie oben beschrieben.

3.3.3 Kultivierte Ciliaten

Moneuplotes crassus

M. crassus wurde freundlicherweise von Jorg Ullmann, AG Prof. Dr. Klein, (Fachbereich
Biologie, Genetik, Philipps-Universitat Marburg) zur Verfigung gestellt. Dieses Taxon ist ein
Derivat des Moneuplotes crassus Typ Livl und stammt urspringlich aus dem Labor von Dr.
P. Luporini (Camarino, Italien). M. crassus wurde in Meerwassermedium kultiviert und mit
der marinen einzelligen Alge Dunaliella tertiolecta gefiittert, welche ebenfalls aus dem Labor

von Dr. Luporini stammen.

Paramecium biaurelia

P. biaurelia wurde freundlicherweise von Dr. R. Hemmersbach (Institut far Luft- und
Raumfahrtmedizin, Koéln) zur Verfigung gestellt. Zu Beginn wurden die Ciliaten in
Reisstronmedium, spéter dann in Petrischalen mit VVolvic und Weizenkdrnern kultiviert.
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Metopus es
Stamm:; CCAP 1653/2, Windermere, UK

Metopus palaeformis

Stamm:; CCAP 1653/3, Windermere, UK

Die beiden Metopus-Stamme wurden bei der CCAP (Culture Collection of Algae and
Protozoa, Windermere, UK) bestellt und in die vier verschiedenen vorbereiteten Medientypen
Uberimpft. Als C-Quelle wurden Reis- oder Roggenstroh oder Weizenkorner verwendet.

3.3.4 Kultivierte Bakterien und Archaea

Escherichia coli wurde neben Methanobrevibacter arboriphilus, M. crassus und P. biaurelia
als positiv-/negativ-Kontrolle fir FISH verwendet.

Escherichia coli JM 109

Ca. 24 h vor der Fixierung wurde E. coli in frisches LB-Medium (10 g I Bacto-Tryptone, 5 g
It Bacto-Yeast Extract und 5 g I'* NaCl; mit NaOH auf pH 7 einstellen) eingebracht und bei
35°C inkubiert. 2 h vor der Fixierung wurden die Zellen abzentrifugiert und erneut in frisches
LB-Medium Uberfihrt. Eine anschlief3ende Fixierung der Zellen erfolgte entsprechend den

verwendeten Protokollen (siehe unten).

Methanobrevibacter arboriphilius

M. arboriphilius wurde freundlicherweise als Reinkultur von der AG Thauer des MPI
Marburg zur Verflgung gestellt.

3.4 Bodenkerne aus einem gefluteten Reisfeld

Ende Juni 2001 wurde die Ciliatenpopulation eines italienischen Reisfeldes in Vercelli
untersucht. Dazu wurden aus einem Versuchsfeld Bodenkerne mit einem Stechrohr (rostfreier
Stahl, innen @ 60 mm, 200 mm lang; Eigenbau, Werkstatt, MPI Marburg) ausgestochen.
Diese Kerne enthielten die obersten 100 mm des Reisfeldbodens mit dem dartiber stehenden
Flutwasser. Dreimal wurden jeweils 2 Parallelen gestochen und direkt vor Ort (ISC, Vercdlli,
Italien) untersucht. Bodenproben von ca. 3 ml wurden mit einer abgeschnittenen Spritze alle
20 mm durch seitliche Offnungen entnommen (Frenzel et al., 1990). Die Proben wurden in

ein Becherglas gegeben und mit 5 bis 10 ml steril filtriertem Leitungswasser suspendiert. Aus
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dem Uberstand wurden nach ca. 30 s (groRere Partikel hatten sich abgesetzt) Teilproben
entnommen und mikroskopisch (Axioskop, Zeiss) auf Ciliaten Uberprift. Anaerobe Ciliaten
Uberlebten dieses Verfahren fur bis zu 10 min. Dieser Zeitrahmen erlaubte in den meisten
Féllen eine Identifizierung der Spezies anhand morphologischer Merkmale.

3.5 Anoxische Inkubationen von Boden

Reisfeldboden wurde in drei Varianten anoxisch inkubiert. Alle Variationen versuchten den
natlrlichen Verhdtnissen im gefluteteten Boden zu folgen. Die erste Variante bestand aus
Flachkulturflaschen von ca. 260 ml Volumen (Abb. 3.1). Diese wurden autoklaviert, mit je 50
gTG Boden gefillt, mit ausgekochten und autoklavierten Butylstopfen verschlossen und diese
mit Aluminiumschraubverschllissen gesichert. Die Flaschen wurden mit durch Filter (0,2 pm,
Schleicher & Schuell) geleiteten N fir mindestens 20 min mit Hilfe einer eingestochenen
Kanile begast. Wahrend der Begasung wurden die Flaschen wiederholt geschittelt, um auch
die Gasphase des Bodens auszutauschen. Zuletzt wurde den Flaschen je 30 ml steriles,
anoxisches (45 min, 121°C, unter Ny-Atmosphére autoklaviertes) destilliertes Wasser
zugesetzt. In Anlehnung an die NFPD-Methode wurde darauf geachtet, den Boden mit
Wasser zu séttigen, aber nicht zu fluten. Dies wurde mit dem verwendeten VVolumen ereicht.
Die Flaschen wurden liegend bei 20°C im Dunkeln fir insgesamt 163 Tage inkubiert. Pro
Mef3zeitpunkt (n = 25) wurden je funf Flaschen parallel, nach der Messung der Gasphasen,

beprobt.

Abbildung 3.1: Gasdichte Flasche mit inkubiertem Reisfeldboden (Grundaufbau).
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Als zweite Variante wurde dem Grundaufbau zusétzlich 1 gTG gehacktes Reisstroh pro 100
gTG Boden hinzugefiigt. Eine Erhdhung des Anteils an partikuldrem organischen Material
bewirkt eine beschleunigte Reduktion von Elektronenakzeptoren (Glissmann und Conrad
2000) und eine mogliche Veranderung der Ciliatenpopulation (Verhoeven, 2001). Es wurde
erwartet, dald zusétzliches Reisstroh eine Verénderung der Ciliatenpopulation und ihrer
Struktur bewirken wirde. Je 2 Flaschen pro Mefdtag wurden zwischen Tag 32 und 75

untersucht.

In dem 3. Experiment lag der Fokus auf dem Einfluf3 der Ciliaten auf die CH4-Produktion. Bei
diesem Experiment wurden -im Gegensatiz zu den anderen Ansdizen- anoxische
Bodenaufschldmmungen untersucht. Die Variation des Inkubationsaufbaus wurde
vorgenommen, da nur so die homogene Einmischung der Inhibitoren moglich war (s.u.). Fir
diesen Versuch wurden 125 ml Serumflaschen mit je 10 gTG Boden gefillt und dann durch
Butylstopfen und Alu-Krimpdeckel verschlossen. Die Gasphase wurde durch Begasung mit
N, ausgetauscht. Alle Flaschen wurden mit je 10 ml sterilem, anoxischem, destillierten
Wasser angeimpft. Zusétzlich wurden verschiedene Inhibitoren eingesetzt. Ohne Inhibitoren
wurden 5 Flaschen als Kontrolle prdpariert. Zur Hemmung der acetoclastischen
Methanogenese wurde 5 Flaschen je 1% CHsF (Methylfluorid, ABCR, Karlsruhe) zugesetzt
(Frenzel und Bosse, 1996; Janssen und Frenzel, 1997). Weitere 5 Flaschen wurden mit jeweils
10 ml einer Loésung zur Hemmung von Eukaryoten angeimpft. Diese Losung enthielt 200 mg
It Colchicin und 200 mg I Cycloheximid. Dadurch wurde es méglich, den EinfluR der
Protozoenfauna auf die CHs-Produktion zu studieren. Auf3erdem wurden sechs zusétzliche
Flaschen (3 mit Eukaryonten Hemmung, 3 ohne Inhibitoren als Kontrollen) prépariert. In
diesen wurde am Lichtmikroskop (Axiophot 11, Zeiss) die Prasens aktiver Ciliaten in je 0,5 ml
Bodenwasser kontrolliert (Tag 1 bis4 und Tag 13).

3.6 Probennahme

3.6.1 Probennahme von Bodenkulturen

Durch Schraghalten (10-35°) der Bodenkultur fur ca je 2 min sammelte sich das
Bodenwasser am Rand der Petrischale. Dieses wurde mit einer Pasteur-Pipette abgezogen und
auf einen Objekttrager gegeben. Mit einer fein ausgezogenen Pasteur-Pipette wurden bel 10 —
40-facher VergroRerung Ciliaten unter dem Mikrokop (Axiophot, Zeiss) aus dem
Bodenwasser gepickt und in stecknadelkopfgrof3en Tropfen auf neue Objekttrager gegeben.
Vier kleine Vaselinetropfen wurden mit einer Spritze um die Probe herum aufgegeben. Dann
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wurde ein Deckglas aufgelegt und der oder die Ciliat(-en) wurden durch vorsichtiges
Andriicken zwischen Deckglas und Objekttréager fixiert. Weitere mikroskopische
Untersuchungen berticksichtigten sowohl morphologische Merkmale wie auch andere, z.B.
Bewegung (Foissner et al., 1991, 1999). Alle Arten wurden soweit moglich in-vivo und nach
Farbungen (siehe unten) mit Zeichnungen, analoger und digitaler Fotografie sowie
Videografie dokumentiert. Fur die analoge Fotografie von Ciliaten hat sich wiederholt der
hochauflésende Schwarz-Weil3-Film Kodak Technical Pan TP 135-36 (Kleffel & Aye,
Frankfurt a.M.) bew&hrt. Der belichtete Film wurde entsprechent dem technischen Datenblatt
P-255 der Firma Kodak (http://wwwde.kodak.com) mit dem Entwickler Kodak HC-110
(Kleffel & Aye, Frankfurt a. M.) in der Verdinnung D (Kodak, Technisches Datenblatt J-24)
entwickelt. Fur die digitale Fotografie wurde die Digitalkamera Mega Fire (INTAS,
Gottingen) und fur die Videografie die Kombination aus Schwarz-Wei(3-Videokamera BC-2
(2/3’-CCD, ATV Horn) und dem S-VHS Videorecorder NV-HS960 (Panasonic, Hamburg)
verwendet.

Zur Bestimmung der Ciliaten wurde folgende Literatur benutzt:

Berger, 1999; Bick, 1972; Eigner, 2001 (CD-ROM); Esteban et al., 1995; Foissner, 1993,
1998 (und div. darin angegebene Literatur), Foissner et al., 1991, 1992, 1994, 1995, 1999,
2002; Jankowski, 1964; Kahl, 1926, 1927, 1930, 1931, 1932, 1935.

3.6.2 Elektromigrationsappar at

Ein Elektromigrationsapparat wurde in Anlehnung an Vorgaben von Wagener et al. (1986)
konstruiert (Abb. 3.2) und in der Werkstait des MPI Marburg gebaut. Zweck dieses Gerétes
war es, aus Bodenwasser durch Anlegen niederer Spannungen Ciliaten zu isolieren. Dabel
wird genutzt, dal3 Ciliaten bel artspezifischen Stromstérken beginnen, in Richtung der Anode
oder Kathode zu schwimmen (Wagener et al., 1986; van Hoek et al., 1998). Dieser Apparat
ermdglicht es, Ciliaten aus wassrigen Umweltproben in groRerer Zellzahl zu isolieren.

Die Ciliaten wurden nach vorsichtigem Abzentrifugieren dreimal in anoxischem, sterilem
Elektromigrations-Puffer (2,7 mM K;HPO,, 1,8 mM KH2PO,, 21,5 mM KCI, 20 mM NaCl,
6,1 mM MgSO;, - 7H,0, 0,5 mM L-Cystein, 0,5 mM CaCl, - 2H,0 und 1 mM NaHCOs; pH
7,5) gewaschen oder direkt im Bodenwasser in das Gerét pipettiert und durch Anlegen einer
Spannung von 20 V angeregt, in Richtung Kathode zu wandern (van Hoek et al., 1998).
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Abbildung 3.2: Elektromigrationsapparat, modifiziert nach Wagener et al. (1986).
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3.6.3 Analyseder Ciliatenpopulation in den anoxischen I nkubationen

Die Abundanzen der einzelnen Arten wurden gemal3 dem Protokoll von Finlay et al. (2000)
bestimmt. Zu Beginn der Messung wurde in den Flaschen (Abb. 3.1) die Zusammensetzung
der Gasatmosphére analysiert.

Jede Flasche wurde fur ca. 2 min leicht schrag (10 - 35°) gehalten. Dadurch sammelte sich das
Porenwasser, von dem 1 ml vorsichtig durch eine Spritze und Kanlile (mit grofRem
Innendurchmesser) abgezogen wurde. An enem Volumen von 05 ml wurde ein
Arteninventar erstellt und die vorkommenden Taxa dokumentiert. In weiteren 0,25 pl wurden
die Abundanzen gezahlt (leicht modifiziertes Protokoll nach Finlay et al., 2000; Foissner,
1997b). Die Zahlungen wurden auf normalen Objekttréagern durchgefihrt. Dies erlaubte, die
Arten bel starken Vergroferungen detailliert zu erfassen. In einer Zahlkammer wére dies

aufgrund der optischen Eigenschaften nicht moglich.

Im Anschluf3 an die Zahlungen wurden von jeder Inkubation 3 ml Bodenwasser abgezogen,
steril filtriert und fur die spdtere Untersuchung mit 1C und HPLC bel —20°C eingefroren.
Zuletzt wurden von jeder Flasche sechsmal 1 gFG in 2 ml Plastikreaktionsgefélen
(Eppendorf, Hamburg) gegeben. Vier Plastikreaktionsgefd3e wurden bel —20°C fir die
spétere Bestimmung von Fe** und weitere Analysen gelagert. Zwei weitere wurden mit
Paraformaldehyd (siehe unten) fixiert und flr spétere Zellzahlbestimmungen in ~50%
(Zugabe von 1 ml) Ethanol bei —20°C gelagert. Die Inkubationen wurden téglich von Tag 1
bis 9, jeden 3 bzw. 4 Tag bis Tag 58, sowie nach 80 und 163 Tagen untersucht

Die Anzahl der Ciliaten wird in Zellen gTG Boden™ angegeben. Der Boden wurde in einem
Gewichtsverhaltnis von 5:3 mit Wasser gemischt (geséttigt) und hatte eine Dichte von 1,57 g
cm®. Damit war es méglich, Zellen gTG Boden™ in Zellen cmi® Porenwasser (1,67) oder cm®
feuchter Boden (0,98) zu transformieren. Alle Werte werden als arithmetisches Mittel und

Standardfehler angegeben.
3.6.4 Zahlung der methanogenen Endosymbionten

Die Anzahl der methanogenen Endosymbionten der Ciliaten Gattung Metopus wurde mit zwei
verschiedenen Methoden ermittelt. Die erste Methode war die direkte Zahlung der
Endosymbionten nach Doddema und Vogels (1978). Aktive Methanogene konnen leicht

anhand ihrer unter UV-Licht typischen, schnell verblassenden Fluoreszenz (Wellenlange A =
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420 nm) identifiziert werden. Diese wird auch a's Faxo-Autofluoreszenz bezeichnet und ist auf
das Coenzym F4y zurtickzufUhren.

Einzelne  Metopus-Zellen  wurden unter einem  Mikroskop  (Axiophot  mit
Epifluoreszenzeinheit, Zeiss) gepickt und auf einen neuen Objekttrager Uberfuhrt. Auf den
Bodenwassertropfen wurde ein Deckglas (24 - 24 mm?) aufgelegt. Dann wurde auf das
Deckglas leichter Druck ausgelibt, um die Zelle zum Platzen zu bringen. Von diesen
geplatzten Zellen wurden unter UV-Anregung und Verwendung spezifischer Filtersétze (Zeiss
02 -G 365, FT 395, LP 420-, Zeiss) Fotos (Digital Kamera: Mega Fire, INTAS, Gottingen)
gemacht, in denen sich die methanogenen Zellen as blaulich leuchtend abhoben. Die
fluoreszierenden Zellen wurden nach der Einstellung von Helligkeit und Kontrast in den
Fotos manuell unter Verwendung des ,Crosshair Tools* von Imagel v.1.28
(http://rsb.info.nih.gov/ij/) gezahit.

Eine weitere Moglichkeit, die potentielle Anzahl der methanogenen Endosymbionten zu
ermitteln, ergab sich aus den Daten von Fenchel und Finlay (1995). Nach diesen Autoren
wurde davon ausgegangen, dal3 2% der Biovolumina von Metopus sp. aus Volumen von
Endosymbionten besteht. Auf Basis der artspezifischen Volumina der Ciliaten (siehe Tab.
4.1) konnte die Anzahl der Endosymbionten berechnet werden. Dabel wurde ein VVolumen
von 0,53 pm® pro Endosymbiontenzelle angenommen, wie es wiederholt fiir die Symbioten

von M. inversus gefunden wurde.
3.7 Mikroskopie

Zur ldentifikation, Z&hlung, Volumenbestimmung sowie physiologischer und
phylogenetischer Einordnung von mikrobieller und Ciliatenpopulationen unter dem
Mikroskop wurden verschiedene Fixierungen und Farbungen angewendet.

3.7.1 Fixierungen

Als Positiv- bzw. Negativkontrolle wurden bel allen Fixierungen fur FISH, DAPI- und FITC-
Farbungen (siehe unten) immer zusétzlich Zellen von E. coli, M. arboriphilus, M. crassus und
/ oder P. biaurelia separat fixiert. Nach dem Fixieren wurden die Zellen durch Zentrifugieren
konzentriert und in jeweils ca 10 pl Tropfen direkt auf SuperFrost®Plus-Objekttrager oder
mit Eiweil3glyzerin beschichtete Objekttrager gegeben. Die Proben wurden fur 2-24 h bei
Raumtemperatur getrocknet.
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3.7.1.1 Bouin-Fixierung

Das Protokoll dieser Fixierung orientierte sich an Foissner et al. (1991, 1999). Die Ciliaten
wurden mit Hilfe einer fein ausgezogenen Pasteur-Pipette direkt in Bouin (15 ml geséttigte
Pikrinsdure, 5 ml Formalin, 1 ml Eissessig) Uberfiihrt. Die Proben wurden bei einem
Mischungsverhdtnis von 1:1 (v/v) und bei Raumtemperatur fir 30 bis 45 min fixiert. Vor
dem Auftragen auf mit Eiweil3glyzerin beschichtete Objektrager (z.B. Protargol- oder
Silbernitrat-Farbung) wurden die fixierten Zellen durch wiederholtes Abzentrifugieren
dreimal in steril filtriertem (0,2 um) destillierten Wasser gewaschen. Fur den Transfer auf

SuperFrost®Plus-Objekttrager war kein solcher Waschschritt nétig.

3.7.1.2 Paraformaldehyd-Fixierung (PFA)

Diese Fixierung wurde sowohl fur die mikrobielle Gemeinschaft als auch fur Ciliaten
angewendet. Als Standard wurde eine Endkonzentration von 3% PFA in PBS-Puffer (8 g I
NaCl, 0,2 g I KCl, 1,44 g I'* NagHPOj,, 0,2 g I KH,PO,, pH 7.2) verwendet und fiir 20 - 45
min bel Raumtemperatur fixiert. Die fixierten Proben wurden direkt auf die verwendeten

Objekttréger aufgetragen.

3.7.1.3 Ethanol-Fixierung

Die Ciliaten wurden direkt aus dem Bodenwasser gepickt, 1:1 (v/v) mit 100% Ethanol
vermischt und fur ca. 12 h bei 4°C fixiert. Danach wurden die Zellen durch Zentrifugation (5
min bei maxima 1500 upm) vorsichtig aufkonzentriert. Das Pallet wurde mit einer fein

ausgezogenen Pasteur-Pipette direkt auf die Objekttréger getropft und dort getrocknet.

3.7.2 Farbungen mit 4',6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid (DAPI)

3.7.2.1 DAPI - Protokoll

Zur Anféarbung von DNS wurde eine L 6sung mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol dihydrochlorid
(DAPI) verwendet. Unter Anregung mit UV-Licht wurde DNS in den mit DAPI geférbten
Proben a's hellblau leuchtende Struktur sichtbar.

Auf teflonbeschichtete Diagnostika-Objekttrager mit 8 Feldern (Roth, Karlsruhe) wurden pro
Feld 20 pl einer 1% Agaroselosung (mit niedrigem Schmelzpunkt) aufgebracht und Uber
Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Nach dem Trocknen der Agarosepunkte wurden in
PFA fixierte Bodenproben aufgetaut und durch Aufschitteln resuspendiert. Nach ca. 30 s
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(gréberes Material konnte sich absetzen) wurden jeweils dreimal 2 pl des Uberstandes
entnommen und auf separate Felder der vorbereiteten Objekttrager getropft. Die Proben
wurden bel ca. 40°C fur 2 h eintrocknen. Dann wurden die Proben durch Einbringen in
Ethanol verschiedener Konzentration (50, 80, 100%) fir je 5 min entwassert und an der Luft
getrocknet. In 50 ml destilliertes Wasser wurden 2,4 mg DAPI gelést und aliquotiert bei -
20°C gelagert. Direkt vor der Anwendung wurde die Stammlésung im Faktor 1:500 zur
Arbeitsd6sung verdinnt. Durch Aufbringen von je 10 pl DAPI-Arbeitddsung (pro
Probenpunkt) wurde im Dunkeln fir 15 — 20 min bel Raumtemperatur geférbt. Dies fand in
einer wassergeséttigten Atmosphére (z.B. in einem geschlossenen 50 ml Falcon-Tube mit
wassergesdtigtem Filterpapier) statt, um ein Eintrocknen zu vermeiden. Die Objekttrager
wurden anschliefRend mit eiskaltem destilliertem Wasser gespuilt und erneut bei ca. 40°C fir
35 min im Dunkeln getrocknet. Nach dem Trocknen wurden pro Feld ca. 8 pl Anti-Fading
Agens (AF1, Citifluor, London) aufgetropft und ein groRes Deckglas (24 - 48 mm?) aufgelegt.
Die Z&hlung gefarbter Zellen wurde bei Epifluoreszenz-Anregung unter einem Mikroskop
(Leica DMR XE, Type TCS NT, Leica Microsystems AG, Heidelberg) bei 850facher
Vergrofderung durchgefihrt.

3.7.2.2 DAPI —Mikrobidelle Abundanzen

Unter dem Mikroskop wurden die aufeinanderfolgenden Sichtfelder entlang eines Transektes
gezahlt. Der Transekt wurde von einer Seite der gesamten Probenflache durch die Mitte zur
anderen Seite gezogen. Die Verteilung von Zellen und Partikeln innerhalb der Probenfléche
war uneinheitlich, d.h. Zellen und Partikel hauften sich entlang des aulReren Randes. Bel
dieser Art der Zahlung (entlang eines Transektes) besteht die Gefahr einer systematischen
é” Wi-Xi

Unterschétzung des echten Mittels. Deshalb wurde mit der Formel 1: X =2—— ein

aw

i=1
gewichtetes arithmetisches Mittel berechnet. Dabei entsprach X dem gewichteten Mittel, Wi
dem Faktor der Gewichtung und Xi dem Z&hlwert. Das verwendete Gewicht Wi war
proportional zum Quadrat der Radialdistanz. Diese Distanz wurde anhand der jeweiligen
Anzahl von Sichtfeldern zur Mitte ermittelt. Von alen Bodenproben wurden je drel Parallelen
gezéhlt und die gewichteten Mittelwerte der Parallelen in Zellen - gTG™ transformiert. Dazu
wurde das Volumen jeder Untermenge (2 pl), des Fixiermediums (1 ml) inklusive
Porenwasser und das Trockengewicht des Bodensin 1 gFG berticksichtigt.
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3.7.3 Féarbungen mit Fluoreszein-5-1sothiocyanat (FITC)
3.7.3.1 FITC —Protokall

FITC (Fluoreszein-5-1sothiocyanat) ist ein hdufig angewendeter Proteinfarbstoff. Mit diesem
Farbstoff wurde es mdglich, zusétzlich zu einer Farbung der DNS, die proteinhaltigen
Bereiche der geféarbten Zellen hervorzuheben. Die Farbung mit FITC bewirkte eine im
Vergleich zur DAPI-Farbung bessere Hervorhebung des Zellvolumens.

Biovolumina der mikrobiellen Gemeinschaft wurden exemplarisch fir die Mefdtage 4 und 80
ermittelt. Diese zwel Tage wurden gewahlt, weil an ihnen zwei stark unterschiedlich
zusammengesetzte Populationen von Ciliaten gefunden wurden. Die fixierten Proben (2 pl)
wurden wie bereits beschrieben auf teflonbeschichtete, mit Agarose-Feldern versehene
Diagnostika-Objekttrager (Roth, Karlsruhe) Uberfihrt. Nach der DAPI-Férbung wurde
zusétzlich FITC verwendet. Die Praparate wurden 3 min mit der FITC-Lésung (0,5 mg FITC;
125 pl 0,5 M NaCOs und NaHCO,, pH 9,6; 550 pl 0,01 M KH2PO4 und K;HPO,, pH 7,1;
550 pl 0,85% -w/v- NaCl-Loésung) geférbt. Dann wurden sie fir 10 min mit Karbonat-
Bikarbonat-Puffer (0,5 M N&CO; und NaHCO,, pH 9,6) und 2 min in Natrium
Pyrophosphat-L 6sung (5% w/v, NayP,O7 - 10H,0) inkubiert. Zuletzt wurden die Objekttrager
mit destilliertem Wasser gesplilt, an der Luft getrocknet, mit Anti-Fading Agens (AFL,
Cityfluor) Uberschichtet und mit einem Deckglas bedeckt.

3.7.3.2 Bestimmung des Biovolumen

Mit einem Convocal Laser Scanning Mikroskop (CLSM, Leica DMR XE, Type TCS NT,
Leica Microsystems AG, Heidelberg) wurden 6 Stapelbilder pro Probe bei 850-facher
Vergrolerung aufgenommen (Software: TCS NT Version 1.5.451, Leica Microsystems AG,
Heidelberg). Jedes Stapelbild hatte eine Flache von 80 - 80 pm (6400 pn¥). Die Tiefe
variierte zwischen 4,5 und 7,8 um. Die Anzahl der Einzelbilder pro Stapelbild (12 — 20 Stick)
war abhéngig von der Dicke des Préparates. Die Stapelbilder wurden mit Imagel v. 1.27
(http://rsb.info.nih.gov/ij/) bearbeitet. Zuerst wurde der Schwellenwert gesetzt und manuell in
einigen Stapelbildern die raumliche Ubereinstimmung der Signale von DAPI- und FITC-
Farbung Uberprift. Die raumliche Ubereinstimmung beider Signaturen wurde als Kriterium
far das Vorkommen von Mikroorganismen angenommen. Gemal3 dieses Kriteriums konnten
nahezu alle gezdhlten Partikel als Mikroorganismen betrachtet werden. Dann wurde die
Anzahl der Bakterien mit dem Hilfsprogramm ,, Analyse Particles® gezahlt. Jedes Stapelbild
enthielt zwischen 54 und 345 Zellen. Mit einem zweiten Hilfsprogramm (,Voxel Count*)
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wurde das Gesamtvolumen der Mikroorganismen, basierend auf dem FITC-Signal, berechnet.
Die FITC-Farbung bildete dabei das Zellvolumen besser ab as die DAPI-Férbung, die haufig

nur kleinere DNS-haltige Strukturen bzw. ,, Kernbereiche" anférbte.

3.7.4 Farbung mit Methylgrin-Pyronin

Mit einer 1% Methylgrin-Pyronin-Losung wurden die Zellkerne und Extrusome in lebenden
Ciliaten angeféarbt. Die Handhabung und Herstellung orientierte sich an dem Protokoll von
Foissner (1991). Diese Farbung war gut geeignet, um einen Uberblick iber die Lage und
Struktur der angeférbten Organellen zu erhalten. Die Farbung war jedoch nicht fir alle Arten
verwendbar (siehe Tab. 2 in Foissner, 1991).

3.7.5 Trockene Silbernitrat-Farbung

Die trockene Silbernitrat-Farbung dient der artspezifischen Anfarbung von Ciliaten. Diese
Farbung ist eine Alternative zur Protargol-Farbung (siehe unten). Beide Methoden dienen
dem hervorheben von Zellstrukturen wie z.B. den Kinetiden oder den Zellkernen. Die
Verwendung zweier verschiedener Methoden bot sich an, da be unterschiedlichen
taxonomischen Gruppen verschiedene Affinitéten zu den Methoden bekannt waren (Foissner,
1991). Diese Methode richtete sich nach dem Protokoll von Foissner et al. (1991, 1999).

3.7.5.1 Trockene Silbernitrat-Farbung

In Bouin fixierte Ciliaten wurden gewaschen und durch Zentrifugation aufkonzentriert. Auf 5
- 10 gut entfettete Objekttrager wurde mit der Fingerkuppe je ein kleiner Tropfen Eiweil3
(Vorbehandlung, siehe unten) im mittleren Drittel ausgestrichen und ca. 1 min getrocknet. Die
Ciliaten wurden in einem kleinen Tropfen auf den Eiweil¥kleber aufgetropft, sofort
ausgestrichen und erneut getrocknet. Mit einer Pasteur-Pipette wurden dann 6 - 10 Tropfen
AgNOs-L6sung (1 g AgNOs, 100 ml destilliertes Wasser) aufgegeben und fir 1 - 2 min
inkubiert. Die Losung wurde danach mit destilliertem Wasser abgespiilt und das Préparat
getrocknet. Mit der beschichteten Seite wurde das Praparat fir 5 - 60 s in einem Abstand von
3 - 10 cm an eine 60 Watt Gluhbirne gehalten. Die Proben wurden anschlief3end sofort fir ca.
30 - 60 s durch vorsichtiges Auftropfen der Reduktions-L6sung (20 ml Komponente A: 100
ml entionisiertes Wasser mit ca 40°C, 1 g Borsdure (H3BOs), 1 g Borax (BsN&Oy), 0,5 g
Hydrochinon (CsHsO5), 10 g Natriumsulfit (NaSO3) und 0,25g Metol ((CH,NHCgH,OH),); 1
ml Komponente B: 100 ml destilliertes Wasser, 0,4 g Metol, 5,2 g Natriumsulfit, 1,2 g
Hydrochinon, 10,4 g Natriumcarbonat (NaCOs), 10,4 g Kaliumcarbonat (K2COs3) und 0,4 g
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Kaiumbromid (KBr); 1 ml Komponente C: 10 g Natriumhydroxid (NaOH), 100 ml
destilliertes Wasser) tberschichtet. Danach wurde die Reduktions-Ldsung abgegossen und
jedes Praparat fur 5 - 10 s mit 250 ml Leitungswasser gespllt. Die Praparate wurden dann fir
5 - 10 min in 2,5% Natriumthiosulfat-Losung (2,5 g Na$S,05 - 5H,O, 100 ml destilliertes
Wasser) tberfuhrt, fir 2 min mit 250 ml Leitungswasser gespult und dann erneut getrocknet.
Abschliefiend wurden sie zweimal in 100% Ethanol, dann zweimal in Xylol Gberfihrt, mit
Euparal (2 - 3 Tropfen) tberschichtet und durch Auflegen eines grof3en Deckglases (24 - 48

mm?) eingeschlossen.

3.7.5.2 Eiweil3kleber

Ungeféhr 24 h vor der Silbernitrat-Farbung wurde ein Ei angeschlagen und das Eigelb vom
Eiwell3 getrennt. Das Eigelb wurde verworfen. Das Eiweil3 wurde in eine Weithalsflasche
geflllt und diese offen stehen gelassen. Bel der Anwendung 24 h spéter wurde mit der
Fingerspitze leicht auf die angetrocknete Eiweil3oberflache getippt und der dabel anhaftende
Tropfen wie beschrieben (siehe oben) auf dem Objekttréger verteilt.

3.7.6 Protargol-Farbung

Ebenfalls an dem Protokoll von Foissner et al. (1991, 1999) orientiert sich diese Methode.
Ungefdhr sechs Wochen vor der Durchfihrung wurde das dafiir bendtigte Eiweil3glyzerin
hergestellt (siehe unten).

Diese charakteristische Farbung wurde zum hervorheben Silberprotein-sensitiver Strukturen
benutzt. Ciliaten wurden wie beschrieben aufkonzentriert, fixiert (Bouin) und gewaschen. Ein
Tropfen der fixierten Ciliaten wurde zusammen mit einem Tropfen Eiweil3glyzerin (siehe
unten) auf einem gereinigten (fettfreien) Objekttréagern vermischt und ausgestrichen. Die
Tropfen waren dabei unterschiedlich gro3, um variierende Schichtdicken zu erhalten. Von
jeder Probe wurden 8 Objekttréger angefertigt (eine Serie). Grobere Teile wie Sand, Holz, u.a
wurden entfernt. Die Objekttrager wurden fir ca 2 - 12 h bel Raumtemperatur getrocknet.
Diese Beschichtung war auf3erst empfindlich, weshalb Fried et al. (2002) die Verwendung
von SuperFrost®Plus Objekttragern empfahlen. Auf diese konnten die Proben ohne
vorherigen Waschschritt mit der Fixierungs-Losung aufgetragen werden. Im weiteren
Vorgehen wurden immer zwei Objekttréger unterschiedlicher Serien (z.B. die ersten
Objekttrager von Serie 1 und 2) Ricken an Ricken ins Farbebad gestellt. Dadurch wurden
beide Serien gleich behandelt und die Handhabung im Farbebad erleichtert. Die Serien
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wurden in einem Farbebad fur ca. 20 — 30 min in 98 - 100% Ethanol eingebracht (abhangig
vom Klebevermogen des Eiweil3glyzerins). Danach folgten zwei Waschschritte fir einmal 5
min in 70% Ethanol und zweimal 5 min in destilliertem Wasser. Wahrenddessen wurden 100
ml ener 0,2% (w/v) Kaiumpermanganatlosung (KMnO,), 100 ml einer 2,5% (w/v)
Oxalsaurel 6sung (C;H20, - 2H,0) und eine 0,4% Protargol-L dsung angesetzt. L etztere wurde
Hergestellt, in dem 0,28 g Albumosesilber fir die Mikroskopie auf 70 ml destilliertes Wasser
gestreut wurden. Dieses Gemisch wurde anschlief3end in einem Thermoschrank auf 60°C
erhitzt. Das Albumosesilber 16st sich bei 60°C innerhalb von 20 min. Zusétzlich wurde ein
Entwickler vorbereitet (500 ml destilliertes Wasser, 7 g Borsaure (HsBOs), 1,5 g Hydrochinon
(CsHs02), 10 g Natriumsulfit (NaSO3) und 75 ml Aceton (C3HgO)). Die Objekttrager wurden
gleichzeitig in die Kaliumpermanganatlosung gestellt und nach folgendem Zeitplan
entnommen: 30, 60, 75, 90, 105, 120, 135 und 180 s. Danach wurden sie zweimal 5 min in
destilliertes Wasser gestellt. Nach diesem Waschschritt wurden sie in die Oxalsdurel 6sung
gestellt und daraus nach 60, 120, 150, 170, 190, 210, 230 und 300 s entnommen.
Anschlief3end wurden die Serien erneut fir dreimal 3 min in destilliertem Wasser gewassert
und kamen dann fir 15 min bel 60°C in die Protargol-Losung (im Warmeschrank). Nach
Ablauf der Zeit wurde die Losung samt der Préparate dem Wéarmeschrank entnommen und fur
15 — 30 min auf Raumtemperatur abgekuhlt. Danach wurden die einzelnen Objektrager
nacheinander in ein Entwicklerbad gestellt und unter einem Mikroskop die Farbung (das
Eiwell3 wurde gelblich) beobachtet. War die gewinschte Farbung erreicht, wurden die
Objekttrager je zweimal 2 s in destilliertes Wasser eingebracht und sofort fur weitere fir 5 —
10 min in Fixierldsung (500 ml destilliertes Wasser, 12,5 g Natriumthiosulfat) gestellt. Die
Objekttrager wurden anschlief3end zweimal in destilliertem Wasser gespult und fir 5 min in
70% Ethanol Uberfihrt. Sofort danach wurden sie nacheinander fir je zweimal 5 min in 100%
Ethanol bzw. Xylol gestellt. Zuletzt wurden ca. 3-5 Tropfen Euparal auf die Objekttréger
gegeben und durch Auflegen eines Deckglases (24 - 40 mm?) versiegelt. Luftblasen wurden
herausgedriickt und Uberschissiges Kunstharz mit Kiichenkrepp entfernt. Vor der ersten
Untersuchung wurden die Prdparate fir 48 h bei Raumtemperatur (staubgeschiitzt)
ausgehartet.
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3.7.6.1 Eiweil3glyzerin nach Foissner et al. (1991

Eiwell3glyzerin hat sich als Einbettungsmedium / Kleber fir Farbungen nach der Protargol-
Methode wiederholt bewahrt. Die Herstellung von Einweil3glyzerin ist notwendig, da
kommerziell erwerbbares nicht die gewtinschte Haftung erzielt (Foissner et al., 1991). Das
Eiweil3 von 9 Eiern wurde in einem sauberen Erlenmeyerkolben gesasmmelt und das Eigelb
verworfen. In einem verschlossenen Erlenmeyerkolben wurde das Eiweil3 intensiv geschittelt,
bis sich ein dicker Schaum bildete. Das restliche flissige Eiweil3 wurde in einen frischen
Kolben Gberfihrt und weiter geschuttelt. Alle mit Eiweil3schaum geftillten Kolben wurden fir
5 — 10 min stehengelassen, bis sich eine Flissigkeit von glyzerinartiger Konsistenz absetzte.
Diese wurde gesammelt und in Verhdtnis 1:1 (v/v) mit wasserfreiem Glycerin vermischt.
Zusédtzlich wurden 2 - 5 kleine Thymolkristalle (CioH140) hinzugegeben und das
Eiwell3glyzerin im Dunkeln bel Raumtemperatur fur mindestens zwei Wochen gelagert. In
dieser Zeit setzte sich ein weillicher Belag ab. Der Uberstand (das fertige Eiweilglyzerin)
wurde durch vorsichtiges Dekantieren von den Kristallen und dem Bodensatz getrennt. Der
restliche Bodensatz wurde verworfen. Erst nach ca. 3 Wochen zusétzlichen Alterns wurde das
Eiwei3glyzerin verwendet. Die Lagerfahigkeit betrugt ca. 8 - 10 Wochen.

3.7.7 Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH)

3.7.7.1 FISH-Protokoll

Das verwendete Protokoll orientiert sich an den Publikationen von Fried et al. (2002) und
Fritsche et al. (1999). Eine ausfulhrliche Liste aller aus der Literatur stammenden Sonden und
der verwendeten Formamid-Konzentration (FA; in %) kann dem Anhang (Tab. 8.1)
entnommen werden. Bel neu entwickelten Sonden (Tab. 3.4) wurde das von Behr et al. (2000)
verwendete ,, multi-probes*-Konzept angewendet. Das heifdt, es wurden Sonden verwendet,
die verschiedene Zielregionen auf der 16S oder 18S rRNS-Gensequenz des selben
Organismus hatten. Wiederholt wurden aquimolar gemischte Sonden fir den gleichen
Zielorganismus aber mit unterschiedlicher Zielregion und gleicher Fluoreszenz-Makierung
(z.B. von EUB338, EUB338 Il und EUB338 Ill as EUBMix oder Arch344 und Arch914 als
ARCMIix) eingesetzt. Jedem Objekttrager wurde ein Tropfen von parallel fixierten Zellen von
E. coli, M. arboriphilus, M. crassus und P. biaurelia as Positiv- bzw. Negativkontrolle

hinzugefugt.
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Fur Hybridisierungen wurden die speziell beschichteten Objekttréger SuperFrostO Plus der
Firma Menzel verwendet. Diese Objekttrager erlaubten es, auf die fUr einige andere
Farbungen -insbesondere Protargol- nétige Eiweil3glyzerin-Beschichtung zu verzichten. Die
Adhésion der fixierten Zellen war am stérksten, wenn formaldehydhaltige Fixierungen (siehe
oben) benutzt wurden (PFA > Bouin > Ethanol). Die fixierten Zellen wurden direkt auf die
Objekttréger aufgetragen und eingetrocknet. AnschlieRend wurden die Objekttrager fir
dreimal 10 min in Leitungswasser gewaschen und in einer Ethanolreihe (30, 50, 80 und 100%
Ethanol) fir je 5 min entwéssert. In diesem Zustand wurden die Objekttréger teilweise fur
einige Tage im Dunkeln (kthl und trocken) gelagert.

Vor einer Hybridisierung wurde die Préahybridisierungslésung (2,4 g I Tris-hydroxyl-
ethylaminomethan [Tris], 2,0 g |I* Natriumdodecylsulfat [SDS], 20 g I
Ethylendinitrilotetraessigsdure [EDTA], pH 7,4) und eine 45 M Natriumchlorid-L6sung
vorbereitet. Jeweils 40 ml Aliquots der Losung wurden zur Aufbewahrung in 50 ml Falcon-
Tubes gefullt und bei —20°C eingefroren. Vor jeder Hybridisierung wurde der
Hybridisierungpuffer (800 ul Préhybridisierungsiésung, 200 pl NaCl-Ldsung, steril filtriert)
vorbereitet. Das Einstellen der Formamidkonzentration erfolgte tber die Werte der Tabelle
3.4. Entsprechend der Tabelle wurden auch die NaCl-Konzentration im Waschpuffer
eingestellt.

Tabelle 3.3: Zur Einstellung der Stringenz des Waschpuffers nétige Zugabe von 4,5 M NaCl-L6sung
bei verschiedenen Formamidkonzentrationen im Hybridisierungspuffer bzw. in 40 ml Waschpuffer.
Nach ARmus (1996)

Formamid [%] im NaCl [ml] im Formamid [%] im NaCl [ml] im
Hybridisierungspuffer Waschpuffer Hybridisierungspuffer Waschpuffer
0% 10,0 20% 2,0
5% 7,0 25% 1,4
10% 4,5 30% 0,9
15% 3,0 35% 0,5

Auf 100 pl Hybridisierungspuffer wurden jeweils 10 pl Probe zugegeben. Die Hybridisierung
erfolgte in einem liegenden Falcon-Tube fir 2 h bei 46°C im Hybridisierungsofen (Hybaid
Shake n Stack, Thermo Hybaid, Heidelberg). Durch ein kleines Stlick befeuchtetes
Filterpapier wurde das Austrocknen des Préparates verhindert. Um eine gleichméidige
Verteilung der Hybridisierungs-Losung zu gewéhrleisten empfahlen Fried et al. (2002), ein
Deckglas aufzulegen. Dies hatte jedoch den Nachteil, dal3 beim Abnehmen des Deckglases,
Zellen abgetrennt oder zerstort wurden (eigene Beobachtung). Im Anschlu an die

Hybridisierung wurden die Objekttrager kurz mit warmen (48°C) Waschpuffer gespiilt und in
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ein Falcon-Tube mit dem entsprechend vorbereiteten Waschpuffer gestellt (48°C, 15 - 20
min). Dann wurden die Objekttrager fir zweimal 10 s in eiskaltem destillierten Wasser
gespult und bei Raumtemperatur getrocknet. Danach wurde eine DAPI-Farbung durchgefiihrt.
Zuletzt wurden je 5 — 10 pl Anti-Fading Agens (AF1, Cityfluor, London) sowie 6 kleine
Vaselinetropfen (als DeckglasfiiRe) aufgegeben und ein groRes Deckglas (24 - 40 mm?)
aufgelegt.

Die Hybridiserungen wurden mit einem CLSM mit Argon-Krypton-Laser und UV-Laser
(Leica DMR XE, Type TCS NT, Leica Microsystems AG, Heidelberg) bei 850- bis 1250-
facher VergolRRerung ausgewertet und in Stapelbildern dokumentiert. Als Bildbearbeitung-
Software wurden TCS NT (Version 1.5.451, Leica Microsystems AG, Heidelberg), Imagel v
1.27 und Adobe Photoshop 6 (Adobe, USA) verwendet.

Tabelle 3.4: Neu erstellte Oligonukleotid-Sonden.

E. coli
Name Sequenz (5" — 3') Zielorganismus ~ Position” Farbstoff
Cil 768 GUUAGGGGAUCAAAGACG Ciliophora 768 — 785 FLUOS
Metopus
Mpa 194 CGAAUCGCGGAUUUUUCUGC palaeformis 194 - 213 Cy3
Metopus
Mpal 637 ACGGACCAUAUCCAUCCUUC  palaeformis 637 — 656 Cy3
Metopus
Mpal 1263 ACCGAAAGGUUCGCGGUAAU  palaeformis 1263 - 1282 Cy3

YZielbereich im E. coli Genom (nach Brosius et al., 1978); Die Position im E. coli-Genom bezieht
sich auf die in ARB (Stand: 12. Juni 2002) genannte. 2?Optimale Konzentration von Formamid im

Hybridisierungspuffer [%].

3.7.7.2 Oligonukleotid-Sonden

Fir die Hybridisierungen wurden mit am 5'-Ende fluoreszierenden Farbstoffen gekoppelte
Oligonukleotid-Sonden verwendet (Tab. 3.4; Tab. 8.1). Die Mehrzahl aler verwendeten
Sonden wurde der Literatur oder der Webseite ProbeBase (http://www.microbial-
ecology.net/probebase/, letzter Zugriff am 25. Juni 2003), entnommen. Alle
Oligonukleotidsequenzen wurden anhand der aktuellen ARB-Datenbankversion (12. Juni
2002) Uberprift. Die Sonden wurden mit den Fluoreszenz-Farbstoffen FLUOS, Cy3 oder Cy5
gekoppelt. Alle Oligonukleotide wurden von MWG-Biotech (Ebersberg) synthetisiert.
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4 Ergebnisse
4.1 Ciliatenfauna
4.1.1 Arteninventar des Reisfeldbodens

Mit der NFPD-Methode wurde ein Arteninventar der Ciliatenfauna des italienischen
Reisfeldbodens erstellt. Uber einen Zeitraum von 3 Monaten wurde in den ersten 10 Tagen
taglich und dann zweimal in der Woche die Zusammensetzung der Arten erfaldt und detailliert
dokumentiert. Die regelmaliige Untersuchung des Porenwassers der anoxischen Inkubationen
zeigte die Ciliaten als dominierende Protozoengruppe. Andere Protozoen wurden nur selten
gefunden. Flagellaten und Gymnamoebae waren nur selten zu finden, wahrend von

Thekamoebae nur leere Schalen entdeckt wurden.

Die gefundenen Taxa der Ciliaten wurden in Tab. 4.1 aufgelistet. Insgesamt waren 52 Taxa
im italienischen Reisfeldboden vertreten. Mit Taxon (Tab. 4.1) wurden die nicht néher
identifizierten Arten bezeichnet, die in die entsprechenden hoheren taxonomischen Gruppen
eingeordnet werden konnten. Die Numerierung dieser Taxa erfolgte in der Reihenfolge ihres
Auftretens in den Bodenkulturen oder den anoxischen Inkubationen. Um eine Uberpriifung
der beschriebenen Taxa zu ermdglichen, wurden von einigen schwierig bestimmbaren Taxa

Protargol-Farbungen als Dauerpraparate angefertigt.

Aerobe Taxa dominierten die Artenliste (Tab. 4.1). Nur sieben Arten wurden anhand von
Daten aus der Literatur (Foissner, 1998; Jankowski, 1964) als Anaerobier klassifiziert. In
dieser Gruppe dominierte die Gattung Metopus mit sechs Arten und Cirranta mobilis. In den
anoxischen Inkubationen des Reisfeldbodens wurden 23 Taxa gefunden, wobei darin die
sieben genannten Anaerobier enthalten waren. Die anderen 16 bisher als Aerobier
klassifizierten Taxa wurden als fakultative Anaerobier den obligat Anaeroben
gegenlbergestellt. Begrindet wurde dies mit ihrem Vorkommen unter anoxischen
Bedingungen Uber Zeitraume von 2 Tagen bis mehreren Wochen.

Die genaue taxonomische Zusammensetzung der Ciliatenfauna wurde in der Tab 4.2
aufgelistet. Die hochste Diversitét erreichte die Gruppe Gymnostomatida (Tab. 4.2). Von
allen vorkommenden Taxa entfielen 17 (33%) bzw. 10 (anoxische Inkubationen, 43%) in
diese Gruppe.

33



Ergebnisse

M.V. Julian SCHWARZ

Tabelle 4.1: Ciliatenfauna (Protozoa, Ciliophora) der Inkubationen von geflutetem Reisfeldboden.

o V(;]LI:)())(rinS::nhe;1 in oblig atl) m ethano_gene . Bereggrnung Typische ) bevozugts? taxonomisg):he
Inkubationen anaerob Endosymbionten Biovolumina® Grof3e [um] Nahrung Gruppe

Actinorhabdos trichocystiferus Foissner, 1984 + - - A 56 - 23 c GY
Arcuospathidium vermiforme Foissner, 1984 + - - A&B 140 - 18 Cc GY
Blepharisma hyalinum Perty, 1852 — — — C 82-26 b, h* HE
Blepharisma sp - - - C 72-21 b* HE
Bothrostoma cf. undulans Stokes, 1887 - - - A 72-21-23 b, f HE
Bryometopus sphagini (Pernard, 1922) Kahl,
1932 — — — A 64-40-20 b,c,d,g* CcO
Bryophyllum tegularum Kahl, 1931 - - - A 148 - 28 - 20 C,r* GY
Chaena torrenticola Foissner, 1984 - - - A 80-21 C GY
Chilodonella uncinanta (Ehrenberg, 1838)
Strand, 1928 - - — A 40-21-20 b* CY
Cirranta mobilis (Pernard, 1922) Jankowski,
1964 + + — B&C 44.35-20 b HE
Colpoda inflata (Stokes, 1884) Kahl, 1931 - - - C 50 - 407 b,f* CO
Colpoda magna (Gruber, 1879) Lynn, 1978 - - - A 140 - 60 - 60 b* CO
Colpoda minima (Alekperov, 1985) Foissner,
1993 - - - C 125 - 80t b* CcO
Colpoda steinii Maupas, 1883 + - - A 22-17-15 b,e,g,h* CO
Colpodidium caudatum Wilbert, 1982 - - - A&C 69 -31 b* NA
Cyclidium glaucoma Miller, 1773 - - - C 3217 b,g* HM
Cyrtolophosis mucicola Stokes, 1885 - - - C 28-15 b* CO
Frontonia cf. acuminata Ehrenberg, 1833 - - - B 45.12 -8 b* HM
Gonostomum affine (Stein, 1859) Sterki, 1878 - - - A 96 -27-16 b,f,s* HY
Halteria grandinella (Mller, 1773) Dujardin,
1841 — — — B 65 - 45 b,f,g* oL

Tabelle 4.1: Fortsetzung néchste Seite
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Fortsetzung Tabelle 4.1

Vorkommen in . Berechnung : :
, obligat methanogene Typische bevozugte  taxonomische
Taxon anomsx_:hen 6"  Endosvmbionten?® . der _ Groge 5 Nahrung® G 6)
Inkubationen ~ 120 Osymbolonten™  giovolumina® =" [um] rung ruppe

Hemisincirra inquieta Hemberger, 1985 + - - A&B 126 - 12 b* HY
Histroculus muscorum Kahl, 1932 + - - A 98.42 .23 b,f HY
Holostichides chardez Foissner, 1987 - - - A 84 -23 g h,s* HY
Leptopharynx costatus Mermod, 1914 - - - A 25-.15-10 b,f* NA
Metopus es (Mdiller, 1776) Lauterborn, 1916 + + + C 140 - 52 b,ef,s* HE
Metopus hasei Sondheim, 1929 + + + B 58-20 b* HE
Metopus inver sus (Jankowski, 1964) Agatha
und Foissner, 1999 + + + B 115 - 63 b* HE
Metopus minor Kahl, 1927 + + + C 25-12 b* HE
Metopus palaeformis Kahl, 1927 + + + B 105- 30 b* HE
Metopus setosus Kahl, 1927 + + + A 63-31 b* HE
Oxytricha setigera Stokes, 1891 - - - A 45.20-15 b,f* HY
Oxytrichidae Taxon 1 + — — A 70-20-18 b,f* HY
Oxytrichidae Taxon 2 + — — A 73-24-15 b,f HY
Oxytrichidae Taxon 3 - - - A 104 - 26 - 13 b,f HY
Oxytrichidae Taxon 4 — — — — n.b. b,f HY
Oxytrichidae Taxon 5 - - - - n.b. b,f HY
Oxytrichidae Taxon 6 - - - - n.b. b,f HY
Phialina binucleata Berger, Foissner und
Adam, 1984 - - - B 62 - 13% c* GY
Plagiocampa pentadactyla Foissner, Agatha
und Berger 2002 + - - C 32-16 b* PR
Pleuroplitoides smithii Foissner 1996 - — — B 86 - 26 c* GY
Prorodon sp. - - - B 80 - 40 c PR

Tabelle 4.1: Fortsetzung néchste Seite
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Fortsetzung Tabelle 4.1

o V(;]LI:)())(rinS::nhe;1 in oblig atl )) m ethano_gene . Bereggrnung Typische ) bevozugts? taxonomisg):he
Inkubationen anaerob Endosymbionten Biovolumina® Grof3e [um] Nahrung Gruppe

Protospathidium serpens (Kahl, 1930) + - - C 55-11 c* GY
Protospathidium sp. + - - C 150 - 24 Cc GY
Spathiidae Taxon 1 + — — C 33-9 c GY
Spathiidae Taxon 2 - - - - n.b. c GY
Spathiidae Taxon 3 + - - B 40 -8 C GY
Spathiidae Taxon 4 + - - - n.b. c GY
Spathiidae Taxon 5 + - - - n.b. Cc GY
Fpathidium cf. crassum Kahl, 1926 + - - A 37-9 c GY
Spathidium longicaudatum (Wilbert und

Buitkamp, 1974) Buitkamp, 1977 - — — A 150 - 30 c,n* GY
Spathidium cf. modestum Kahl, 1930 + - - A&B 85-18 C GY
Soathidium cf. vermiculis Kahl, 1926 - - — A 45-15-8 c GY

YNach Foissner, 1998
2V erifiziert durch eigene Beobachtungen
9Biovolumen wurde berechnet als A: ein Quader, B: ein Zylinder mit halbkreisférmigen Ende oder C: ein Raumellipsoid;

“Lange - Breite - Hohe (drei Zahlen) oder Lange - Durchmesser (zwei Zahlen) aus eigenen Messungen; andernfalls 1: Foissner, 1998; 1: Berger et al., 1984;

n.b.: nicht bestimmt;

®Bevorzugte Nahrung: b - Bakterien; ¢ - Ciliaten; e - Cyanobakterien; f - Farblose Flagellaten; g - Griinalgen inklusive Griiner Flagellaten; h - Hyphen and
Sporen von Pilzen und Hefen; n — Nacktamoben (Gymnamoebag); r - Rotatorien, Nematoden; s - Bodenpartikel. Aus eigenen Beobachtungen; sonst: * Foissner,

1998;

®Einteilung nach Foissner, 1998: CO - Colpodida, CY - Cyrtophorida, GY - Gymnostomatida, HE - Heterotrichia, HM - Hymenostomatida, HY -

Hypotrichida, NA - Nassulidag, OL - Oligotricha, PR — Prostomatida;
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Heterotriche Ciliaten waren die dritt- bzw. zweithaufigste (anoxische Inkubationen) Gruppe
im Reisfeldboden. Die Gruppe Heterotrichida enthdlt die obligat anaeroben Arten der Gattung
Metopus und Cirranta. Die Gruppe Colpodida z&hlt zu den bekanntesten Ciliaten des
Okosystems Boden. Der Anteil dieser Gruppe ist unter anoxischen Umweltbedingungen mit
4,3% (bzw. einer Art) niedrig.

Bakteriovore Taxa wurden as dominierende Erndhrungsgilde der Ciliatenfauna angetroffen
(Tab. 4.1). Eine grofiere Anzahl an Ciliaten, vorwiegend der Gruppe Gymnostomatida, wurde
den carnivoren Taxa zugeordnet.

Tabelle 4.2: Ciliaten (Protozoa, Ciliophora) des Reisfeldbodens: Anteile der taxonomischen Gruppen
im gesamten Arteninventar und in den anoxischen Inkubationen

gesamter Boden anoxische Inkubationen
taxonomische Gruppe? Anzahl der Arten % Anzahl der Arten %
CO 7 13,5 1 4,3
CY 1 1,9 - -
GY 17 32,7 10 435
HE 10 19,2 7 30,4
HM 2 3,8 - -
HY 11 21,1 4 17,4
NA 1 1,9 - -
oL 1 1,9 - -
PR 2 3,8 1 4,3
SUM 52 100 23 100

YEinteilung nach Foissner, 1998: CO - Colpodida, CY - Cyrtophorida, GY - Gymnostomatida, HE -
Heterotrichia, HM - Hymenostomatida, HY - Hypotrichida, NA - Nassulidae, OL - Oligotricha, PR —
Prostomatida

4.1.2 Populationsdynamik der Ciliaten in anoxischen Inkubationen

4.1.2.1 Populationsdynamik und Ciliatengruppen

Die Entwicklung der Ciliatenpopulation wurde Uber einen Zeitraum von 163 Tagen in
anoxischen Inkubationen untersucht. In Tab 4.3 wird die Populationsentwicklung dargestellt.
Die hochste Diversitdt und die groften Zellzahlen (ca. 190 Zellen gTG™ Boden) wurden
innerhalb der ersten 30 Tage gefunden. Nach dieser 1. Phase folgte ein Einbruch der
Populationstruktur zwischen Tag 33 und 44. Von diesem Einbruch erholte sich die Population
in einer 2. Phase (ab Tag 48) wieder und erreichte wieder nahezu die Abundanzen der ersten

Phase.
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In Tab. 4.3 sind die Zellzahlen in jeder Zeile quantitativ dargestellt. Dabei entspricht der
dunklere Farbton der htheren und der hellere der niedrigeren Zellzahl. Die Taxa sind gemal3
dem zeitlichen Autreten ihres ersten Abundanzmaxiums angeordnet. Die Zellenbreite der
Zeitachse entspricht innerhalb der ersten neun Tage je einen Tag. Ab Tag neun bis zu Tag 58
entsprach die Zellbreite je drei bzw. vier Tagen. Die Messung endete nach 163 Tagen. Die
Namen wurden zur Verdeutlichung der Ergebnisse der Cluster-Analyse (Abb. 4.1)
entsprechend ihrer Cluster-Zugehorigkeit farblich hervorgehoben. Durch sie ist ein besserer
Vergleich der Tab. 4.3 und der Abbildung mdglich. Durch Cluster-Anayse (Single und
Average Linkage; SPSS, SPSS Inc. USA) wurden die vorkommenden Taxa in 4 Cluster
unterteilt, die dhnliche Anspriiche an das Okosystem stellen (Abb. 4.1). Davon wurden 3
Cluster innerhalb der ersten 30 Tage (Phase 1) gefunden. Der gréfdte Cluster (Rot) umfaldt die
hochste Diversitét in der 1. Phase. Der zweite Cluster (Schwarz) besteht aus einer carnivoren
und einer bakteriovoren Art. Diese traten nur in der friihen Inkubationsphase (Tag 2 bzw. 3)
auf. Der dritte Cluster (Grun) enthdlt drel obligat anaerobe Arten der Gattung Metopus und
ein Spathidiidae-Taxon. Diese Metopus-Arten hatten ihr Abundanzmaximum innerhalb der
Phase 1, wurden aber auch bei spéteren Untersuchungen regelméaldig gefunden. In der ersten
Phase dominierten demnach 5 der 6 obligat anaeroben Metopus-Arten die Ciliatenfauna. Die
héufigsten Arten Uberhaupt waren M. minor, M. hasei, Plagiocampa pentadactyla und M.
palaeformis. Wéhrend innerhalb der ersten 19 Tage Metopus palaeformis und M. inversus
dominierten, verschob sich das Dominanzverhdtnis nach der Ciliatostasis zugunsten von M.

hasei und M. minor.

Der 4. Cluster (Blau) bestand aus drei obligat anaeroben Arten (Cirranta mobilis, M. hasal,
M. minor) und den zwei fakultativ anaeroben Arten Spathidium cf. crassum (Orange) und
Plagiocampa pentadactyla. Diese vierte Gruppe dominierte die Ciliatenfauna fur ca. 120 Tage
in der 2. Phase nach dem Populationseinbruch. M. minor wurde trotz der Entfernung zu den
anderen vier Taxa mit in dieses letzte Cluster tbernommen, da sein erstes Maximum mit dem
der anderen vier zusammenfallt (Tab. 4.3). Spathidium cf. crassum wurde ebenfallsin dem 4.
Cluster eingeordnet. Diese Diskrepanz zur Cluster-Analyse ergab sich aufgrund des spéten
Abundanzmaximums (Tag 54) der Art in der 2. Phase. Die Verteillung der Individuenzahlen

weildt hingegen auf eine Zuordnung zum 4. Cluster hin.
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Tabdlle 4.3: Individuelle Abundanzen Uber die Zeit in anoxischen Inkubationen von Reisfeldboden.

Die Taxawurden entsprechend dem Zeitpunkt ihrer ersten maximalen Abundanz angeordnet.
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Metopus minor
Metopus hasei — -
Plagiocampa pentadactyla
Cirranta mobilis
Actinorhabdos trichocystiferus —]_
Histroculus muscorum -
Protospathidium serpens —
Spathidiidae Taxon 3 —
Spathidiidae Taxon &5 —
Protospathidium sp
Spathidium of. modestum
Spathidium cf. crassum
Spathidiidae Taxon 4
Oxytrichidae Taxon 2
Arcuospathidium vermiforme
Hemisincirra inquieta
Metopus es -
Colpoda steinii
Oxylrichidae Taxon 1
Spathidiidae Taxon 1

Metopus inversus
Metopus palasformis

Metopus setosus

| |
10 20 30 40 50

Distanz

Metopus minor

Metopus hasei ]

Plagiocampa pentadactyla —————

Cirranta mobilis
Actinorhabdos trichocystiferus ]_
Histroculus muscaorum
Colpoda steinii
Metopus es
Hemisincirra inquieta
Spathidium cf. crassum
Spathidium cf. modestum
Protospathidium sp.
Spathidiidae Taxon &
Spathidiidas Taxon 3 -
Protospathidium serpens
Arcuospathidium vermiforme —
Oxytrichidae Taxon 2 —
Spathidiidae Taxon 4
Oxytrichidae Taxon 1
Spathidiidae Taxon 1

Metopus Inversus :l—
Metopus palaeformis

Metopus setosus

| I | | | 1
10 20 30 40 50 60

Distanz

Abbildung 4.1: Cluster-Analyse (Oben: Single / Unten: Average Linkage Cluster-Anayse) der
Ciliatenfauna in anoxischen Inkubationen. In beiden Analysen wurden vergleichbare Cluster (Markiert
in den gleichen Farben) gefunden.
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Um Tag 54 (Phase 2) stieg die Gesamtzellzahl, blieben aber unterhalb des Niveaus der Phase
1 (Abb. 4.2 oben). Die Artenzusammensetzung veranderte sich zugunsten des 4. Clusters
(Abb 4.1, Tab. 4.3).

4.1.2.2 Abundanzen, Diversitat und individuelle Biovolumina

Der Verlauf der gesamten Zellzahlen wird in Abb. 4.2 gezeigt. Dabei sind neben den

Zellzahlen die Diversitét nach dem Shannon-Wiener-Index (Formel 2: H'= é p. log p; ) und
i=1

die individuellen mittleren Zellvolumina dargestellt. Anhand der aktiven Ciliaten bzw. der

vorkommenden Taxa wurde der Shannon-Wiener-Index (Formel 2) berechnet.
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Abbildung 4.2: Abundanzen der Ciliaten (a), Diversitét nach dem Shannon-Wiener-Index (b) und

mittleres Individualvolumen der Ciliaten (c) in den anoxischen Inkubationen. Die logarithmische
Zeitachse dient der besseren Darstellung der Dynamik der ersten Wochen.

Die Diversitét der Ciliaten H’, berechnet mit dem Shannon-Wiener-Index (Abb. 4.2b), nimmt

ab Tag 8 langsam ab. Dieser Riickgang resultierte aus den abnehmenden Artenzahlen in den
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Inkubationen. Die Zellzahlen der Ciliaten (Abb. 4.2a) blieben jedoch bis Tag 23 relativ
konstant und begannen erst danach zu sinken. Das mittlere Individualvolumen (Abb. 4.2b) der
Ciliaten begann bereits ab Tag 7 zu sinken und zeigt damit einen Artenwechsel hin zu
weniger und kleineren Arten an.

4.1.3 Biovolumina der Ciliatenpopulationen

Anhand von Zellgréfien und Zellzahlen (Tab. 4.1 und Tab. 4.3) wurden die Biovolumina der
Ciliaten fir die einzelnen Mefdtage berechnet (Abb. 4.3). Die Abb. 4.2 zeigt hingegen den
Verlauf des mittleren individuellen Zellvolumens. Uber den Zeitraum der Inkubation wurde
eine Verschiebung von grofen (Phase 1) zu kleinen Arten (Phase 2) beobachtet. So
dominierten zu Beginn der ersten 30 Tage Taxa mit grof3en Volumina. Gegen Ende des
Untersuchungszeitraumes dominierten kleinere Arten. Eine Berechnung der Volumenanteile
einzelner Gattungen bzw. Gruppen resultierte in einer Dominanz der Gattung Metopus. Im
Mittel waren 80% der gesamten Biovolumina der Gattung Metopus zuzuordnen. Nach der
Phase 1 sank der Anteil (parallel zur abnehmenden Individuenzahl und der veranderten
Zusammensetzung der Taxa) auf 70%.
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Abbildung 4.3: Ciliatenvolumen in pum?® pro gTG Boden (b, logarithmische Auftragung) und Anteil
der Gattung Metopus am Gesamtvolumen [%] () in den anoxischen Inkubationen. Die logarithmische
Zeitachse dient der besseren Darstellung der Dynamik der ersten Wochen.
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4.1.4 Mikrobielle Gemeinschaft der anoxischen Inkubationen von Reisfeldboden

4.1.4.1 Zellzahlen nach DAPI-Farbung und Biovolumenver &nderung der Mikro-
or ganismen

Mikrobidle Zellzahlen

Nach DAPI-Farbung von PFA-fixierten Zellen wurde die Anzahl der mikrobiellen Zellen in
den anoxischen Inkubationen gezéhlt. Die Z&hlung erfolgte an je drel Replikaten pro
Bodenprobe. Die mikrobiellen Zellzahlen blieben innerhab einer GrofRenordnung relativ
stabil (Abb. 4.4a). Aus der Abbildung wird jedoch deutlich, dal3 die mikrobiellen Zellzahlen
zweimal zuriickgingen, sich dann aber wieder erholten. Diese minimalen Zellzahlen wurden
nach 4 und 33 Tagen gefunden. Durchschnittlich wurden 4,2 - 10" Zellen gTG™* Boden
gezahit.

10° 1

P .
] \T/T\ I
| ST

\.

1 10 ' S 100
Zeit [Tage]

Bakterien und Archaea nach DAPI-
Farbung [Zellen gTG™ Boden]

Abbildung 4.4a: Mikrobielle Abundanzen nach DAPI-Farbung (logarithmische Auftragung). Die
logarithmische Zeitachse dient der besseren Darstellung der Dynamik der ersten Wochen.

Mikrobhielle Volumina

Durch eine zusétzliche Bestimmung der mikrobiellen Zellvolumen wurde versucht, einen
Einfluf3 der Protozoen auf die mikrobielle Gemeinschaft nachzuweisen. Die Bestimmung der
Volumina beruhte auf je sechs Auswertungen von drei Bodenproben des Tages 4 und drei des
Tages 80. Die mittleren Zellvolumen jedes Stapelbildes, wurden sieben verschiedene Klassen
(von 0,25 um? bis 2,25 um®) zugeordnet. Die Ergebnisse in Abb. 4.4b dargestellt. Am Tag 4
wurden Zellen fast aller Klassen, also auch kleinste und gréfite Zellen, gefunden. An Tag 80
wurden hingegen nur Zellen in den mittleren (0,75 bis 1,5 pnt) Klassen gefunden.
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10 : . . . .
Tag 4 Tag 80

Anzahl pro Klasse

ol I I

0,5 1,0 1,5 2,0 0,5 1,0 15 2.0

Volumina Klassen [um’]

Abbildung 4.4b: Verteilung der mittleren mikrobiellen Biovolumina gemessen an je 18 Stapelbildern
pro Mefdtag. Untersucht wurden die Biovolumina an Tag 4 und Tag 80 nach einer FITC-Farbung.
Jedes Stapelbild enthielt zwischen 34 und 345 mikrobiellen Zellen.

4.1.4.2 Methanogene Endosymbionten

Anhand ihrer charakteristischen Fao-Autofluoreszenz (Abb. 4.5) wurden aktive methanogene
Endosymbionten nachgewiesen. Methanogene Archaea wurden in Ciliaten nur in der Gattung
Metopus gefunden. In Tab. 4.4 wurden die Endosymbiontenzahlen jeder Art aufgefihrt.
Zusétzlich wurden die potentiellen Endosymbiontenzahlen aus Anteilen am Ciliatenvolumen
(2% pro Metopus sp. Zelle, 0,53 pm® pro Endosymbiont) berechnet und den Werten der
direkten Zahlungen gegenubergestellt (Tab. 4.4; rechte Spalte). Um einen Vergleich zu
Ergebnissen aus anderen Habitaten zu ermdglichen, wurden zusétzlivh Zellzahlen von

methanogenen Endosymbionten aus der Literatur in Tab. 4.5 zusammengefalt.
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Tabelle 4.4: Anzahl der methanogenen Metopus-Endosymbionten: Bestimmt anhand von Fjxo-
Autofluoreszenz-Direktzéhlung und Berechnung aus Daten von Finlay und Fenchel (1995).

Endosymbionten pro Endosymbionten pro
Ciliat Ciliat
i} GroRe? Lange
Anzahl gezéhiter Anzahl aus Metopus
Art AV SE Ciliaten® ' DuE?rrnri&sser Volumenfraktion?
M. es 637 19 4 140 - 52 12284
M. hasel 64 8 22 58 - 26 885
M. inversus 141 14 11 115-63 15940
M. minor 19 3 4 25-12 139
M. palaeformis 251 29 30 105- 30 3995
M. setosus 239 75 6 63-31 2246

Yaus anoxischem Bodenwasser gepickte Zellen; “GroRenangaben der Ciliaten aus Tab. 4.1;
IPotentielle Anzahl (Volumenanteil 2%, 0,53 pm® pro Endosymbionten Zelle)

Tabelle 4.5: Anzahl methanogener Endosymbionten einiger Arten der Gattung Metopus sowie einer
Art aus einem &hnlichen Okosystem.

Anzahl
Art Endosymbionten® Literatur Quelle
Metopus palaeformis 492 Finlay und Fenchel (1991)
Metopus setosus 490 Wagener et al. (1990)
Metopus contortus 4500 van Bruggen et al. (1986)
Metopus striatus” 2000 van Bruggen et al. (1983)
Trimyema sp. 300 Finlay et al. (1993)

Ypro Ciliatenzelle; ? Synonym mit M. inversus; Esteban et al., 1995

Abbildung 4.5a: Metopus palaeformis im differentiellen Interferenz-Kontrast nach Nomarski (a) und
unter UV-Anregung (b). Der Pfeil weist auf eine Ansammiung Fs-Autofluoreszenz zeigenden
Stabchen. Mal3stab: 10 um
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Abbildung 4.5b: Vorkommen aktiver Methanogener im Cytoplasma (weifer Pfeil) und den
Nahrungsvakuolen (gelber Pfeil) von Metopus inversus unter Fio-Autofluoreszenz. Bildausschnitt:
100 - 100 pm. MA — Makronukleus

4.1.5 Interaktion der Ciliatenfauna und der mikrobiellen Gemeinschaft

Auf Basis der Ciliatenabundanzen, deren Nahrungspréferenzen und Biovolumina wurde
versucht, den moglichen Einfluld auf die Struktur der mikrobiellen Gemeinschaft zu
bestimmen. So wurden die mikrobiellen Zellzahlen und Biovolumina gemessen. Die Abb.
4.6b stellt den Quotienten der Volumina in der Ciliaten- und der mikrobiellen Gemeinschaft
dar. Die relativen mikrobiellen Zellzahlen (Abb. 4.6¢) wurden fir diese Darstellung gleich 1
um® pro Zelle gesetzt. Die mittlere Abbildung zeigt den Quotienten beider Volumina
Innerhalb der ersten Woche war der Verlauf des Quotienten negativ, danach jedoch positiv.
Anhand der Zellzahlen der Ciliaten (Abb. 4.2) wurde gezeigt, dal3 die Ciliatenpopulation bis
zum Tag 4 anwuchs, danach aber bis zum Tag 30 relativ konstant blieb. Mit Eintritt in diese
stationdre Wachstumsphase wurde der potentielle Einflufd der Ciliaten auf die mikrobielle
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Gemeinschaft geringer. Dies lief3 sich von den erneut ansteigenden mikrobiellen Zellzahlen
ableiten.

Ein Vergleich der Biovolumina beider untersuchter Populationen (Abb. 4.6) zeigte einen
anfanglich negativen Verlauf, der, wie bereits erwédhnt, auf Beweidung der mikrobiellen
Gemeinschaft durch Ciliaten schlief3en |&3t. Betrachtet man die Zellzahlen und Verteilung der
Volumina innerhalb der Phase 1 (Tab. 4.1 und Tab. 4.3), so wird deutlich, dal3 hier grofse
bakteriovore Ciliaten vorherrschen.
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Abbildung 4.6: Zeitlicher Verlauf des gesamten Ciliatenvolumens (a, logarithmische Auftragung), der
mikrobielle Zellzahlen und Volumina (c, logarithmische Auftragung) und dem Quotient beider
Volumina (b). Die logarithmische Zeitachse dient der besseren Darstellung der Dynamik der ersten
Wochen.

4.1.6 Ciliatenfauna der im Feld gestochenen Bodenkerne

Die Untersuchung der im Feld beprobten Bodenkerne kann aufgrund der geringen Anzahl der
Stichproben nur als Momentaufnahme ca. sechs Wochen nach der Flutung betrachtet werden.

Die Ergebnisse zeigten ene im Vergleich zu den Inkubationen abweichende
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Zusammensetzung der Ciliatenfauna. So wurden wenige aktive Ciliaten im Feld gefunden.
Alleidentifizierten Taxasind in Tab. 4.6 aufgefthrt.

Insgesamt 5 von 7 der im Boden gefundenen Taxa stimmten mit den in den Inkubationen und
Bodenkulturen vorkommenden Taxa Uberein. Im gleichen Zeitraum nach der Flutung wurden
in den anoxischen Inkubationen im Labor 8 Taxa (Tag 40 bzw. 44) gezahlt. Weiterhin wurden
zwel von funf Taxa des Flutwassers in den Inkubationen gefunden.

Tabelle 4.6: Ciliaten eines gefluteten Reisfeldes in Vercelli, Juni 2001.

obligat Vorkommend in
anaerob? I nkubationen?

Flutwasser  Acineria uncinata - -
Cinetochilum magaritaceum -
Cyclidium cf. glaucoma -
Halteria grandinella -
Uronema sp. -

Boden Acineria uncinata -
Aspidisca cicada -
Bryophyllum sp. -
Cyclidium glaucoma -
Metopus hasei +
Oxytricha Taxon 2 -
Plagiocampa pentadactyla -

Ynach Foissner, 1998; “Tab. 4.1

Ciliaten

1 + 4+

+ 4+ + + +

4.1.7 Ciliatenfauna der Inkubationen mit zusatzlichem Reisstroh

Fur diesen Versuch wurde dem Reisfeldboden zusétzlich 1 g Reisstroh auf 100 g Boden
zugesetzt. Auf diessm Weg wurde Uberprift, ob eine Veranderung des Anteils an
partikularem organischen Material im Boden Auswirkungen auf die Ciliatenfauna hat. Alle
Messungen wurden an je zwei Parallelen durchgefuhrt. An 13 Meldtagen wurde die
Zusammensetzung der Gasphase gemessen (siehe Abschnitt: 4.2.4). An 9 Tagen (ab Tag 32)
wurden ein Arteninventar und die Zellzahlen der Ciliatenfauna ermittelt. Die Beimengung
von Reisstroh in anoxischen Inkubationen fihrte zu einer Verschiebung innerhalb der
Protozoenfauna. Dominierten in den anoxischen Inkubationen ohne zusétzlich beigemengtes
Reisstroh die Ciliaten als Gruppe mit den hochsten Abundanzen, verschob sich dies zugunsten
der Flagellaten (87 gTG™ Boden) in denen mit zusétzlichem Reisstroh (Ciliaten, 81 gTG™
Boden). Nur an zwei Tagen wurden mehr Ciliaten als Flagellaten gefunden (Tag 65: 180; Tag
75: 253).
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Es wurden 6 Arten identifiziert, welche ale auch in den anderen Inkubationen von
Reisfeldboden (Tab. 4.1) gefunden wurden. Eine Erhéhung des Gehaltes an Reisstroh hat also
auch Auswirkungen auf die Diversitét der Ciliatenfauna. Diese Beobachtung kann aber auch
aus der niedrigeren Anzahl an Probennahmen resultieren.

Auch in diesem Versuch dominierten Arten der Gattung Metopus (M. hasei, M. minor, M.
palaeformis) die Gruppe der Ciliaten. Zusétzlich wurden P. pentadactyla, Arcuospathidium
vermiforme und Spathidium cf. crassum gefunden. Damit gleicht das Artenspektrum dem der
anoxischen Inkubationen (im Grundaufbau) wahrend der 2. Phase.

4.2 Biogeochemie

4.2.1 Biogeochemie der anoxischen Inkubationen

Die Entwicklung einiger biogeochemischer Parameter in den anoxischen Inkubationen
(Grundaufbau, Abb. 3.1) wurde fur 163 Tage untersucht. Diese Inkubationen wurden im
weiteren, sofern nicht anders vermerkt, als Standard gegeniber den anderen Varianten
verwendet. Ziel der Untersuchung war es, die Auswirkungen einiger biogeochemischer
Prozesse auf die CH4-Produktion zu studieren. Dafir wurde die Entwicklung von freien
Anionen (Bromid, Chlorid, Nitrat, Nitrit, Phosphat und Sulfat) und kurzkettigen Fettséuren
(Acetat, Butyrat, Formiat, Lactat und Propionat) im Porenwasser verfolgt.
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Abbildung 4.7: Entwicklung von Fe&*, SO,” und CH, Die logarithmische Zeitachse dient der
besseren Darstellung der Dynamik der ersten Waochen.
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Die zeitliche Entwicklung der drei wichtigsten terminalen Prozesse wurde in Abb. 4.7
dargestellt. In den ersten 19 Tagen wurden vorwiegend SO,% und Fe** reduziert. Nachdem
diese Elektronakzeptoren komplett reduziert waren, wurde die Methanogenese der wichtigste
terminale anaerobe Reduktionsprozel?. Die Fe?*-Werte werden as Datenpunkte dargestellt.
Um den Verlauf der Fe?*-Werte zu verdeutlichen, wurde eine nichtlineare Kurve angepafit

und eingefligt. Diese wurde anhand der Formel 3: y = % + A, (wobei: A1=0; A=
Xl X

85; X0 = 3,44; p = 1,36) in Origin 6.1 (Microcal Software, Inc, USA) berechnet. Die
Standardfehler der Methanwerte sind zumeist kleiner als der Symboldurchmesser.

Bel den Fettsauren akkumulierte einzig Acetat innerhalb der ersten 24 h bis auf 187 puM.
Anschlief3end fiel die Acetatkonzentration innerhalb von 48 h unter das Detektionslimit von
10 pM (Acetat) und war auch spéter nicht mehr nachweisbar. Die Konzentrationen der
anderen gemessenen Fettsauren fiel bereits innerhalb von 24 h unter das Detektionslimit von
10 uM (Butyrat, Lactat und Propionat) bzw. 50 uM (Formiat).

4.2.2 Potentieller Effekt methanogener Endosymbionten

Anhand der Zellzahlen methanogener Endosymbionten wurde versucht den potentiellen
Beitrag dieser an der gesamten Methanogenese zu bestimmen. Dafur wurden die gesamten
Zellzahlen der methanogenen Endosymbionten aus Tab. 4.4 fur jeden Mefdtag berechnet.
Modell 1 basierte auf den direkten Zahlungen methanogener Endosymbionten, Modell 2
hingegen auf den kalkulierten Zellzahlen.

Auf Basis dieser Zellzahlen wurden die in Abb. 4.8 dargestellten kumulativen Werte anhand
einer maximalen CH,-Produktionrate von 0,97 fmol CH, - Zelle - h* (Fenchel und Finlay,
1992) errechnet.

Der potentielle Anteil von CH,4 aus der Produktion methanogener Endosymbionten lag in den
ersten zwel Wochen bei ca. 2% fur Modell 1 (direkt Zahlungen), und bei ca. 59% fir Model 2
(potentielle Anzahl). Danach Uberwog die CHs-Produktion auerhalb der Zellen. Ein
potentieller Effekt der Endosymbionten auf die gesamte Methanbildung wurde mit den

verwendeten Modellen somit nur fur diesen friihen Zeitraum gezeigt.
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Abbildung 4.8: Potentieller Beitrag methanogener Endosymbionten (Maodell 1 und 2) von Metopus sp.
zur gesamten Methanogenese. Die logarithmische Zeitachse dient der besseren Darstellung der
Dynamik der ersten Wochen. Die ersten zwei Wochen werden zusétzlich in hoherer Auflésung
(logarithmisch) dargestellt.

4.2.3 Versuche zur Hemmung von Eukaryonten und von acetoclastischen

M ethanogenen

In diesem Experiment wurde versucht, den Anteil der methanogenen Endosymbionten sowie
der acetoclastischen Methanogenen an der CH,4-Produktion zu bestimmen.

Dafur wurde in separaten Ansatzen Bodenaufschldmmungen anoxisch inkubiert. In einem
Drittel der verwendeten Flaschen wurden die Eukaryonten und in einem weiteren Drittel die
hydrogenotrophe Methanogenese gehemmt. Als Kontrolle wurden Bodenaufschlammungen
ohne Inhibitoren verwendet. In allen Flaschen wurde die Zusammensetzung der Gasphase

(CH4 und CO;) gemessen. Die Inkubationen wurden Uber einen Zeitraum von 14 Tagen
durchgefihrt und taglich beprobt.

In weiteren Flaschen wurde vor dem Beginn der Gasmessungen je 0,5 ml Bodenwasser unter
einem Mikroskop auf aktive Protozoen hin untersucht. In den Ansdtzen zur selektiven
Hemmung von Eukaryonten wurden in den ersten zwei Tagen sehr selten aktive Zellen
gefunden. Nach drei Tagen bis zum Versuchsende wurden keine weiteren aktiven Zellen

entdeckt. In den Kontrollen hingegen wurden hingegen téglich aktive Ciliaten sowie einige
Flagellaten gefunden.
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Abbildung 4.9: Zunahme der Methankonzentration in den Hemmversuchen; CH;F — Hemmung der
acetoclastischen Methanogenese; Euk. hemm. — Hemmung von Eukaryonten mit Colchicin und

Cycloheximid.
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Abbildung 4.10: Zunahme der Kohlendioxidkonzentration in den Hemmversuchen, CHiF —
Hemmung der acetoclastischen Methanogenese; Euk. hemm. — Hemmung von Eukaryonten mit

Colchicin und Cycloheximid.
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In den Versuchen zur Hemmung von Eukaryonten wurde nach 14 Tagen eine Verdoppelung
der CH,4-Produktion gegenlber den Kontrollen festgestellt. Im Vergleich zu den Kontrollen
bewirkte die Hemmung der acetoclatischen Methanogenese eine Habierung der CHs-
Produktion (Abb. 4.9). Die CO,-Produktion veranderte sich nicht durch die Hemmung. Alle
Ansdize zeigten einen raschen Anstieg innerhalb der ersten funf Tage, dem sich eine
stationdre Phase anschlof3 (Abb. 4.10).

4.2.4 Biogeochemie anoxischer Inkubationen mit zusatzlichem Reisstroh

In diesen Inkubationen wurden die Auswirkungen hoherer Anteile organischen Materials
(Reisstroh) auf die CH4-Produktion untersucht. In jeweils zwei Parallelen wurde zwischen
Tag 5 und Tag 76 die kumulative Anreicherung von CH, in der Gasphase gemessen. Als
Kontrolle wurden die gemessenen CH4-Werte der anoxische Inkubationen ohne zusétzliches

Reisstroh verwendet.
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Abbildung 4.11: Methankonzentrationen in anoxischen Inkubationen ohne und mit zusétzlichem
Reisstroh. Die logarithmische Zeitachse dient der besseren Darstellung der Dynamik der ersten
Wochen.

Bereits bel der ersten Messung nach funf Tagen wurde eine imVergleich zu den Kontrollen
erhohte CH-Konzentration gemessen (Abb. 4.11). Die Werte lagen innerhalb des Zeitraumes

der weiteren Messung konstant Gber den Werten der Kontrollen.
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4.3 Versuche zur Kultivierung von Ciliaten

Um Wachstums-, Produktions- und Beweidungsraten von Ciliaten anhand von Reinkulturen
Uberprifen zu koénnen, wurde wiederholt versucht, Ciliaten zu kultivieren. Dazu wurden
verschiedene anaeobe und aerobe Kultivierungstechniken verwendet.

4.3.1 AnaerobeKulturen

Anaerobe Ciliaten konnten mit keinem in der Literatur angegebenen Medium aus
Reisfeldboden angereichert werden. Auch Metopus-Kulturen (Metopus es, Stamm: CCAP
1653/2 und Metopus palaeformis, Stamm: CCAP 1653/3; CCAP, Windermere, UK) aus einer
Stammsammlung konnten nicht langer kultiviert werden. So Uberlebte M. es nur zweimaliges
Uberimpfen. Die bereits sehr schwache Kultur von M. palaeformis konnte nicht wieder
vermehrt werden. Nach diesen Fehlschldgen wurden Ciliaten fir weitere Untersuchungen mit
einer fein ausgezogenen Pasteur-Pipette unter dem Mikroskop gepickt.

4.3.2 AerobeKulturen

Mit der aeroben Kultivierungsmethode wurden verschiedene Ciliatenarten angereichert. Dies
erleichterte die Artbestimmung in kritischen Féllen, da mehr Zellmaterial zur Verfigung
stand. Wiederholt wurden auch Gymnostomatida in Kultur gebracht. Einige wenige
Gymnostomatidazellen wurden erfolgreich mit der Protargol-Methode angeférbt. Dabei
gelang die Anfertigung einiger Dauerpraparate, z.B. von Protospathidium serpens. Die fir
Versuche mit FISH als Positvkontrolle verwendeten P. biaurelia und M. crassus wurden ohne
Probleme dauerhaft in Kultur gehalten.

4.4 Versuche mit FISH

4.4.1 |solierungund Fixierung

Eine gute und etablierte Alternative zum Studium der mikrobiellen Gemeinschaft an und in
Ciliaten stellt FISH dar. Durch Anwendung von FISH wurde versucht, sowohl
Nahrungspréferenzen als auch die phylogenetische Identitdéé der methanogenen
Endosymbionten einzugrenzen. Dies war aufgrund der Fehlversuche bei der Kultivierung
anaerober Ciliaten nicht an Kulturen mdglich. Daher wurde zuerst die Technik fir
Bodenwasserproben optimiert. Als erstes wurde die beste Methode zur Isolierung der Ciliaten
und dann die optimalen Fixierungsprotokolle ermittelt. Ciliaten wurden mit Hilfe einer fein
ausgezogenen Pasteur-Pipette unter dem Mikroskop aus dem Bodenwasser gepickt. Als
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Fixierungmethode bewahrte sich 50% Bouin (20 — 45 min, Raumtemp.) fur Ciliaten und
Bakterien sowie 100% Ethanol (4 — 12 h, 4°C) fir Archaea. Wiederholt wurden Ciliaten aus
verschieden aten anoxischen Inkubationen fixiert und mit Fluoreszenz-gekoppelten
Oligonukleotid-Sonden hybridisiert. Insgesamt 23 verschiedene Sonden wurden angewendet.
Die fur die Hybridisierungen im Bodenwasser optimalen Formamidanteile wurden der
Literatur entnommenen und gegebenenfalls modifiziert (siehe Tab. 8.1).

4.4.2 Neue Sonden

Die neu erstellten Sonden (Tab. 3.4) fuhrten zu keinem Ergebnis. Weder mit der Ciliophora
Sonde noch drei Metopus pal aeformis-Sonden wurden erfolgreiche Hybridisierungen erzielt.
In 25 Versuchen mit 2 bis 10 Objekttragern mit je 3 verschiedenen Hybridisierungen wurden
insgesamt ca. 300 Zellen untersucht. Die taxonomische Zusammensetzung der bearbeiteten
Zellen kann der Tab. 4.7 entnommen werden. Die wahrend der Etablierung der Methode und
spater as Referenzorganismus verwendeten Zellen von Euplotes crassus und Paramecium
biaurelia wurden dabei nicht mitgezdhit. Das verwendete Protokoll wurde vielfach
modifiziert um moglichst viele Parameter zu Gberprifen. Priméar wurde die Konzentration von
Formamid und die Waschzeit im Waschpuffer modifiziert. Trotzdem konnten die optimalen
Bedingungen fir die neuen Sonden nicht gefunden werden.

Tabelle 4.7: Anzahl der mit FISH am CLSM bearbeiteten Ciliaten.

Taxon Anzahl untersuchter Zellen
Metopus es 30

Metopus hasei 43

Metopus inversus 36

Metopus minor 52

Metopus palaeformis 107

Metopus setosus 23
Plagiocampa pentadactyla 6

Anzahl aler Zellen 297

4.4.3 Archaeain Ciliaten

Trotz Verwendung verschiedener Sonden bzw. ihrer Zielregionen auf dem 16S rRNS-Gen,
verschiedenen Konzentrationen an Formamid und Waschzeiten gelang es nur selten
endosymbiontische Methanogene zu hybridisieren (Abb. 4.15). Hybridisierungen mit der
Positiv-Kontrolle (M. arboriphilius) gelangen hingegen fast immer. Allgemein wurden

55



Ergebnisse M.V. Julian SCHWARZ

Archaea nach einer Hybridisierung nur sehr selten innerhalb des Cytoplasmas von Ciliaten
entdeckt (Abb. 4.12). Haufiger wurden hybridisierte Archaeazellen in zerstorten
Ciliatenzellen (Abb. 4.15) oder in Nahrungsvakuolen (Abb. 4.13, Abb. 4.14) gefunden. Eine
Anféarbung von Archaea im Cytoplasma nicht zerstorter Ciliatenzellen gelang in einem Fall
(nicht dargestellt).

4.4.4 Bakteriain Ciliaten

Keinerlel Schwierigkeiten gab es bei Hybridisierungen mit Sonden fir die Doméne Bakteria
(Abb. 4.12 — 4.16). Zellen dieser Gruppe waren nach der Verwendung entsprechender Sonden
jederzeit gut bis sehr gut sichtbar. Wiederholt wurden viele Zellen innerhalb von
Nahrungsvakuolen (Abb. 4.16e und f) von Metopus sp. gefunden (Abb. 4.16c). Diese
stammten aus unterschiedlichen phylogenetischen Gruppen (a-, (-, y-Proteobacteria,
Clostridium sp., u.a; nicht dargestellt).

Zusétzlich wurde ein bisher nicht identifizierter Organismus im Cytoplasma von Zellen der
Gattung Metopus gefunden. Es handelte sich dabel um ca. 5 - 1 um lange kettenbildende
Stabchen, die mit der a—Proteobacteria-Sonde bei einer Konzentration von 30% Formamid
hybridisierten (Abb. 4.16; Abb. 4.17). Verwendete Sonden fir andere Bakteriagruppen (z.B.
[3— y-Proteobacteria oder Clostridium sp.; Tab. 8.1) hybridisierten nicht mit diesen Zellen.
Diese Zellen wurden nur in den 5 groferen Arten der Gattung Metopus gefunden. In keinem
Fall wurden siein der kleinsten Art M. minor entdeckt.

Anhand der parallelen DAPI-Farbungen wurden deutlich mehr Signale detektiert (Abb. 4.12d;
Abb. 4.14d; Abb. 4.17c). Die Abb. 4.14d zeigt exemplarisch im Cytoplasma liegende und mit
DAPI anférbbare Strukturen. Dabei kann es sich sowohl um cytoplasmatische Organellen wie
Hydrogenosomen (bei anaeroben Ciliaten), Mitochondrien (bei aeroben Ciliaten) oder auch
um Endobionten (z.B. Parasiten oder Endosymbionten) handeln. Letztlich war die Identitét
der Strukturen nicht festzustellen.

Die Fuoreszenz-Farbstoffe der Sonden wurden in alen Abbildungen gleich dargestellt. So
entspricht Rot dem Cy3-, Blau dem Cy5- und Grin den FLUOS-Fluoreszenz-Farbstoff.
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Abbildung 4.12: Fluoreszenz in-situ Hybridisierung von Metopus es; a: Grin — ARCMix-FLUQOS, b:
Rot — a-Proteobacteria-Cy3, ¢: Blau — EubMix-Cy5, d: DAPI, e: Projektion aus a — ¢; Bildausschnitt:
157 - 157 um; Die Abbildung e zeigt die helle Autofluoreszenz der Ciliaten und die Differenz

zwischen DAPI und FISH Signalen. Die Anzahl der DNS-enthaltenden Strukturen (Abb. 4.12d) ist
dabei hoher als die der mit FISH detektierten Signale.
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Abbildung 4.13: Fluoreszenz in-situ Hybridisierung von Metopus es; a: Griin — ARCMix-FLUQOS, b:
Rot — EubMix-Cy3, ¢: Blau — a -Proteobacteria-Cy5, d: Projektion aus a— c; Bildausschnitt: 157 - 157
pm; Die gelben Pfeile weisen auf Archaesa, die weil3en auf Bakteria hin. Die Abbildung zeigt die
Vertellung der verschiedenen Zellen im Ciliaten. Nicht alle Zellen sind dabei einwandfrei in
Nahrungsvakuolen lokalisierbar. Weitere Details der Abbildung werden in Abb. 4.14 hervorgehoben.
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Abbildung 4.14: DetailvergrofRerung aus Abb 4.13; a: Grin — ARCMix-FLUQOS, b: Rot — EubMix-
Cys3, c: Blau — a-Proteobacteria-Cy5, d: DAPI, e: Projektion aus a — ¢; Balkenlénge (€): 14 um; Die
gelben Pfeile weisen auf Archaea, die weil2en auf Bakteria hin. Diese Vergréf3erungen aus Metopus es

zeigen die unterschiedlicheVerteilung der hybridisierten Zellen gegenliber den DAPI-Signalen. Das
FISH-Signal wird dabei nur selten vom DAPI-Signal bestétigt.
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Abbildung 4.15: Fluoreszenz in-situ Hybridisierung von Metopus es: geplatzte Zelle;, a: Grin —
ARCMix-FLUOS, b: Rot — EubMix-Cy3, c. Blau — MB310-Cy5, d: Projektion aus a — ¢, €
VergrofRerung aus d; Bildausschnitt: a - d: 156 - 156 um, e: 48 - 48 um; Die gelben Pfeile weisen auf
Archaea, die weillen auf Bakteria hin. Archaea wurden nur aulerhalb oder innerhalb geplatzter
Ciliaten hybridisiert. Die Form der Archaea legt nahe, dal3 sie mit denen in DAPI-Farbungen (z.B.
Abb. 4.13d) sichtbaren Strukturen identisch sind.
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Abbildung 4.16: Fluoreszenz in-situ Hybridisierung von Metopus palaeformis; a: Grin — ARCMix-
FLUQS, b: Rot — Eub 338-Cy3, c: Blau — a-Proteobacteria-Cy5, d: DAPI, e: Projektion aus a — c;
Bildausschnitt: 80 - 80 um, f: Detal aus e, 40 - 40 um; Ca. 5 - 1 um grof3e, kettenbildende a-
Proteobacteria waren im vorderen Zellabschnitt (rechte obere Ecke) deutlich zu erkennen. Im hinteren
Zellabschnitt sind Nahrungsvakuolen mit Bakteria-Signalen, sowie vereinzelte Archaea-Signale im
Cytoplasma erkennbar.
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Abbildung 4.17: a: Endobionten in M. palaeformis im differenziellen Interferenz-Kontrast nach
Nomarski (130 - 30 um). Die gelben Pfeile markieren eine geflllte Nahrungsvakuole (a und b); c: M.
palaeformis-Zellen nach DAPI-Farbung (Blau) und Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (120 - 26 pm)
mit o—Proteobacteria-spezifischer Oligonukleotid-Sonde (Rot). Die starke Autofluoreszenz der
Ciliatenzelle ist in Grin dargestellt. Die a—Proteobacteria (Stdbchen) sind durch weile Pfeile

markiert. Das DAPI-Signal zeigt deutlich den grofRe Makronukleus (MA) und eine Nahrungsvakuole
(gelber Pfeil) markiert.
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5 Diskussion
5.1 Ciliatenfauna des Reisfeldbodens
5.1.1 Diversitat

Die regelméfdige Untersuchung des Bodenwassers zeigte eine deutliche Dominanz der
Ciliaten als wichtigste Protozoengruppe. Andere Protozoen wurden nur selten aktiv
angetroffen. Dieses Ergebnis unterscheidet sich von den Resultaten anderer Arbeiten. In der
Mehrzahl der dort untersuchten (upland) Boden dominierten Gymnamoeben vor Flagellaten
und diese wiederum vor Thekamoeben und Ciliaten (Ekelund und Renn, 1994, Finlay et al.,
2000). In anaeroben Inkubationen scheinen jedoch die Ciliaten die dominierende Gruppe zu
sein. Einige Autoren (Ekelund et al., 2001; Foissner, 1999b) weisen auf die Ungenauigkeit
der direkten Zahlungen zur Bestimmung der Zellzahlen von Gymnamoebae und Flagellata
hin. Diese sind stark an Oberflachen von Partikeln gebunden bzw. setzen sich dort fest
(Foissner, 1999b). Somit kdnnen sie nicht im Bodenwasser detektiert werden. In dieser Arbeit
wurden Gymnamoeben, Flagellaten und Thekamoeben direkt gezdhlt, so dal3 eine
Unterschdtzung der relativen Populationsgrofien zwischen den einzelnen Gruppen nicht
ausgeschlossen werden kann (Rann et al., 1995; Ekelund et al., 2001). Andererseits hat sich
jedoch die Direktzdhlung zur Evaluierung der Ciliatenabundanzen als beste M ethode bewahrt
(Berthold und Palzenberg, 1995; L iftenegger et al., 1988). Bei der Bestimmung von Ciliaten-
Zellzahlen sind andere haufig verwendete Methoden wie die MPN-Methode stark
fehlerbehaftet. Sie konnen zu Uber- oder Unterschétzungen der Zellzahlen um den Faktor 10°
(Berhold und Palzenberger, 1995) fuhren. Auch die direkte Z&hlung der Ciliaten ist mit einem
Fehler in den Wiederfindungsraten von ca. 30% behaftet (Foissner, 1987). Dieser ist jedoch
im Vergleich zu denen der anderen Methoden deutlich geringer. Die in den Versuchen
gemessenen Zellzahlen geben somit die vorherrschenden Abundanzen gut bis sehr gut wieder.

Die Diversitét der Ciliaten war mit 23 Taxa in den anoxischen Inkubationen sehr hoch. Im
Vergleich zu einem kirzlich veroffentlichten Ubersichtsartikel (Foissner, 1998), in dem nur
10 anaerobe Arten aufgefiihrt wurden, entspricht dies mehr als doppelt so vielen Arten. Zu
den anaeroben Arten des Reisfeldbodens zéhlen Spezies der dominierenden Gattung Metopus
(6 Arten) und Cirranta mobilis. Alle anderen Taxa wurden as fakultative Anaerobier
klassifiziert. Diese Taxa wurden auch in den Bodenkulturen (NFPD- Methode) fir 2 — 4
Wochen und unter oxischen Bedingungen gefunden. Die fakultativen Taxa sind in der Lage,
unter anoxischen Bedingungen (z.B. P. pentadactyla) zu leben, sind jedoch vermutlich eher

mikroaerophil. Ahnliche Beobachtungen machte Fenchel (1969), der wiederholt als
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microaerophil klassifizierte Ciliaten in anoxischen Sedimenten unterhalb der Oxykline fand.
Die Fahigkeit, unter anoxischen Bedingungen zu Uberleben, wurde von Ekelund und Renn
(1994) fur viele bodenbewohnende Protozoen postuliert. Sie ist eine Grundvoraussetzung fur
die Uberlebensfahigkeit im Boden, wo sich anoxische Bedingungen schnell etablieren
koénnen. Gerade Reisfeldbtden sind durch sténdigen Sauerstoffmangel Uber léngere Zeitréaume
charakterisiert (Conrad und Frenzel, 2002). Auch in upland Béden etablieren sich zeitweilig
anoxische Verhdtnisse. In diesen Bdden ist die Entstehung anoxischer Verhéltnisse jedoch
abhangig vom Bodenwassergehalt (z.B. nach starkem Regenfall) sowie der Bildung von
Hotspots biologischer Aktivitdt um Aggregate partikuléren organischen Materials (Sexstone
et al., 1985; Tiedje et al., 1984; Wachinger et al., 2000). Die Toleranz gegeniiber anoxischen

Bedingungen stellt einen adaptiven Vorteil der Ciliatenfaunain vielen Boden dar.

Die gesamte Diversitdt der Ciliatenfaunaist mit 52 Taxa doppelt so hoch wie der européische
Mittelwert (26 Arten Bodenprobe™; Foissner, 1997c). Sie liegt jedoch, wie der folgende
Vergleich zeigt, unterhalb der Zahlen, die von anderen Reisfeldern bekannt sind. So fand
Foissner (1997a) 83 Arten in einem japanischen Reisfeldboden. Heckman (1979) berichtet
von 83 Arten in einem Reisfeld aus dem Nordosten Thailands. Madoni (1987) fand 42 Arten
in einem italienischen Reisfeld der Po-Ebene in Italien. Einzig Foissner (1997a) untersuchte
explizit die Ciliatenfauna eines Reisfeldbodens, nennt aber nur die Anzahl der gefundenen
Arten und nicht deren Zusammensetzung. Diese hier vorgelegte Arbeit stellt somit die erste
genaue Auflistung der Ciliatenfauna und ihrer Zellzahlen in Reisfeldboden dar. Die anderen
beiden genannten Autoren untersuchten die gesamte, also auch die Flutwasser-Ciliatenfauna
und den Aufwuchs. Nur ein Vergleich mit Teilen der Ciliatenfauna in den im Feld
gestochenen Bodenkernen (Tab. 4.6) ist zuléssig. Da das Flutwasser bel den im Feld
genommenen Proben mit untersucht wurde, kénnen die Habitate verglichen werden. Ein
Vergleich mit der Artenliste von Madoni (1987) zeigt, da3 4 Taxa (von 5 Taxa der
Bodenkerne) des Flutwassers (ibereinstimmen. Eine geringere Ubereinstimmung wurde fir
den Wasser-Sediment-Ubergang gefunden (nur 2 Taxa von 7 der Bodenkerne). Die
Untersuchung der Proben aus dem Feld erfolgte ca. sechs Wochen nach der Flutung. Die
Diversitédt der Ciliaten im Feld lag zu diesem Zeitpunkt (ca. 42 Tage nach Beginn der
Flutungsperiode) bei 7 Taxa und damit der im Labor (8 Taxa, Tag 44) anlich. Zwei der Taxa
waren dabei in beiden Proben identisch (Metopus hasel und Plagiocampa pentadactyla).
Aufgrund dieses Befundes wurde die Diversitdt beider Habitate als vergleichbar angesehen.
Es kann davon ausgegangen werden, dal3 mit steigender Anzahl der Probennahmen im

Reisfeld die beiden Ciliatenpopulationen zunehmend &hnlicher werden. Verschiedene
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Autoren haben eine Korrelation zwischen Anzahl der genommenen Proben, dem Zeitraum
(Dauer) der Probennahme und der Anzahl gefundener Arten aufgezeigt (z.B. Foissner, 1987,
1997c¢). Esist deshalb sehr wahrscheinlich, dal? Diversitét und Anzahl der Arten im Feld im
Laufe weiterer Messungen zugenommen hétte.

Die Gruppe Gymnostomatida (Tab.3.2) erreichte mit 17 Taxa (33%) im gesamten
Arteninventar bzw. 10 Taxa (43%) in den anoxischen Inkubationen die grofdte Diversitét. Ein
Vergleich mit Daten aus der Literatur zeigte, dal3 die Gruppe Gymnostomatidae die
zweitgrofdte Ciliatengruppe des Bodens bilden (Foissner, 1998). In den anoxischen
Inkubationen stellten sie die gréfte Gruppen (hochste Anzahl an Taxa). Die Gruppe
Hypotrichida, welche laut Foissner (1998) die hotchste Artenvielfalt aufweist, war im
gesamten Arteninventar an zweiter und in den anoxischen Inkubationen an dritter Stelle.
Heterotriche Ciliaten waren die dritt- (gesamt) bzw. zweithéufigste (anoxische Inkubationen)
Gruppe im Reisfeldboden. Die Gruppe Colpodida, die in verschiedenen Boden abundant ist,
war im Reisfeldboden von geringer Bedeutung. Heterotriche Ciliaten scheinen also von
besonderer Bedeutung innerhalb des Reisfeldbodens zu sein. Der primére Faktor ist der grof3e
Anteil an obligat anaeroben Formen innerhalb der Heterotrichida (insbesondere der Gattung
Metopus).

Es zeigte sich, dal3 die Diversitdt der Ciliatenfauna in der Anzahl der vorkommenden Arten
der anderer (vorwiegend von upland) Boden ahnlich ist. Im direkten Vergleich zu anderen
Artenzahlen aus Reisfeldern ist die Diversitét jedoch geringer. Die Dominanz der
taxonomischen Gruppe Gymnostomatida ist ungewodhnlich und scheint aus den
Besonderheiten des Reisfeldbodens, wie einer extrem kurzen Nahrungskette unter anoxischen
Bedingungen, zu resultieren (Fenchel und Finlay, 1990). Die Diversitdt der Gruppe spricht
dafur, dal? diese Gruppe gut an die vorherrschenden anoxischen Bedingungen angepaldt ist.
Der grof3e Anteil der heterotrichen Ciliaten in den anoxischen Inkubationen ist vorrangig auf
die primér anaeroben Formen der Gruppe zurlickzufihren. Die Gruppe Colpodida scheint
dagegen nicht mit anoxischen Bedingungen umgehen zu konnen. Dabel ist insbesondere die
Art Colpoda steinii al's mikroaerophil bekannt (Foissner, 1993).

5.1.2 Populationsdynamik

In den anoxischen Inkubationen wurde ein typischer Populationsverlauf beobachtet. So
wurden innerhalb der ersten drei Wochen die meisten Arten, die héchsten Abundanzen und
die grofdte zusammenhangende Artengemeinschaft (Tab. 4.3 und Abb. 4.1) gefunden. Nach
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ca. 30 Tagen wurde eine Verdnderung der PopulationsgrofRe und —struktur beobachtet.
Anhnliche Populationsveranderungen wurden fiir diesen Zeitraum haufig aus I nkubationen von
luftgetrockneten und mit der NFPD-Methode inkubierten Boden beschrieben (z.B. Foissner,
1987). Diese Beobachtung wurde unter dem Begriff Ciliatostasis zusammengefaldt (Foissner,
1987). Die diese bedingenden Parameter wurden bislang nicht ermittelt (z.B. Tomaru, 2002).
Der Begriff beschreibt die Beobachtung, dal3 auch unter ,optimalen® (Foissner, 1987)
Bedingungen grofie Teile der in Cysten vorkommenden Ciliaten in diesen verbleiben. Auch
dieser Mechanismus ist bisher ungeklart. Es wird vermutet, dal3 er Uber die Dichte aktiver
Ciliaten gesteuert wird (Ekelund et al., 2002). Der Begriff Ciliatostasis wird im weiteren
Verlauf dieser Diskussion nur verwendet, um die beobachteten Veranderungen der
Populationsstruktur (den Einbruch der Zellzahlen) zu beschreiben.

Die in den anoxischen Inkubationen beobachtete Dynamik der Population lief3 sich in zwei
Phasen teilen, die durch die Ciliatostasis getrennt waren. In der Phase 1 waren die hdchsten
Abundanzen, die grofdte Diversitdt und der hochste Artenumsatz zu finden (Tab. 4.3). In
vielen Boden wurden deutlich héhere Abundanzen gefunden (Foissner, 1987). So entsprachen
das Maximum der im Reisfeldboden gezéhlten Zellzahlen ca. 2% der von Finlay et al. (2000)
in upland Boden gefundenen Individuenzahlen. Da es sich jedoch um en anaerobes
Okosystem handelt

Die Gattung Metopus, insbesondere M. hasai, wird haufig fur anoxische Boden angefihrt und
gilt als Indikator fur Sauerstofflimitation. M. minor wurde als haufigste Art wahrend der
letzten 70 Tage der Inkubation gefunden. Sie wurde in der zweiten Phase die haufigste Art
des anoxischen Reisfeldbodens (56 - 90%). Generell waren andere (nicht Metopus) Arten von
geringer Bedeutung. Interessanterweise wurden auch die auf der taxonomischen Ebene
haufigste Gruppe der Gymnostomatida in nur sehr geringen Zellzahlen gefunden. Innerhab
der ersten drei Wochen lag ihr Anteil im Mittel be 12 und danach bel 1,25% der
Gesamtpopulation. Zieht man in Betracht, dald es sich primé& um Jager anderer Ciliaten
handelt, kann man so Rickschliisse auf die Beutesituation und —selektion ziehen. In der ersten
Phase der Inkubation konnte sich also eine gréf3ere Jagerpopul ation entwickeln.

Die Auftragung der taxaspezifischen Abundanzmaxima tiber den untersuchten Zeitraum (Tab.
4.3) zeigt deutlich eine Abfolge der Taxa in einem sukzessiven Muster, das durch die Cluster-
Analyse (Abb. 4.1) gestiitzt wird. Der Begriff Sukzession kann bei den hier vorgefundenen
Verteilungsmustern der Taxa in der Definition von Begon et al. (1991, S. 696: ,,...das nicht
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saisonale, gerichtete und kontinuierliche Muster von Besiedlung und Aussterben von
Populationen an einer Lokalitat.“) verwendet werden. So lassen sich 4 verschiedene Cluster
finden. Die ersten 3 wurden der 1. Phase zugeordnet. |nteressanterweise bilden die Metopus-
Arten je 2 Cluster (M. inversus, M. palaeformis, M. setosus - in der 1. Phase; M. hasei, M.
minor - in der 2. Phase). Die einzige Ausnahme bildet M. es. Der 4. Cluster bestand aus
kleinen Arten, welche die Phase 2 dominierten. Auch in diesem Cluster befanden sich zwel
fakultative Arten, die zwar eine geringere Abundanz als die Metopus-Arten aufwiesen, aber
trotzdem regelméldig angetroffen wurden. Keines der Cluster bzw. der Taxa zeigte seine
maximale Abundanz wahrend der Ciliatostasis (Tab. 4.3).

Der nach 30 Tagen zu beobachtende RUckgang der Zellzahlen ist typisch fir
Ciliatenpopulationen in luftgetrockneten und mit der NFPD-Methode bearbeiteten
Inkubationen (Foissner, 1987). Die Grunde fur diesen Riickgang sind bisher nicht bekannt.
Petz (1997) merkt jedoch an, dal? es sich um einen typischen Effekt von Boden gemaliigter
Klimazonen handelt, wéhrend er in antarktischen Boden keine solche Beobachtung machte.
Die Veradnderung der Population lief3 sich mit keinem der gemessenen biogeochemischen
Parameter (z.B. der wichtigsten alternativen Elektronen-Akzeptoren; Abb. 4.7) in Verbindung
bringen. Die Ciliatenpopulation bricht jedoch nicht komplett zusammen. Sie hédlt sich auf
niedrigem Niveau, das aber hoher ist als das zu Beginn der Inkubation (Tag 1; Abb. 4.2).

Die Artenzahl und Individuendichte der Ciliaten in anoxischen Inkubationen ist vergleichbar
mit denen von upland Boden. Allerdings unterscheidet sich die Dominanz der Gruppe von
upland Béden. Die Zellzahlen und Diversitdt der Gruppe sind aber stark vom Gehalt an
partikularem organischen Material abhangig. So verursachte der Zusatz von Reisstroh in die
anoxischen Inkubationen einen Anstieg der Haufigkeit von Flagellaten also eine Veranderung
innerhalb der Protozoenfauna. Zudem wurden nur sechs Ciliatenarten gefunden. Diese sechs
Arten wurden in den anoxischen Inkubationen ohne zusétzliches Reisstroh als dominierende
Spezies innerhalb der Phase 2 gefunden. In diesem Versuch waren sie bereits wahrend nach
30 Tagen, also zum vermutlichen Beginn der Ciliatostasis die dominierenden Arten. Hohere
Anteile an Reisstroh bewirken somit auch eine beschleunigte Sukzession der Ciliatenfaunaim

anoxischen Reisfeldboden.

Die verwendete direkte Zahlung ist nicht fir alle Protozoengruppen des Bodens gleich gut
geeignet. Ein weiterer Anstieg von Ciliatenzahlen und Diversitdt ist in bepflanzten

Mikrokosmen mit Reisfeldboden zu erwarten, da durchwurzelte Systeme meist hdhere
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Zellzahlen enthalten (z.B. Ekelund und Renn, 1994). Diese Beobachtung wird z.B. auf
Wurzelexsudate zurtickgefuhrt. Im gefluteten Reisfeld kommt hinzu, dal3 sich oxische
Bereiche um die Reiswurzeln bilden. Einen Hinweis auf abweichende Umweltbedingungen
ergab die Probennahme im Feld, bei der eine andere Zusammensetzung der Ciliatenfauna

nachgewiesen wurde.

5.1.2.1 Obligat und fakultativ anaer obe Arten

Was die fakultativ anaeroben Ciliaten in die Lage versetzt, im anoxischen Milieu zu
Uberleben oder zu wachsen, ist bisher unbekannt (Bernard und Fenchel, 1996). Bei einigen
l[imnischen und marinen fakultativen anaeroben Formen wurden unter anoxischen
Bedingungen Wachstumsraten beobachtet, die denen obligat anaerober &hnlich waren
(Bernard und Fenchel, 1996). Die physiologischen Hintergriinde dieser Fahigkeit sind jedoch
noch nicht geklart. Es wurde jedoch wiederholt eine morphologische Veranderung der
Mitochondrien beobachtet. Dies fihrte zu Spekulationen Uber eine Beteilligung der
Mitochondrien am anaeroben Stoffwechsel (Bernard und Fenchel, 1996). Andere Autoren
bringen eine Vergréfierung der Mitochondrien vielmehr in Verbindung mit dem Abbau oder
Verlust der mitochondrialen DNS bzw. der mitochondrialen Aktivitét (Bertoni-Freddari et al.,
2003; Dimmer et al., 2002). Bernard und Fenchel (1996) und Fenchel und Finlay (1995)
vermuten, dal3 der Energiehaushalt priméa auf Glykolyse beruht, halten aber auch andere
Stoffwechselwege fur moglich. Fenchel und Finlay (1990) errechneten, dal3 anaerobe Ciliaten
etwa 20% Wachstumseffizienz im Vergleich zu aeroben Ciliaten besitzen. Die im Vergleich
zu Aerobiern schlechtere Energieausbeute kann die beobachtete Abweichung zwischen
geringer Abundanz der Ciliaten in den anoxischen Inkubationen bei gleichzeitig gut gefillten
Nahrungsvakuolen erkléaren.

Die Mehrzahl der in Phase 1 gefundenen Arten mit sehr geringer Abundanz diirfte gerade bel
den nur an wenigen Meldtagen vorkommenden Arten (z.B. Colpoda steinii, Tab. 4.3) auf
einem Excystieren einzelner Individuen und nicht auf Wachstum beruhen. Insbesondere die
Gattung Colpoda ist als microaerophiler Pionier in neuen Habitaten bekannt (Foissner, 1993).
Es handelt es sich bei dem Erscheinen der Art vermutlich um ein offensives Testen der
Umweltbedingungen. Gerade die Familie Colpodidae enthdlt viele Arten, die schnell
excystieren und encystieren konnen. Als typische Gruppe des Bodens (Foissner, 1998)
wurden sie im Gesamtarteninventar mit einem Anteil ca 13,5% (7 Arten) gefunden. In den
anoxischen Inkubationen wurde eine grof3ere Diversitét aufgrund der Anpassung an den
Boden erwartet. Das Auftauchen nur einer Art dieser Gruppe war Uberraschend. Dieses
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Ergebnis deutet auf eine geringe Toleranz gegentiber anoxischen bzw. eine Bevorzugung von
mikroaerophilen Umweltbedingungen im Boden hin.

Zwei fakultativ anaerobe Arten, Plagiocampa pentadactyla und Spathidium cf. crassum,
wurden Uber langere Zeitraume (ca. 120 Tage) in aktivem Zustand gefunden (Tab. 4.3). Bel
der ersten Art (P. pentadactyla) |&3t sich diese Fahigkeit moglicherweise Uber ektobiontische
Symbionten erkldren. Diese wurden bereits in der Artbeschreibung (Foissner et al., 2002)
erwdhnt und an den Individuen im anoxischen Reisfeldboden wiederholt beobachtet. Bisher
war es nicht moglich, diese Ektosymbionten néher zu charakterisieren. Bel Spathidium cf.
crassum ist diese Fahigkeit zur Zeit nicht erklérbar. Zu keinem Zeitpunkt konnten in bzw. auf
dieser Art Endo- oder Ektosymbionten dargestellt werden. Es handelt sich bei dieser Art
wahrscheinlich um eine obligat anaerobe Art, da sie nur in den anoxischen Inkubationen
entdeckt wurde. Um diese These zu prufen, mufite die Art jedoch in Kultur gebracht werden.
Dies wére notig, dain der Artbeschreibung von Kahl (1926) kein Hinweis auf diese Fahigkeit
gegeben wurde. Diese Art wurde jedoch aus einer Pfltze auf einer Weide isoliert, was eine
solche Eigenschaft nahelegen konnte.

Die in den anoxischen Inkubationen dominierenden Arten der Gattung Metopus besal3en
aktive methanogene Endosymbionten (Abb. 4.5a und b). Nur fir die grof3eren Metopus-Arten
sind diese Symbionten fir die Wachstumseffizienz der Zellen von Bedeutung (Fenchel und
Finlay, 1995).

5.1.2.2 Ernadhrungsgilden

Die Tab. 4.1 zeigt eine klare Dominanz der bakteriovoren Taxa mit insgesamt 33 Taxa. Dieser
Erndhrungstyp dominiert in Abundanz und Biomasse deutlich die Ciliatenfauna. Insbesondere
in den ersten 3 Wochen der Inkubation ging von diesem Typ ein Beweidungs-Effekt auf die
bakterielle Gemeinschaft aus (Abb. 4.6). Betrachtet man den Verlauf der Ciliatenpopulation
in Bezug auf die Wachstumseffizienz der Ciliaten im anoxischen Okosystem, so muR eine
grof3e Menge an mikrobieller Biomasse konsumiert worden sein, um die vorgefundene
Popul ationsgrofie zu ermdglichen.

Im gesamten Arteninventar liegt der Antell carnivorer Taxa bel 19. Carnivore Arten
reprasentieren in einem anaeroben Okosystem die oberste trophische Ebene, da in einem
anoxischen Okosystem die Nahrungskette sehr kurz ist (Fenchel und Finlay, 1990). So wurde
in den anoxischen Inkubationen Spathidium cf. crassum Uber ca. 140 Tage regelméfdig, wenn
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auch in sehr geringen Abundanzen, gefunden. Dies weist darauf hin, dal3 diese Art in diesem
Zeitraum ein Mitglied der obersten trophischen Ebene in anoxischen gefluteten Boden ist. Die
Abundanzen der carnivoren Arten stehen in einem Verhdtnis von ca. 1:10 bis 1:100 zu den

potentiellen Beuteorganismen.

Die in Tab. 4.1 aufgelisteten Gruppen enthalten einige omnivore Taxa, die auch Pilze
(Hyphen oder Sporen) fressen konnen. Explizit fungivore Arten fehlen. Ihr Fehlen &3 sich
durch die relativ geringe Abundanz und Biomasse von Pilzen im anoxischen Reisfeldboden
erklaren (Reichardt et al., 2001). In upland Bdden sind Pilze eine wichtige Gruppe bel der
Remineralisation von organischem Material (Clarholm, 1994). Das Fehlen der Pilze im

anoxischen gefluteten Boden ist ein wichtiger Unterschied zu upland Boden.
5.2 Kultivierung von Ciliaten

Ziel dieser Versuche waren Reinkulturen indigener aerober und anaerober Ciliaten. Kulturen
verschiedener Taxa hdtten die Messung spezifischer Stoffwechselraten und ihrer
Endosymbionten (z.B. Biagini et al., 1998) sowie die Bestimmung von Beweidungsraten
erlaubt (Fenchel und Finlay, 1990). Die in Kulturbanken erhaltlichen Kulturen anaerober
Ciliaten sind haufig in schlechtem Zustand. So wurde bei spiel sweise die Metopus palaeformis
CCAP 1653/3 Kultur in sehr geringer Zelldichte geliefert. Eine Kontrolle der wenigen aktiven
Metopus-Zellen zeigte zudem keine methanogenen Endosymbionten (Fszo-Autofluoreszenz)
mehr. Es ist bekannt, dal3 kultivierte anaerobe Ciliaten ihre methanogenen Endosymbionten
mit der Zeit verlieren konnen (z.B. Trimyema compressum; Wagener und Pfennig, 1987).
Dies war bei der Kultur von M. palaeformis anscheinend der Fall. Worin die Schwierigkeiten
genau liegen, wurde im Laufe der Versuche trotz einer Vielzahl von Kulturbedingungen nicht
gekléart. Im Fall der aeroben und fakultativ anaeroben Ciliaten, die auch in den aeroben
Standardkulturen (Volvic und Weizenkérner) gefunden wurden, gelang eine Kultivierung
haufig. Auf diesem Weg wurden wiederholt Ciliaten fur Protargol-Férbungen und FISH

angereichert.
5.3 Der Elektromigrationsapparat

Ziel dieses Versuches war es, Ciliaten in grof3erer Anzahl aus dem Bodenwasser zu isolieren.
Verschiedenen Autoren gelang es so, Ciliaten aus Umweltproben zu isolieren (z.B. van Hoek
et al., 1998), so dal? es moglich gewesen ware, auch ohne Kultivierung an grofRere Zellzahlen

relevanter Organismen zu gelangen.
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Der Elektromigrationsapparat nach Wagener et al. (1986) war hinsichtlich eines
zusammenhangenden Gasraums beider Migrationskammern modifiziert worden (Abb. 3.2).
Dadurch wurde es mdglich, beide Kammern getrennt oder zusammen mit N, oder No/CO; zu
begasen. Der modifizierte Elektromigrationsapparat zeigte in Vorversuchen gute Ergebnisse.
Eingebrachte aerobe Ciliaten (Paramecium biaurelia) aus einer Mixkultur mit Flagellaten
wanderten innerhalb von 2 min zur Kathode (20 V, ca. 1 mA). Schon in den Vorversuchen
wurde deutlich, daf3 die Isolierungskammer (zur Entnahme) im Fall der Paramecien zu grof3
geplant war. Das machte ein erneutes Aufkonzentrieren, z.B. durch Zentrifugieren, nétig. Bel
einem Neubau wirde es sich empfehlen, die Isolieckammer auf maximal 1/3 der Volumina
der Probenkammer zu verkleinern.

Der gleiche Versuch wurde mit Bodenwasser-Ciliaten bel verschiedenen Spannungen und
FluRrichtungen (siehe Wagener et al., 1986) ohne Erfolg durchgefiihrt. Auch ein Austausch
des Elektromigrationspuffers durch steril filtriertes, anoxisches Bodenwasser brachte keine
Verénderung. Bei einer abschlieffenden mikroskopischen Kontrolle wurden keine Ciliaten
wiedergefunden. Die Mdglichkeit, Ciliaten mit Hilfe des Elektromigrationsapparates zu
isolieren, scheint auf aquatische Habitate beschrankt zu sein. Fur wassergeflutete Boden und
die darin lebenden Ciliaten wurde kein Effekt gefunden. Dies resultierte moglicherweise aus
den chemischen Unterschieden, die letztlich die Leitféhigkeit des Bodenwasser beeinflussen.
Weitere Grinde liegen in einer potentiellen Lysierung der Ciliaten oder einem artspezifischen
Migrationsverhalten im elektrischen Feld (siehe Wagener et al., 1986).

Als weitere Methode zum Anreichern von Ciliaten wurde Bodenwasser mit einer Spritze
abgezogen und zentrifugiert. Bei anschlief3enden Farbungen mit Protargol, Silbernitrat oder
Anwendung von FISH stellte sich heraus, dal? sich zu viel partikuléres Material anreicherte.
Die Ciliaten wurden komplett verdeck.

Als die Methode der Wahl kristalisierte sich letztlich das Picken einzelner Ciliaten unter dem
Mikroskop heraus. Alle Hybridisierungen (FISH) und taxonomischen Bestimmungen wurden

mit so isolierten Ciliaten durchgefihrt.

5.4 Versuchemit FISH

FISH erlaubte eine direkte Untersuchung der Ciliaten und ihrer Endosymbionten im
Bodenwasser. Im Laufe der Untersuchung wurde eine grobe phylogenetische
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Charakterisierung bevorzugter Beuteorganismen und einiger endobiontischer bzw.
endosymbiontischer Mikroorganismen erstellt (siehe unten).

Anhand von DAPI-Farbungen wurde ersichtlich, dal3 viele DNS-haltige Strukturen nicht mit
den Sonden hybridisierten. Entweder handelte es sich dabei um mikrobielle Zellen oder
Zellorganellen. Moglich wére auch, dal3 es sich um extrem grof3e Viren handelt, wie kirzlich
von La Scola et al. (2003) beschrieben.

Eine Hybridisierung mit 4 Metopus pal aefor mis-spezifischen Sonden (Tab. 3.4 und Metopus-
Sonde aus Embley et al., 1992) brachte keinen Erfolg. Die Grinde dafir waren vermutlich
Unterschiede der 18S rRNS-Gensequenzen (bezogen auf die in der ARB-Datenbank) oder der
18S rRNS-Struktur. Die in Sequenzen in ARB enstammen ale einer Verdffentlichung
(Embley et al., 1992). Die Zugéanglichkeit der Sonden zum rRNS-Molekdl ist von deren in-
situ Struktur abhangig (Behrens et al., 2003). Detailliertere Informationen Uber mégliche
Sequenz- bzw. Strukturunterschiede wird eine noch geplante Sequenzierung einzelner
Ciliatenarten und ihrer Endosymbionten liefern.

Mit FISH wurde ein zusétzlicher (nicht-methanogener) Endobiont in Metopus entdeckt (Abb.
4.16, Abb. 4.17). Die Bezeichnung Endobiont wurde gewahlt, da keinerlel physiologische
Daten Uber diesen Organismus vorlagen, welche eine Einordnung als Endosymbiont oder
Parasit erlaubt hétten. Durch spezifische Hybridisierungen wurde der kettenbildende
Organismus als Mitglied der a—Proteobacteria identifiziert. Er wurde in den 5 grof3eren
Metopus-Arten, aber nicht in M. minor gefunden. Dal3 es weitere nicht-methanogene
Endobionten in Metopus gibt, war bekannt. Bakterielle Endobionten, die nicht-methanogen
sind, wurden bereits beschrieben. So beschrieben van Bruggen et al. (1984) und Wagener et
al. (1990) dhnliche Zellformen aus dem Cytoplasmavon M. inversus bzw. M. setosus die aber
nicht ndher charakterisiert wurden. Neu ist die phylogenetische Klassifizierung dieser
Endobionten. Die phylogenetische Klassifizierung dieses Mikroorganismus war wichtig, um
ihn im lichtmikroskopischen Bild nicht den methanogenen Archaea zuzuordnen (Abb 4.17a,

M. palaeformis mit Endobiont im differentieller Interferenz-Kontrast nach Nomarski).

Burggraf et al. (1994) beschrieb Schwierigkeiten bei der Hybridisierung von Archaea. So
hatten beispielsweise formaldehydhaltige Fixierungsmittel die Zellwand versiegelt, stett sie
zugéanglicher zu machen (Burggraf et al., 1994). In dieser Arbeit waren Archaea aulerhalb der
Ciliaten hybridisierbar, jedoch nicht, wenn sie innerhalb von Ciliaten vorkamen. Fixierungen
in Ethanol konnten dieses Problem nur teilweise |6sen. Einzelne Archaeazellen wurden im

72



Diskussion M.V. Julian SCHWARZ

Laufe der Versuche innerhalb von Nahrungsvakuolen hybridisiert (Abb. 4.13 und Abb. 4.14).
Hier hatte vermutlich bereits ein Aufschlul® der Zellwande stattgefunden, der bel den im
Cytoplasma liegenden Zellen noch nicht erfolgt war. Vom Cytoplasma sind die
Endosymbionten nach Angaben von van Bruggen et al. (1984) durch eine Doppelmembran
separiert. Diese scheint auch nach einer Fixierung nicht durchldssig genug zu sein, um die
Sonden passieren zu lassen. Liegen die Archaea nach dem Platzen einer Zelle aul}erhab des
Cytoplasmas, konnten sie mittels FISH detektiert werden (Abb. 4.15). Wieso dann die a—
Proteobacteria hybridisierbar waren, bleibt jedoch fraglich. Die Autoren um van Bruggen et
al. (1984) beschreiben, dal3 auch die anderen gefundenen gram-positiven Endosymbionten
durch eine Doppelmembran vom Cytoplasma getrennt wurden. Die gute Hybridisierbarkeit
der a—Proteobacteria im Cytoplasma legt die Vermutung nahe, dald3 hier ein archaea
spezifisches Problem der Zellzugénglichkeit vorliegt.

Es war demnach nicht méglich, eine phylogenetische Zuordnung der methanogenen Archaea
auf Familien- oder Gattungsebene mit Hilfe spezifischer Sonden durchzufiihren. Eine
phylogenetische Klassifizierung soll bel einer noch ausstehenden Sequenzierung von Ciliaten
und ihrer endocytobiontischen Zellen beantwortet werden. Damit konnten auch
physiol ogische Eigenschaften der Endobionten und Endosymbionten abgeleitet werden.

5.5 Interaktion Ciliaten — Mikrobielle Gemeinschaft

5.5.1 Effekte der Beweidung durch Ciliaten auf die mikrobielle Gemeinschaft

Viele Versuche zeigten, dal3 die Protozoenfauna eine , formende Kraft* (Jirgens und Matz,
2002; Hahn und Hofle, 2001) der mikrobiellen Gemeinschaft in aquatischen Okosystemen ist.
Diese resultiert aus einer Selektion der Nahrungspartikel (Fral3druck), der biochemischen
Veranderung der direkten Umwelt (Remineraliserung) und der Reaktion der
Beuteorganismen  (morphologische  Veranderung) auf Frad und  verdnderte
Umweltbedingungen. Ahnliche Befunde sind aus terrestrischen Habitaten bekannt (z.B. Rann
et al., 2002). Diese Arbeit ist die erste, die sich mit Beweidungseffekten in anoxischen
Reisfeldboden beschéftigt.

Die mikrobielle Gemeinschaft des anoxischen Reisfeldbodens gehdrt zu den am besten
charakterisierten eines Bodens (Conrad und Frenzel, 2002). Die Auswirkung der Beweidung
der mikrobiellen Gemeinschaft durch Protozoen wurde bisher nicht studiert. Die
lichtmikroskopischen Untersuchungen (Abb. 4.17a) und FISH-Préparate zeigten haufig mit
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Bakterien gefiillte Nahrungsvakuolen. Mitglieder der Doméne Bakteria scheinen dabei die
bevorzugte Beute der Ciliaten zu sein.

Auch im lichtmikroskopischen Bild (Abb. 4.17a) wurden regelméfdig gut gefillte
Nahrungsvakuolen in frisch isolierten Ciliaten entdeckt. Hohere Vergrof3erungen zeigten, dal3
die Nahrungsvakuolen mit mikrobenghnlichen Partikeln gefullt waren (Abb. 4.17a). Anhand
der Fao-Autofluoreszenz wurden bei Metopus sp. wiederholt Methanogene innerhalb von
Nahrungsvakuolen entdeckt. Mit FISH wurden Archaea nur sehr selten im Cytoplasma, dafir
jedoch haufiger in Nahrungsvakuolen von M. palaeformis und M. es sowie ausserhalb der
Ciliaten detektiert (Abb. 4.13 und Abb. 4.14). Die Zellen in M. palaeformis und M. es wurden
in den Nahrungsvakuolen vermutlich bereits lysiert und somit durch den beginnenden Abbau
der Zellwande hybridisierbar. In den Nahrungsvakuolen von M. inversus (Abb. 4.5b) wurden
hohe Zellzahlen aktiver (d.h. Fso-Autofluoreszenz zeigender) Methanogener beobachtet. Ob
diese Methanogenen verdaut oder dort as , quasi-Endosymbionten” gehalten wurden, war
nicht zu klaren. Letzteres wurde fur einige Ciliaten bereits nachgewiesen. Von Paramecium
ist bekannt, dal3 einzellige Algen der Gattung Chlorella (Meier und Wiessner, 1988), aber
auch Bakterien und Hefen (Gortz, 1982) auf diesem Wege als Endosymbionten gehalten
wurden. Leider wurden bei allen Hybridisierungen keine Zellen von M. inversus gefunden,
die mit Methanogenen gefullte Nahrungsvakuolen aufwiesen. M. inversus-Zellen ohne
Methanogene in den Nahrungsvakuolen wurden hingegen 6fter detektiert. Die Zuganglichkeit
der Zellen in den Nahrungsvakuolen fir die archaea-spezifischen Oligonukleotid-Sonden
wuirde eine Einschétzung Uber eine Lysierung der Zellen erlauben. Die hohe Intensitét der
Fs0-Autofluoreszenz lief? jedoch auf eine Aktivitdt der Methanogenen schlieffen. Fur die
erfolgte Berechnung der Methanproduktionsraten endosymbiontischer Methanogener (siehe

unten) wurden die in Nahrungsvakuolen liegenden Zellen nicht mitgezahit.

Es wurde davon ausgegangen, dal3 die Ciliaten im anoxischen Boden durch Beweidung auf
die mikrobielle Gemeinschaft einwirken. Die Korrelation von Ciliaten und mikrobiellem
Volumen machte diesen Zusammenhang wahrscheinlich (Abb. 4.6). Das Verhéltnis beider
Werte zueinander war innerhalb der ersten Woche negativ und wurde ab der zweiten Woche
positiv. Es gab demnach eine Zunahme der Ciliatenvolumina, bei gleichzeitiger Abnahme der
Bakterienvolumina. Dies erlaubt den Rickschluf3, dal’ das Wachstum der Ciliatenpopul ation
auf Kosten der Mikroorganismen geschah. Gestiitzt wird dieser Befund durch die Ergebnisse
der Bestimmung mikrobieller Volumenfraktionen. Nach der Einordnung in verschiedene

Volumenklassen (Abb. 4.4b) wurde gezeigt, dal3 an Tag 4 eine typische Zellvolumen-
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Verteilung auftritt, die wiederholt aus aquatischen Okosystemen beschrieben wurde (Hahn
und Hofle, 2001; Jirgens und Matz, 2002). Diese diversifizierte Volumenverteilung wurde
nur in der ersten Woche gefunden (Abb. 4.6). Beweidung induziert hdufig eine Abweichung
von mittleren Volumina und Zellgrofien hin zu sehr kleinen und sehr grof3en Zellen (Abb.
4.4b, Links). Haufig sind diese Beweidungseffekte auch von morphologischen
Veranderungen wie einer Verkirzung bzw. Zunahme der Zellangen oder auch der Bildung
von Zellaggregaten begleitet (Jirgens und Matz, 2002, Hahn et al., 1999). Nach 80 Tagen
wurde diese Verteilung der Zellvolumina nicht mehr nachgewiesen (Abb. 4.6; Abb. 4.4b,
Rechts). Eine Kontrolle der mikrobiellen Population durch Bodenprotozoen im anoxischen
Reisfeldboden erfolgte demnach nur in den ersten Wochen nach Inkubationsbeginn. Eine
dhnliche Beobachtung machten Strauss und Dodds (1997). Die Autoren fanden, dai3 die
Protozoen eines Graslandes bzw. eines landwirtschaftlich genutzen Bodens die mikrobielle
Population innerhalb der ersten 3 Wochen, aber nicht mehr nach 6 Wochen kontrollierten.

Ob die Veranderung der mikrobiellen Population nur auf einen Einflul3 der Protozoen beruht
oder auch auf biogeochemischen Verdnderungen (siehe Abb. 4.7), konnte nicht abschlief3end
geklart werden. Es ist jedoch aufgrund dieser und anderer Ergebnisse (siehe nachsten
Abschnitt) von einem solchen Einfluf auszugehen.

5.5.2 Einflul3 der Ciliaten auf biogeochemische Prozel3e

In den Experimenten zur Hemmung von Eukaryonten wurde versucht, den Einflu® der
Protozoenfauna auf biogeochemische Prozesse exemplarisch am Beispiel der Methanogenese
nachzuweisen. Ein Einflul? der Protozoenfauna war diesen Ergebnissen zufolge sehr
wahrscheinlich. In diesen Versuchen hatte eine Hemmung der Eukaryonten durch zwel
verschiedene Inhibitoren nahezu eine Verdoppelung der CH4-Produktion bewirkt (Abb. 4.9).

Anhand der Summenformeln beider Inhibitoren wurde die eingesetzte Menge an Kohlenstoff
berechnet. So wurde in Form von Colchicin (CisH23NO4) und Cycloheximid (CH2sNOg)
insgesamt 24 nmol C gTG™ Boden eingebracht. Da unter anoxischen Bedingungen vermutlich
nur die leichter bioverfligbaren Gruppen an den Inhibitormolekilen zuganglich sind, war die
Menge an verfugbarem Kohlenstoff wahrscheinlich deutlich niedriger. Trotzdem kann die
Menge an zusétzlich eingebrachtem Kohlenstoff nicht die Erhdhung der CH4-Produktion um
1,08 umol CH4 gTG™ Boden in den Hemmversuchen erkléren.
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Eine weitere Erklarung fur diesen CH4-Anstieg kénnte in einer Lysierung der Ciliaten liegen.
Die dabel freigesetzte Biomasse kénnte von Mikroorganismen mineraisiert und zu CHa
abgebaut werden. Eine Umrechnung der Biovolumina in Kohlenstoff wurde unter
Verwendung der Konvertierungsfaktoren von Putt und Stoecker (1989) durchgefiihrt. Die
Autoren fanden in marinen oligotrichen Ciliaten einen Kohlenstoff-Anteil von 0,16 bzw. 0,28
pg C um?® Berechnet wurde die bioverfiigbare Menge an Kohlenstoff anhand der
Biovolumina des ersten Tages. Das Biovolumen resultierte in Kohlenstoffanteilen von 38
bzw. 66 nmol C gTG™" Boden. Auch diese Mengen sind zu niedrig, um den beobachteten
Anstieg der CHa-Produktionsrate zu erklaren.

Betrachtet man die bisher gefundenen Beweidungsmuster (siehe oben), kann daraus
geschlossen werden, dal3 die beobachtete Hemmung bzw. Unterdriickung der Methanogenen
nur in den ersten Tagen bis Wochen wichtig sein durfte. Ab der zweiten Woche diirfte dieser
Effekt nach den bisherigen Daten nur noch vernachlassigbar gering sein.

5.6 Antell methanogener Endosymbionten an der M ethanogenese

Wie bereits erwéahnt, ist die friilhe Methanogenese nur teilweise verstanden. Roy et al. (1997)
fanden bel Hemmversuchen, dal3 die Methanogenese in den ersten 3 Tagen nach
Inkubationsbeginn primé hydrogenotroph war, wahrend ab dem dritten Tag die
acetoclastische Methanogenese dominierte. Diese friihe Phase ist charakterisiert durch ein fr
Methanogene ungunstiges Redoxpotential, sowie Konkurrenz um Substrate wie z.B. Acetat
(insbesondere mit Fe**- und SO,*-Reduzierern; Roy et al., 1997). Zudem besteht anfangs eine
Hemmung der Methanogenese durch toxische Stickstoffverbindungen (z.B. NO, N2O u.a;
Kltber et al. 1998; Roy et al., 1997; Scheid et al., 2003) bei gleichzeitigem langsamen
Wachstum einiger methanogener Gruppen (Luders und Friedrich, 2002). Die Frage nach der
Bedeutung aktiver methanogener Endosymbionten aus Ciliaten wéahrend dieser frihen CH,-
Produktion ergab sich, da wiederholt aktive Methanogene anhand von F4-Autofluoreszenz in
der Gattung Metopus gefunden wurden. Weitere Hinweise auf die Bedeutung der Ciliaten fir
die frihe Methanogenese ergaben sich dadurch, dal3 die Methanogenese der Metopus-
Endosymbionten hydrogenotroph ist (Fenchel und Finlay, 1992). Auch ist bekannt, dal? diese
Ciliaten eine chemostatdhnliche Funktion haben, die den Methanogenen beste
Wachstumsbedingungen ermdglicht (Fenchel und Finlay, 1995). Hydrogenotrophe
methanogene Endosymbionten hétten aso eine ideale Umgebung zur CHa-Produktion.
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Die erste Moglichkeit, die Anzahl methanogener Endosymbionten zu bestimmen, ergab sich
aus der direkten Zéhlung aktiver methanogener Endosymbionten anhand der Faoo-
Autofluoreszenz (Tab. 4.4, Modell 1). Die zweite Moglichkeit ergab sich aus den Daten von
Fenchel und Finlay (1995). Diese Autoren errechneten einen Biovolumenanteil der
Methanogenen von ca. 2% am gesamten Zellvolumen der Ciliaten. Anhand der Biovolumina
der Gattung Metopus wurden potentielle artspezifische Endosymbiontenzahlen berechnet
(Tab. 4.4, Modell 2). Ein Vergleich zeigte, dal3 die anhand der Anteile am Volumen
berechneten Zellzahlen um den Faktor 10 — 110 tber den Ergebnissen der direkten Z&hlungen
lagen. Entsprechende Unterschiede ergaben sich zwischen den beiden berechneten Modellen
zur CH4-Produktion aus methanogenen Endosymbionten (Abb. 4.8). Modell 1 konnte ca. 2%
jenes innerhalb der ersten zwel Wochen gemessenen Gesamt-CH, erkléren, Modell 2 jedoch
ca. 59%. Da die Direktzdhlung (Modell 1) die Verhdltnisse im Reisfeldboden genauer
widerspiegelt, wird es bevorzugt. Das Ergebnis wurde zudem Uber den Befund von Fenchel
(1993) bestétigt, der in marinen Sedimenten vergleichbare CH4-Bildungsraten fand (ca. 2%).
Trotz dieser Ubereinstimmung ist davon auszugehen, da3 die verwendeten Modelle die
wahren Verhaltnisse nur ungenau wiedergeben.

Aus alen Ergebnissen &3 sich ein deutlicher, aber zeitlich begrenzter Einflul? der Ciliaten
auf die mikrobielle Gemeinschaft und Biogeochemie des anoxischen Reisfeldbodens ableiten.
Dabei setzten die Ciliaten die CH4-Produktion durch bisher nicht verstandene Hemmung bzw.
Unterdriickung der Methanogenen oder der Methanogenese stark herab, trugen aber
gleichzeitig mit ca 2% zur gesamten CHas-Produktion bel. Vergleichbar sah es bel den
Beweidungeffekten aus. Der Verlauf der relativen mikrobiellen Zellzahlen und Volumina
wiefd auf Beweidungsdruck innerhalb der ersten Woche hin, der nach einigen Autoren (z.B.
Biagini et al., 1998) hohe Remineralisierungsraten bewirkt. Diese Remineralisierung
mikrobieller Biomasse lief3 sich in den anoxischen Inkubationen nicht nachweisen. Dies wéare
dadurch erklérbar, dai’ die freigesetzten lonen sofort aufgenommen wurden, d.h. nicht erst in
nachweisbaren Mengen akkumulieren konnten. Zusétzlich ergab sich die Frage ob Ciliaten in
anoxischen Bdden einen stimulierenden Effekt auf die mikrobielle Gemeinschaft haben. Fur
die methanogene Population konnte eine Hemmung nachgewiesen werden. Fir andere
mikrobielle Populationen war ein solcher Einflufd nicht nachweisbar. Die Hemmung der
Methanogenese oder der Methanogenen widersprach dem, was aus Experimenten mit
anoxischen Kulturen (Biagini et al., 1998) bekannt war. In diesen hatte das Hinzufiigen von
anaeroben Ciliaten stets eine Erhéhung der gesamten CH4-Produktion zurfolge.
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In den meisten Boden sind Ciliaten nur die vierthaufigste Gruppe der Protozoen. Da
vereinzelte aktive Exemplare anderer Protozoen gefunden wurden, kénnen die gemessenen
Veranderungen letztlich alen Protozoen zugeschrieben werden. Da Ciliaten jedoch die
haufigste Gruppe waren, wurden sie als Hauptgruppe mit entsprechend grof3em Einfluf3
angesehen. Die Protozoenfauna hat alen Ergebnissen zufolge in italienischem, anoxischem
Reisfeldboden einen sowohl zeitlich als auch auf bestimmte mikrobielle Populationen

begrenzten Einfluf3.
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6 Ausblick

Um einen Uberblick Uber die Diversitét aler Bodenprotozoen im Reisfeldboden zu
bekommen, ist geplant, die im Versuch mit dem anoxischen Reisfeldboden gewonnen
Bodenproben molekular auf Basis der 18S rDNS zu charakterisieren. Zusdétzlich soll versucht
werden, einzelne Ciliaten direkt aus dem Bodenwasser zu isolieren, konventionell
(lichtmikroskopisch) zu bestimmen und anschlief3end per PCR und Sequenzierung der 18S
rRNS-Gene genau zu beschreiben. Dies wirde die molekulare Charakterisierung der
Protozoenfauna wie auch das Erstellen neuer ciliaten-spezifischer Oligonukleotid-Sonden fur
FISH erleichtern. Ein positiver Effekt dieser Arbeit wére die Zunahme an 18S rRNS-Gen
bzw. 18S rDNS Sequenzen der Ciliaten, die es langfristig erlauben wuirden, auf einer
erweiterten Datenbasis, die Phylogenie und Taxonomie der Ciliaten abzugleichen.

Ein weiteres Ziel wird auch weiterhin die Etablierung von Kulturen anaerober Ciliaten sein.
Diese wirde ene spezifische Berechnung der CHys-Produktion von methanogenen
Endosymbionten, sowie Wachstums- und Beweidungs-Raten erlauben.
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Abstract

Wetland rice fields cover 1.46 million kn? globally; the flooded soil of these fields is
largely anoxic. While biogeochemistry and microbiology have been studied in detail, the
microbial loop and especially the dynamics and function of ciliates are largely unknown. We
used anoxic microcosms prepared with soil from an Italian rice field and recorded species
composition, abundance and volume of ciliates together with numbers, volume and size
distribution of bacteria.

Ciliates were the dominating protists observed in the microcosms, but could be
outnumbered by flagellates if the soil was amended with rice straw. The number of ciliate
taxa was 23. Metopus species were dominating, but 16 of the species recorded in the anoxic
soil were facultative anaerobes. Another 29 species were found in accompanying experiments
that included the oxic soil surface. Total abundance in the anoxic soil was an average of 110
cells gDW™ and comparable to other soils. The population of ciliates declined around 30 days
after flooding, but recovered later. The period before the population declined was
characterized by a rapid species-turnover, many facultative anaerobes and large species. After
recovery, the average cell size was much smaller, but even then a facultative anaerobe,
Plagiacampa pentadactyla, was common. About 90% of all species were bacteriovores while
the others -mainly Gymnostomatidae- were predators. Grazing ciliates may have controlled
bacteria during the first five days after flooding, as could be shown by a negative correlation
between the respective volumes and by the size spectra of the bacteria.

Keywords: ciliates - community structure - anoxic soil - rice field - grazing

Introduction

Ciliates are an important group of soil-inhabiting protozoa. About 800 species have been
described so far, and this number is still increasing (Foissner et al. 2002). Ciliates and other
protozoans are essential e ements of the microbial loop in soils (Clarholm 1994). The effect of
protozoan grazing on growth rate, activity and morphology of bacteria was discovered more
than twenty years ago (Gude 1979). Recent work has shown that protozoan grazing may
influence the bacterial community structure in soils (Rann et al. 2002), with secondary effects
on plant growth (Bonkowski 2002).

A major factor controlling the abundance and diversity of soil ciliates is the soil water
content (Finlay et a. 2000). Water is often limiting in soils, and many soil-inhabiting ciliates
are able to produce drought-resistant resting stages or cysts (Foissner 1987). This ability is
reduced, or even lost, in species from the constantly moist soils of evergreen rainforests
(Foissner 1997b). Flooded soils are often characterized by a cyclic change between drying
and flooding. In wetland rice agriculture this is the case where water is not limiting during the
vegetation period. Further, diffusion of oxygen in water is slower by a factor of 10,000
compared to diffusion in gas, making rice field soils anoxic within hours of flooding. Thus,
ciliates in rice field soils have to be adapted to dua limitations: by water and by oxygen
during the dry and the vegetation period, respectively.

Flooding has also consequences for the biogeochemistry and microbiology of rice field
soils. When oxygen is reduced a typica sequence of reduction processes follows until
methanogenesis becomes the terminal step in the microbial food chain (Conrad and Frenzel
2002). The eukaryotic food chain using the bacterial biomass in anoxic rice field soils is

90



Anhang A M.V. Julian SCHWARZ

largely unknown. Growth rates of anaerobic protozoa are low compared to those known from
oxic environments resulting in short food chains in anoxic sediments (Fenchel and Finlay
1990, 1995). Hence, asimilarly restrained biocoenosis may be expected for flooded soils.

Wetland rice fields covered 1.46 million km? in 2002 (FAOSTAT 2003). Assuming an
active layer of 0.2 m deep, this sums up to the enormous volume of 290 km® of mostly anoxic
soil. However, only a little information is available about ciliates from these soils (Foissner
1997a; Heckmann 1979; Madoni 1987), and their population structure and dynamics are
largely unknown. We focused on the dynamics and function of ciliates in a rice field soil
following flooding. We used soil from Vercelli (Italy) that has become a model system.
Biogeochemistry and microbiology have been studied at this site for more than a decade. We
focused on the situation in the anoxic soil during flooding and used anoxic microcosms over
more than five months. In particular, species composition, abundance, and volume of ciliates
were recorded together with numbers, volume and size distribution of bacteria.

Material and Methods

Soil and field site

Soil was sampled from arice field of the Istituto Sperimentale per la Cerealicoltura, Vercelli
(Italy) in spring 2000, air dried and stored at ambient temperature. Prior to use, the soil was
ground in a jaw-crusher (Retsch, Hahn, Germany) and sieved to £ 2 mm. The field site and
the local management practice have been described in detail by Kriger et al. (2001). Briefly,
the field is left dry after harvest until next spring, when it is ploughed and harrowed. The rice
field is usually flooded at the beginning of May. A few days later rice is seeded onto the
flooded field. Drainage takes place in October. Silt and clay dominate the soil (>1 mm 20%
by weight, 1 — 0.2 mm 30.5%, and <0.2 mm 49.5%), and organic C is low (15.5 mg Cyg - 9
dry soil™; Yao et al. 1999).

Species inventory

The species inventory was established with the non-flooded Petri dish method (Foissner 1987,
1997a). Fifty to 200 gDW (dryweight) soil where saturated with distilled water. Care was
taken to keep the water table at the very soil surface and to avoid a water phase on top of the
soil. Otherwise, a different fauna might develop in the floodwater (Foissner et al. 2002).
However, we use the term “flooded soil” below to be consistent with its use in wetland
ecology and microbia ecology (Conrad and Frenzel 2002). The pore water was sampled by
tilting the Petri dishes at an angle of 45°. Samples were taken daily during the first ten days
and twice aweek for the following three months.

All taxa were documented by video, photography and drawings. Additionally, selected
taxa were stained with protargol and/or silver nitrate (Foissner 1991). For species
identification the following sources were used: Berger (1999); Bick (1972); Eigner (2001);
Foissner (1993, 1998); Foissner et al. (1991, 1992, 1994, 1995, 1999, 2002); Kahl (1930,
1931, 1932, 1935).

In addition, a few samples were taken from a rice field in Vercelli at the end of June
2001. The floodwater and the top 10 cm of the soil were sampled with a stainless-steel corer
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(6 cm inner diameter and 20 cm long). Duplicate cores were taken and processed on the site
immediately. Subcores of 3 ml volume were taken every 2 cm through lateral openings
(Frenzel et al. 1990). The subcores were pushed into a beaker with 5-10 ml sterile-filtrated
(0.2 pm pore size, Schleicher and Schuell, Dassel, Germany) tap water and suspended
carefully. The coarse particles were allowed to settle and the supernatant was sampled for
microscopic identification of ciliates. Anaerobic ciliates survived this treatment for up to 10
minutes, which was long enough for identification and counting.

Microcosms

Microcosms were made from rectangular culture bottles (14 - 7 - 4 cm®) containing 50 g soil
and sealed with butyl stoppers. After flushing the headspace with N, for 15 min, 30 ml
autoclaved, O,-free water was injected. This volume was enough to saturate the soil
completely. The bottles were incubated, horizontally so that the soil layer was about 2 cm
thick, in the dark at 25°C. In analogy to the dynamics of microbial processes and populations
in this soil, we expected rapid changes during the first weeks and a more constant pattern on
the long term. Hence, sampling was done daily during the first 9 days, every 3 to 4 days until
day 58, and on days 80 and 163. At each time point a set of 5 bottles was sacrificed and
analyzed as described below.

Additionally, several microcosms were prepared with 1 g chopped rice straw per 100 g
soil. Amendment with rice straw causes a faster reduction of electron acceptors together with
changes in the microbial community (Glissmann and Conrad 2000) that in turn might aso
affect the ciliates. Two microcosms were sacrificed on nine occasions each between day 32
and day 75.

Ciliates

Ciliates were counted according to standard protocols (Finlay et al. 2000, Foissner 1997a).
The microcosms were kept at an angle of ca. 30° with the butyl stopper at the lower end. This
angle allowed the pore water to flow out from the soil matrix without disturbance. One ml of
this pore water was sampled through the stopper by needle and syringe. First, 500 pl were
used to check at 200- to 1000-fold magnification for the species present. Next, the abundance
of the different species was counted in 25 pl. This sample was put on a slide and covered with
an 18:18 mm?-coverslip supported with small spots of Vaseline at the edges. Species not
detected in the quantitative counts but in the 500-ul-sample were assumed to have an
abundance of 1 ml™.

Numbers are given per g dry weight (DW) soil. Soil was mixed with water at a ratio of
5:3 and water saturated soil in the microcosms had a density of 1.57 g-cm®. Hence, cells per
gDW can be converted to cellscm® pore water and cm® wet soil by multiplication with a
factor of 1.67 and 0.98, respectively. Averages are given with standard errors (SE). The
species diversity was cal culated from the Shannon-formula:

He=§ p Hog(p)
i=1
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Simple geometric shapes like an ellipsoid (e.g. Plagiocampa), a cylinder with hemi-
spherical ends (e.g. Metopus palaeformis) or cuboid (e.g. Oxytrichidag) were used to calculate
the volume of the different species (Ekelund and Renn 1994). All measurements were taken
from living cells (Table 1).

Bacteria

Soil samples (1 g fresh weight) were fixed in 1 ml 4% paraformaldehyde (final 3%), vortexed
and incubated for 45 min at room temperature. The sample was centrifuged at 13,000 g for 10
min. The pellet was resuspended five times and centrifuged in 1 ml sterile-filtered (0.2 um,
Schleicher and Schuell, Germany) PBS-buffer (pH 7.0). Finally 1 ml ethanol (98-100 %,
sterile filtrated) was added and the sample stored at -20° C until further examination

Teflon-coated eight-field glass dides (Menzel, Braunschweig, Germany) were prepared
by applying 20 ul low-melting agarose (1%) to each field. The slides were allowed to dry
over night in a dusk-free place. Fixed soil samples were thawed and vortexed. After 30 sec,
three 2-ul sub-samples of the supernatant were taken and spotted on separate fields. The
dlides were allowed to dry for 2 h at 40° C and stained with 10 pl DAPI staining solution
(0.55 pM; 4, 6-diamidino-2-phenylindole; Sigma-Aldrich, Germany) per field for 15 min at
room temperature. The slides were carefully rinsed with ice-cold double-distilled water, dried
for 35 min at 40° C, and covered with an anti-fading reagent (AF1, Citifluor, London, UK)
and a cover glass. Cells were counted at 850-fold magnification on a confocal laser scanning
microscope (CLSM) equipped with an argon-krypton and an UV-laser (LeicaDMR XE, Type
TCSNT, Leica Microsystems AG, Heidelberg, Germany).

Consecutive view-fields were counted along a transect from one edge through the centre
of the sample to the other edge. The cells and particles were unevenly distributed with higher
densities usually at the outer edge. Because in this case transect sampling might
systematically underestimate the real average, the counts were weighted by a factor
proportional to the second power of the radial distance of the respective view-field from the
center. A weighted average was calculated according to

Counts were made in triplicate, and averages between the parallels per sample were
transformed to cells gDW™ using the known volume of subsample (2 pl), of fixative (1 ml)
plus porewater, and of the dry weight of the soil contained in 1 g fresh weight.

Bacterial biovolumes were measured in soil from microcosms aged four and 80 days. At
each day three microcosms were sampled. Samples were fixed and processed as described
above. However, the dides were co-stained with DAPI and FITC (fluorescein-5-
isothiocyanate; Merck, Germany). DAPI staining was done as described above while FITC
staining followed the protocol of Babiuk and Paul (1970). With the CLSM six stacks were
recorded per sample. The stacks had an area of 80-80 pn? and covered the respective depth of
the preparation (4.5-7.8 pum). Depending on depth, these stacks contained 12-20 images. The

93



Anhang A M.V. Julian SCHWARZ

stacks were processed with ImageJ v. 1.27 (http://rsb.info.nih.gov/ij/). After adjustment of the
thresholds, the number of bacteria was counted with the plug-in ‘Anayse Particles. The
automated counts were checked manually in representative stacks by co-localization of the
DAPI- (DNA staining) and the FITC-signal (protein staining). According to this criterion
virtually all counted particles could be regarded as bacteria. The stacks contained 54-345 cells
each. The plug-in ‘Voxel Count’ was used to measure the total volume of bacteria per stack,
from which in turn average cell volumes were calculated. Only the FITC-signal was used for
volumes measurements.

Results

A total of 52 taxa was found (Table 1). Overall, the anaerobic biocoenosis was dominated by
Gymnostomatidae, Heterotricha, and Hymenostomatidae (Table 2). Twenty-three species
occurred in anoxic incubations. Surprisingly, 16 out of these species had hitherto not been
regarded as anaerobes. On the contrary, obligate anaerobes were present immediately after
flooding (Metopus es. Fig. 1), but even at day 163 we found species that were previously
regarded as aerobes. A similar observation was made in the cores taken from the field in
Vercelli, where in a much smaller sample one of seven species was regarded as an anaerobe
(Table 3). Four others belonged to the facultative anaerobes found in the anoxic microcosms.

In the microcosms, the first ciliates appeared on the day following the start of the
experiment (Fig. 1, 2A). The overall abundance reached quite a constant level between days 4
and 23, but dropped sharply afterwards. This decline and the subsequent recovery correlated
with a major shift in the species composition (see below). The overall average was 110+9
cellsgDW™. Most abundant were the bacteriovorous species (Table 1) Metopus minor,
Metopus hasei and Plagiocampa bitricha with 33.6+6.2, 18.0+2.8, and 14.6+3.2 cellsgDW™,
respectively. The Shannon-diversity decreased with time (Fig. 2B), mainly due to the
decreasing number of species (Figure 1). Functional diversity in terms of food preferences
decreased, too. During the first three weeks a variety of carnivorous Spathidiidae was found
in the anoxic microcosms (Table 1; Fig. 1). However, from day 23 on the other species except
Cirranta mobilis, Plagiocampa pentadactyla, Metopus hasei, Spathidium cf. crassum, and
Metopus minor had nearly disappeared. The persisting species were bacterivorous (Table 1)
with the exception of the carnivorous Spathidium cf. crassum that was at the top of the
anaerobic foodchain at that time. Those species found only in the “non-flooded Petri dishes”
represent a much wider spectrum of food preferences (Table 1), showing the importance of
the oxic-anoxic interfaces to the diversity of ciliatesin aflooded soil.

The temporal change in species composition dso affected the average size of the ciliates
that decreased gradually by two orders of magnitude (Fig. 2C) following day 8. Flagellates
were observed regularly, but were not abundant except in the incubations amended with rice
straw. Here they outnumbered the ciliates that were on average less abundant (81+27).
Otherwise, the same ciliate species were found in the straw-amended microcosms (data not
shown).

The volume of the two groups was calculated to test the possibility that ciliates may

control the microbes (Fig. 3). Because the number of predatory ciliates was small and never
exceeded 34 cells gDW™ or 7.1%, the total volume is used in Fig. 3A.
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For the bacteria, the average volume (n=18) was 1.17 (+0.11) and 1.12 (+0.06) pm>.cell™
at days 4 and 80, respectively (Fig. 4). Hence, the total volume of bacteria was calculated
from the number per gDW times the average volume of 1.145 um*cell® (Fig. 3C). The
guotient of the two volumes shows that the bacterial abundance and biomass during the first
days is negatively correlated with the ciliates biomass (Fig. 3B). Number and volume of
bacteria recovered and stayed nearly constant with time. However, number and average
volume of ciliates decreased with time (Fig. 2C and 3A) and caused the quotient to go up
again to about 40. The size distribution of bacteria was more diverse on day 4 but showed a
pronounced peak at avolume of 1 pm?® at day 80 (Fig. 4).

Discussion

For an anoxic soil, the diversity of ciliates was unexpectedly high. Previoudly, only ten soil
ciliates have been described as anaerobes (Foissner 1998), but we found 23 taxa (Fig. 1). Our
observations are in accordance with findings in anoxic sediments, where microaerobic ciliates
were repeatedly found below the oxycline (Fenchel, 1969). Some species are even capable of
growth under anoxic conditions at rates lower than, or almost similar to those attained under
oxygen (Bernard and Fenchel 1996). Rice field soil, like all flooded soils, is characterized by
prolonged periods of oxygen deprivation (Conrad and Frenzel 2002). However, upland soils
may become anoxic from time to time, too, depending on rainfall and on the formation of
hotspots of biological activity around aggregates of organic matter (Sexstone et al. 1985;
Tiedje et a. 1984; Wachinger et al. 2000). Hence, such a tolerance against anoxic conditions
is an adaptive advantage for ciliates in many soils and is to be expected to be more
widespread than assumed as yet.

In the temporal pattern two periods can be distinguished that are separated by a
population decline around day 30 (Fig. 1, 2A). The first period is characterized by a rapid
species-turnover. The biogeochemistry is characterized by the sequential reduction of
different electron acceptors, among which ferrous iron is most important (Frenzel et al. 1999).
During this period the microbial community undergoes also some structural changes, while it
remains constant thereafter (L Uiders and Friedrich 2000).

The high diversity during the first period (Fig. 1, 2B) may be the result of the excystment
of species that were probing the environment after flooding. The numbers of species
occurring during the first 9 days were relatively large (Fig. 2 C). This may indicate that not
only the lack of oxygen but also the small pore spaces in the water-saturated soil was adverse
to some of these species (Foissner 1987). Two taxa (Oxytrichidae taxon 2 and Spathidiidae
taxon 1) and the obligate anaerobes Metopus palaeformis and M. setosus persisted during the
first period for 2 to 3 weeks (Fig. 1). For these taxa we assume a yet unknown, but more
specific set of factors being responsible for their population breakdown.

The species forming the ciliate community after the recovery of the population can be
assumed to grow and to divide. In Metopus palaeformis this was further supported by the
observation of different morphovariants that are formed successively during the cell cycle
(Esteban et a. 1995). In the facultative anaerobe, Plagiocampa pentadactyla, dividing and
conjugating cells were observed. Two species occurring in the microcosms during the second
period, Plagiocampa pentadactyla and Metopus hasei, were also found in the soil cores taken
from therice field (Table 3). This indicates that the microcosms reproduced at least a certain
aspect of the field. The two species not found in the microcosms may depend on specific
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microniches in the field like for example the oxic rhizosphere around the roots. This feature
was excluded by design from the microcosms. About half of these species (Table 3) were aso
reported from the water-soil interfaces of rice fields from another province of the River Po
lowlands (Madoni 1987).

The common anaerobic ciliates, like the Metopus species, have methanogenic
endosymbionts that are characterized by their F420 autofluorescence (Stumm and Zwart 1986).
We verified this for all Metopus species found in our soil using epifluorescence microscopy
(data not shown). The endosymbionts are tightly associated with the hydrogenosomes and
keep the partia pressure of hydrogen produced by these organelles low enough to enable an
effective fermentation (Fenchel and Finlay 1995). In contrast, we failed to find any indication
for methanogenic endosymbionts in the obligate anaerobe Cirranta mobilis or in Plagiocampa
pentadactyla. The latter, however, had bacteria of unknown phylogenetic affiliation and
function attached to the surface (Foissner et al. 2002).

The carnivorous Gymnostomatidae accounted in the anoxic soil for nearly 10% of al
ciliates and for about 40% of the species (Table 2). This differs from the distribution of
taxonomic groups as listed in Foissner (1998), which was dominated by hypotrich taxa. The
Gymnostomatidae are also on the top of the entire anaerobic food chain that may be quite
complex on the microbial level (Conrad and Frenzel 2002). The eukaryotes, however, are
represented by only two guilds: bacterial feeders and carnivores. This fits well to the theory
that the poor energy efficiency of anaerobic metabolism restricts the number of levelsin the
foodchain (Fenchel and Finlay 1990).

The grazers include also some flagellates and probably amoebae, but the latter were not
taken into account in our study. Even if we did not enumerate the flagellates exactly we
observed surprisingly few cells (usually less than ciliates) in the anoxic incubations. However,
the flagellates increased and outnumbered largely the ciliates when the soil was amended with
rice straw. The dominance of ciliates makes a magjor difference to upland soils in which the
protozoan community is dominated by flagellates and naked amoebae (Ekelund and Renn
1994; Finlay et al. 2000). The species list includes some omnivorous species that are capable
to ingest fungi, but no exclusively fungivorous species (Table 1). This lack makes another
difference to upland soils, where fungi are expected to be more important for the
mineralization of organic matter than in flooded soils or sediments (Clarholm 1994).

Since the seminal paper of Azam et al. (1983), the importance of the microbia loop has
been validated not only for aguatic ecosystems but aso for soils (Clarholm 1994). The
particular effects of protozoan grazing on the microbial community have been reviewed
repeatedly (e.g. Hahn and Hofle 2001). Our data showed an inverse relationship between the
volume of bacteria and ciliates during the first five days that is consistent with a grazing effect
of the latter (Fig. 3B). Later on, the volume of bacteria became 50- to 70-fold larger than that
of ciliates making a pronounced effect of the grazers less probable. The size spectrum of
bacteria on day 4 compared to that on day 80 is also consistent with grazing during the first
day of the experiment only (Fig. 4). Protozoan grazers act upon median size classes and favor
the occurrence of bacteria at both ends of the size distribution (Hahn and Hdéfle 2001). Other
factors, like the adhesion of bacteria (Eisenmann et a. 1998) or the size of available pore
space (Foissner 1987), may also have contributed to the interaction between bacteria and
ciliates, but were not taken into account in our experiment.

We conclude that in this anoxic soil the control of grazers on bacteriais restricted to the
very first period after flooding. In spite of the complexity of the microbia food chain, the
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eukaryotic food chain contained only two guilds, grazers and carnivores. Obligate fungivores
were missing. The high diversity observed was in part caused by potential anaerobes that
disappeared with time. However, facultative anaerobes persisted even after months of totally
anoxic conditions. With respect to the persistence and large number of facultative anaerobes,
this group of ciliates and their physiological adaptations may be more widespread and more
important for soil ecology than previously assumed.
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Figures
Legends

Figure 1: Simplified representation of community changes based on quantitative
cell counts. The abundance is classified into five classes from peak occurrence of
the respective taxon (maximum, dark shading) to the lowest value encountered
(minimum, white). The taxa are ordered according to the sequence of their peak
occurrence. The width of the columns is proportional to the time (days) when the
samples were taken.

Figure 2: Temporal changes of the abundance of ciliates (A), the Shannon-

diversity He¢= é p. ¥og(p.) (B), and the average individual volume of ciliates (C).
i=1
Logarithmic time axis to show the dynamic pattern during the first weeks in detalil.

Figure 3: Temporal changes of the total volume of ciliates (A, logarithmic axis),
number and total volume of bacteria (C, logarithmic axis), and the quotient
between the two volumes (B). Logarithmic time axis to show the dynamic pattern
during the first weeks in detail.

Figure 4: Distribution of average cell size of bacteria measured in 18 stacks at day
four and day 80. The stacks contained 34 to 345 cells each. For details see text.

101



Anhang A M.V. Julian SCHWARZ

Fig. L.
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Fig. 2
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Anhang A
Fig. 4
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Tab. 2:

Taxa found in microcosms grouped by higher categories

All microcosms Anoxic soil incubation
Number of Number of

Taxonomic grou p” species % species Yo
(0] 7 14 ] 4
CY | 2

GY 17 33 10 44
HE 10 19 7 a0
HM 2 4

HY 11 21 4 17
NA l 2

oL | 2

PR 2 4 1 4
sun 52 23

s o 3 e s e ; ;
'CO - colpodid. CY - eyrtophorid, GY - gymnostomatid, HE - heterotrich, HM -
hymenostome, HY - hypotrich, NA - nassulid, OL - oligotrich, PR - prostomatid
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Tab. 3:

Ciliates from a rice field in Vercelli, June 2001

o Obligate Found in
Ciliata 0 _ 3
anaerobe microcosms

floodwater  Acineria uncinata - -
Cinetochilum magaritaceum - -
Cyelidivm cf. glavcona - -
Halteria grandinella - -
Uronema sp. 5 e

soil Acineria uncinaia = =
Aspidisca cicada = =
Brvophyllum sp. =
Cyelidivm glaucoma =
Metopus hasei +
Oxytricha taxon 2 =

+ + + + +

Placiocampa pentadacivia -

1) : - ..
According to Foissner (1998)

? See Table 1
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Tabelle 8.1: Zusammenstellung aller verwendeter Oligonukleotid-Sonden.

E. coli FA
Name Sequenz (5’ - 3) Zielorganismus Position”  [%]? Literatur®
Alphalb AGCGTTCGYTCTGAGCC a-Proteobacteria 19-35 30 Manz et al.
(1992)
Arc344 TCGCGCCTGCTGCICCCCGT Archaea 344-363 35 Raskin et
al. (1994)
Arch915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT Archaea 915-934 35 Stahl  und
Amann
(2991)
Betad2a? TTGCCTTCCCACATCGT [-Proteobacteria 1027-1043 30 Manz et al.
(1992)
Clol TTCTTCCTAATCTCTACGCA Clostridium sp. 696-715 30 Kisel et al.
1999
Clo I CCTGTGTTATCCCCCTGT Clostridium sp. 140-157 30 Weber et
al. (2001)
Clo IV GCACCCTTTACACCC Clostridium sp. 565-579 30 Weber &
al. (2001)
Clo XIVa CTGTATGAGGCAGGT Clostridium sp. 129-143 30 Weber et
al. (2001)
Clo XIVa-c CAGCTGTTATCCCCCTGTAT Clostridium sp. 138-157 40 Weber et
al. (2001)
Clo XIVa- GTACCATGCGGCACT Clostridium sp. 183-197 40 Weber e
amino al. (2001)
EUB338 ACUCCUACGGGAGGCAGC Bakteria 338-355 30 Amann et
al. (1990)
EUB338-I GCAGCCACCCGTAGGTGT Bakteria 338-355 30 Dams et
al. (1999)
EUB338-111 GCTGCCACCCGTAGGTGT Bakteria 338-355 30 Dams et
al. (1999)
Gam42a” TTTGGTCCGTGTCTCAG g-Proteobacteria 1027-1043 30 Manzetal
(1992)
MB310 CTTGTCTCAGGTTCCATCTCCG Methanobacterium spp.,  310-331 35 Raskin et
Methanaobrevibacter al. (1994)
spp., Methanosphaera
SPp.
MC1109 GCAACATAGGGCACGGGTCT Methanococcus spp. 1109-1128 35 Raskin et
al. (1994)
MG1200 CGGATAATTCGGGGCATGCTG Methanomicrobium 1200-1220 35 Raskin et
Spp., Methanogenium al. (1994)
spp., Methanoculleus
spp., Methanospirillum
P,
Methanocor pusculum
spp., Methanoplanus
Spp.
Mpal TTTACGTTTGGCCCATTC Metopus palagformis 435-453 nb® Embley et
al., 1992
MS821 CGCCATGCCTGACACCTAGCGAGC Methanosarcina frisius,  321-844 35 Alm et al.
Methanosar cina spp., (1996)
M. acidovorans, M.
thermophila, M.
barkeri,

Methanohol ophilus
mahii, Methanophilus
sp.

YZielbereich im E. coli Genom (nach Brosius et al., 1978); Die Position im E. coli-Genom bezieht sich auf diein
ARB (Stand: 12. Juni 2002) genannte; ?Optimale Konzentration von Formamid im Hybridisierungspuffer [%];
ILiteraturquelle; ?Oligonukleotid Betad2a wurde mit der fiinffachen Menge nicht-Fluoreszenz gekoppeltem
Oligonukleotid Gamd42a substituiert, bzw Gamd2a wurde mit der funffachen Menge nicht-Fluoreszenz
gekoppeltem Oligonukleotid Betad2a substituiert; ®n.b.: nicht bestimmt;
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