
Der Einfluss von erhöhtem CO2 und steigender  Oberflächentemperatur 

auf die Phyllosphäre in einem Dauergrünland

Qualitative Analyse – Diversität kultivierbarer abundanter Bakterien

.

Bisherige Ergebnisse
Der oberirdische Teil von Pflanzen ist hauptsächlich von Bakterien kolonisiert [1].
Epiphytische (auf der Pflanzenoberfläche angesiedelte) und endophytische (im
Pflanzengewebe angesiedelte) Bakterien (im Folgenden zusammengefasst als
Phyllobiom) haben Einfluss auf das Wachstum und die Gesundheit von Pflanzen. Die
Zusammensetzung des Phyllobioms hängt stark von der Pflanzenart und von
verschiedenen Umweltfaktoren ab. Die Veränderung von abiotischen
Umweltfaktoren kann zu strukturellen und funktionellen Verschiebungen des
Phyllobioms führen.

Bedeutende pflanzenwachstumsfördernde Bakterien sind pink pigmentierte
fakultativ methylotrophe Bakterien (PPFMs) der Gattung Methylobacterium [2].
Wichtige heterotroph wachsende antagonistische Bakterien sind Sphingomonas
spp., welche die Pflanze vor pathogenen Invasionen schützen.

Hypothesen:
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Ausblick Auslaufphase

 Gesamt-DNA Extraktion von Blattproben und 16S rRNA Gen-Amplikon basierte 
Illumina MiSeq Sequenzierung („Phyllobiom-Analyse“).

 Analyse der Genome von bakterieller Isolaten die adaptierte Phylotypen
und/oder Genotypen repräsentieren.

 Pflanzenversuche mit Modellorganismen vor allem aus den Gattungen 
Sphingomonas und Methlyobacterium.
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Material & Methoden

Quantitative Analyse – Konzentration kultivierbarer Bakterien

Arbeitspaket A2.2: Phyllosphäre

Abb. 2 Korrelationsanalyse basierend auf der Diversität abundanter
kultivierter heterotropher und methylotropher Bakterien.
Canonical correspondence Analyse (CCA) wurde in PAST (3.11)
durchgeführt. A= Arrhenatherum elatius, G= Galium album,
WC=Umgebungstemperatur, WT= erhöhte Oberflächenemperatur.

Gi-FACE

Wärme-Experiment

Pflanze
CO2

A-aCO2-1

A-aCO2-2

A-eCO2-2

A-aCO2-3

A-eCO2-3

G-aCO2-1

G-eCO2-1

G-aCO2-2

G-eCO2-2
G-aCO2-3

G-eCO2-3

-1.2 -0.9 -0.6 -0.3 0.3 0.6 0.9 1.2

Achse 1 (95,82 %)

-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0.5

1.0

1.5

2.0

A
ch

se
2

 (
4

,1
8

 %
)

A-eCO2-1

A-aCO2-1,2,3
A-eCO2-1,2,3
G-aCO2-1,2,3
G-eCO2-1,2,3

Pflanze
CO2

A-aCO2-1

A-eCO2-1

A-aCO2-2

A-eCO2-2

A-aCO2-3

A-eCO2-3

G-aCO2-1

G-eCO2-1

G-aCO2-2

G-eCO2-2

G-aCO2-3

G-eCO2-3

-0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.2 0.4 0.6 0.8

Achse 1 (87,67 %)

-1.6

-1.2

-0.8

-0.4

0.4

0.8

1.2

1.6

A
ch

se
2

 (
1

2
,3

3
 %

)

Pflanze

Temperatur

A-WC-1

A-WC-2

A-WC-3

A-WC-4

G-WC-1G-WC-2

G-WC-3

G-WC-4

A-WT-1

A-WT-2

A-WT-3

A-WT-4

G-WT-1
G-WT-2

G-WT-3

G-WT-4

-1.6 -1.2 -0.8 -0.4 0.4 0.8 1.2 1.6

Achse 1 (97,74 %)

-1.6

-1.2

-0.8

-0.4

0.4

0.8

1.2

1.6

A
ch

se
2

 (
2

,2
6

 %
)

A-WC-1,2,3,4
A-WT-1,2,3,4
G-WC-1,2,3,4
G-WT-1,2,3,4

Pflanze
Temperatur

A-WC-1

A-WC-2
A-WC-3

A-WC-4

G-WC-1

G-WC-2

G-WC-3

G-WC-4A-WT-1

A-WT-3
A-WT-4

G-WT-1 G-WT-2

G-WT-3

G-WT-4

-1.2 -0.9 -0.6 -0.3 0.3 0.6 0.9 1.2

Achse 1 (94,97 %)

-1.6

-1.2

-0.8

-0.4

0.4

0.8

1.2

1.6

A
ch

se
2

 (
5

,0
3

 %
)

A-WT-2

Pflanze

CO2

E1

E2
E3

P1
P2

P2b

P4
P5

X1

X2

V2

Cae1

Mas1

Rh1

Lu1

M1

M2

B1

B2

B3

Dev1
Dev2

R1

R2

A1

A2

S1

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S10

S11

Ro1

Chry1
Chry2

Chry3

Pe1

Pe2

Pe3 Pe6

Pe7

Pe8

Pe9

Pe10Hy1

Hy2

Hy4

Micro3

Pl1

CU1

Schu1

Ag1

Su1

Her1

Fri1

Fro1
Cl1

Ra1

Ps1

Mi1

Au1

Ba1

Ent1

Geo1
Geo2

Mar1

No1

Pa1

Rho1

Rho2
To1

A-aCO2-1

A-eCO2-1

A-aCO2-2

A-eCO2-2
A-aCO2-3

A-eCO2-3

G-aCO2-1

G-eCO2-1

G-aCO2-2
G-eCO2-2G-aCO2-3

G-eCO2-3

-2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.5 1.0 1.5 2.0

Achse 1 (95,1 %)

-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0.5

1.0

1.5

2.0

A
ch

se
2

 (
4

,9
1

 %
)

-0.5

0.5

-2.4 -1.8 -1.2 -0.6 0.6 1.2 1.8 2.4

Pflanze

CO2

M1a

M1b

M1c

M2a

M2b

A-eCO2-1

A-eCO2-2

A-eCO2-3

G-aCO2-1

G-eCO2-1

G-aCO2-2G-eCO2-2 G-aCO2-3
G-eCO2-3

Achse 1 (97,1 %)

-2.0

-1.5

-1.0

1.0

1.5

2.0

A
ch

se
2

 (
2

,9
0

 %
)

A-aCO2-1

A-aCO2-3

A-aCO2-2

-1.2

Pflanze

Temperatur

P1

P2a
P2b

P2c

P4

P5a

X1X2

Po1

M1a

Mic1

R1

A1

Sh1

Me1

Me2

S1a

S1b
S1c
S1d

S2 S4

S6

S9
S10b

S11

Pe4

Pe8b

Pe9a

Dy1

Hy1

Hy3
Art1

Art2

Micro1

Micro2

Micro3a

Pl1a

Ag1

Her1

Fri2

Fro1

Ma1

Cl1a

Cl1b

Ae1

Ae2

Geo2

No1
No2
No3
No4

St2

Te1

Phy1

A-WC-1

A-WC-2

A-WC-3

A-WC-4

A-WT-1
A-WT-2

A-WT-3
A-WT-4

G-WC-1 G-WC-2
G-WC-3

G-WC-4

G-WT-1
G-WT-2

G-WT-3

G-WT-4

-1.6 -0.8 -0.4 0.4 0.8 1.2 1.6

Achse 1 (96,60 %)

-2.4

-1.8

-1.2

-0.6

0.6

1.2

1.8

2.4

A
ch

se
 2

 (
3

,3
9

%
)

Pflanze

Temperatur

M1a

M1b

M1c

M2a

A-WC-1

A-WC-2

A-WC-3
A-WC-4

A-WT-1

A-WT-2

A-WT-3

A-WT-4

G-WC-1
G-WC-2

G-WC-3

G-WC-4
G-WT-1

G-WT-2

G-WT-3

-2.4 -1.8 -1.2 -0.6 0.6 1.2 1.8 2.4

Achse 1 (99,81 %)

-1.6

-1.2

-0.8

-0.4

0.4

0.8

1.2

1.6

A
ch

se
2

 (
0

,1
9

 %
)

Heterotrophe Methylotrophe

Heterotrophe Methylotrophe

CCA-Analyse von PCR-DGGE Fingerprintmuster, die mit universellen 16S rRNA Gen 
bindenden Primern generiert wurden. Verwendete Zelllysate repräsentieren 
Bakterien, die nach Kultivierung auf den höchsten Verdünnungsstufen der 
Agarplatten gewachsen waren. 1, 2, 3, 4: Biologische Replikate. 

CCA-Analyse der kultivierten abundanten Bakterien (Einteilung in Phylotypen (  )-
Identifiziert über partielle 16S rRNA Gen Sequenzierung). Verwendete Zelllysate
repräsentieren Bakterien, die nach Kultivierung von den höchsten 
Verdünnungsstufen der Agarplatten isoliert wurden. 1, 2, 3, 4: Biologische 
Replikate. 

CCA-Analyse von PCR-DGGE Fingerprintmuster, die mit universellen 16S rRNA 
Gen bindenden Primern generiert wurden. Verwendete Zelllysate repräsentieren 
Bakterien, die nach Kultivierung auf den höchsten Verdünnungsstufen der 
Agarplatten gewachsen waren. 1, 2, 3: Gi-FACE Ringe.

CCA-Analyse der kultivierten abundanten Bakterien (Einteilung in Phylotypen (  )-
Identifiziert über partielle 16S rRNA Gen Sequenzierung). Verwendete Zelllysate
repräsentieren Bakterien, die nach Kultivierung von den höchsten 
Verdünnungsstufen der Agarplatten isoliert wurden. 1, 2, 3: Gi-FACE Ringe.

Phylotypen-Tabelle Wärme-
Experiment: (n=125 Isolate)

Phylotypen-Tabelle Gi-FACE 
Experiment: (n= 278 Isolate)

Phylotypen berechnet durch 16S rRNA Gen Sequenzähnlichkeiten.
Isolate mit 99-100% Sequenzähnlichkeit wurden als gleicher
Phylotyp definiert. a1-a4: 4 biologischen Replikate unter
Umbegunbstemperatur, t1-t4: 4 biologische Replikate unter
erhöhter Oberflächentemperatur (+ 2°C)

Phylotypen berechnet durch 16S rRNA Gen Sequenz-
ähnlichkeiten. Isolate mit 99-100% Sequenzähnlichkeit wurden
als gleicher Phylotyp definiert. a1-a3: aCO2 Ringe; e1-e3: eCO2
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Abb. 1 Konzentration kultivierbarer Bakterien gegeben als koloniebildende Einheiten (KBE) pro g Blatt. Signifikanztest: One
Way ANOVA in SigmaPLOT (Applied Maths). Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede. Heterotroph:
Kultivierung auf 1/2 R2A, aerob, 25°C; methylotroph: Kultivierung auf M125, Methanol als einzige C-Quelle, aerob, 25°C.
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