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L. Teil | Kurzfassung

.1 Aufgabenstellung

Das ubergreifende Ziel des Projekts war die Entwicklung einer optimierten ex situ Remediati-
onsstrategie fir mehrfach (hier radiochemisch und organisch kontaminierte Boden). Finales
Ziel war eine bessere Vorhersagbarkeit der Remediationseffizienz und die Entwicklung eines
diesbezlglichen Anwendungstools auf Basis der reaktiven Transportmodellierung. Dazu wur-
den die realen Kontaminationen in Bodenmaterialien im Hinblick auf ihre Mobilisierbarkeit
durch und den Einbau in Pflanzen und Pilze untersucht. Diese Herangehensweise erforderte
eine Analyse der Wirtsmaterialien, der Kontaminationstypen, insbesondere unterschiedliche
Radionuklidspezies, und ihre Extraktionsmdglichkeiten. Zweitens missen Pflanzen und Mik-
roorganismen wie beispielsweise Pilze als Remediationsfaktoren identifiziert werden und mit
konventionellen Verfahren verglichen werden. Parallel ist der reaktive Transport im Bodenma-
terial analytiscth zu erfassen. Die inhaltliche Durchfihrung des Teilprojektes B erfolgte u.a.
Uber zwei Promotionsarbeiten des Projektpartners Friedrich-Schiller-Universitat Jena. Das Un-
tersuchungsprogramm war in drei Arbeitspakete (AP) gegliedert: AP 1: Material (Konatamina-
tion/ Bodenbestandteile/ Mikrobiologie), AP 2: Mobilisierung (Remediationsprozesse/ Hydrodynamik)
und AP 3: Remediationskonzept (Numerische Analyse/ Verallgemeinerungsfahigkeit).

.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand zu Beginn des Vorhabens

In situ- und ex situ-Anséatze werden fir die Bioremediation von Radionuklidkontaminationen in
Bdden in der Nachbarschaft technischer Nuklearanlagen bzw. aufgrund natirlicher radioakti-
ver Materialien (sog. NORM) untersucht und diskutiert. Bisherige Projekte zur Untersuchung
von Dekontaminationsmdglichkeiten von Béden und Gesteinen fokussierten auf '*’Cs und *°Sr.
Der reaktive Transport (experimentell-analytisch und numerisch) stand jedoch nicht im Zent-
rum derartiger Untersuchungen. Neben den radiologischen Bewertungen finden auch Fakto-
ren des konventionellen Abrisses innerhalb der Umweltvertraglichkeitsprifung (UVP) bei
Ruckbauvorhaben Beachtung. Umweltauswirkungen schlieen hier u.a. Luftschadstoffe, Par-
tikelfreisetzung (z.B. Asbest) und Schadstoffe im Boden (bspw. Polycyclische Aromatische
Kohlenwasserstoffe, PAK) ein. Vor allem Bitumenanstriche, welche insbesondere an Gebau-
defundamenten und als Abdichtungen enthalten sind und bis in die 1980er Jahre aus Riick-
standen der Erdolraffinerien und aus Steinkohleteer hergestellt wurden, besitzen aufgrund der
PAK-haltigkeit als Boden- und Grundwasserverunreinigung grof3e Relevanz. Arbeiten zum Po-
tential Myzel-bildender Pilze zur langfristigen Immobilisierung von Radionukliden (RN’s) in Erd-
reich zum Zwecke einer Strahlenschutzvorsorge existieren bereits und das grundsatzliche Po-
tenzial von Pilzen fUr die Sanierung von Béden und Immobilisierung von RN sowie die hdhere
Akkumulationsraten (z.B. fur Cs) im Vergleich zu Pflanzen wurde in der Literatur in den ver-
gangenen Jahren bereits diskutiert. Dabei wurden RN mobilisiert, auf der Oberflache des Pil-
zes gebunden oder extra- und intrazellular immobilisiert. Erwartungsgemal haben Bodenma-
terial und Pilzart einen Einfluss auf die Immobilisierung der RN. Labor- und Freilandexperi-
mente konnten aulerdem zeigen, dass gerade die Weil¥faulepilze in sandigen und nahrstoff-
armen Boden wachsen und durch Ausscheiden signifikanter Mengen organischer Verbindun-
gen (Exsudate) eine Mobilisierung gebundener RN bewirken kénnen. Analysen der Feld- und
Phytokammer-Versuche zeigten, dass Schizophyllum commune eine leichte Erhdhung der
137Cs-Aufnahme (des Transferfaktors) gegentiber der Kontrolle zeigte und ein verheilungsvol-
ler Kandidat ist. Komplexe Porengeometrien und ihre Porennetzwerke verursachen oft Unsi-
cherheiten in den numerischen Lésungsansatzen zur Transportmodellierung (z.B. Ortsauflé-
sung, Geometriedaten). Trotz der genannten Limitierungen sind computertomografische
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Verfahren (UCT) derzeit als zerstorungsfreie Analysenmethode eine der wichtigsten Grundla-
gen fur die Segmentierung von Porengeometriedaten als Grundlage der numerischen Trans-
portanalyse. Derartige Daten kénnen durch punktuelle Untersuchungen mit héherer Ortsauf-
I[6sung, bspw. Synchrotron-CT, Interferometriemikroskopie und FIB-TEM unterstitzt werden.
Analytisch ist die Positronenemissionstomografie (PET) zu Untersuchungen der Flielige-
schwindigkeitsfelder geeignet. Hier sind Aussagen zur zeitlichen Entwicklung der Heterogeni-
tat der FlieRpfade auch in komplexen Systemen, wie Béden, méglich; bspw. die Entstehung
von bevorzugten FlieRkanalen. Im Rahmen des Exzellenz-Clusters ,Balance of the Micro-
verse“ werden in Jena Fluoreszenzfarbstoffe fur die in vivo- und in vitro-Fluoreszenzmikrosko-
pie weiterentwickelt. Dies ermdglicht die Analyse des Pilzes im (Boden-)Substrat und gleich-
zeitig die Verknlpfung zum pilzlichen Stoffwechsel. Damit stehen im geplanten Projekt Werk-
zeuge zur Verfligung, die es erlauben, nicht nur die Verteilung des Pilzmyzels in einer Boden-
matrix zu analysieren, sondern auch deren Einfluss auf das Verhalten der Kontaminanten und
die Strukturierung des Porennetzwerks durch das Pilzmyzel abzuschatzen. Die Kombination
der Techniken (1) FlieBpfadanalyse mit PET, (2) Analyse des Porennetzwerkes mit uCT und
(3) Bildanalyse durch Anfarbetechniken der Veranderung der Porengeometrie aufgrund von
Wurzel- und Pilzwachstum ist innovativ. In dieser Kombination existierten vor RENA noch
keine Daten als Grundlage fir die reaktive Transportmodellierung in biotisch veranderten Bo-
denmaterialien.

.3  Wesentliche Ergebnisse im Uberblick

Im Fokus des Verbundprojektes RENA stand die Entwicklung einer optimierten ex-situ Reme-
diationsstrategie fur mehrfach (hier radiochemisch und organisch) kontaminierte Boden. Die
Motivation war, praktikable und belastbare Parametrisierungen fir numerische Simulationen
zur besseren Vorhersagbarkeit der Remediations-Effizienz und die Entwicklung eines diesbe-
zuglichen Anwendungstools auf Basis der reaktiven Transportmodellierung zu generieren. Bei
den im Rahmen des Projekts gewahlten kontaminierten Substrate aus Rossendorf und Rheins-
berg ergab sich nach detaillierter Charakterisierung, dass es sich um gering verwitterte eis-
zeitliche fluviatile Sande basischen pH-Werts mit geringer Kationenaustauschkapazitat (KAK)
und geringen natirlichen Organikanteilen handelt. Nur geringe Gehalte an Tonmineralen und
geringe Bioverfugbarkeit der untersuchten Elemente konnte ebenfalls festgestellt werden, so-
mit stehen nur wenig Nahrstoffe im Ausgangsmaterial fur das Wachstum von Mikroorganismen
und Pilzen zur Verfigung. Eingehende Untersuchungen zeigten einen hohen Anteil der Kon-
tamination in der Ton- und Siltfraktion, welche durch eine einfache Siebung/Schlammung se-
pariert werden und schon signifikant das zu sanierende Substratvolumen verringern kdnnte.
Die direkte Behandlung mit einem Weilfaulepilz (Schizophyllum commune) zeigte bei Zugabe
von optimiertem Nahrmedium ein Wachstum auf den Substraten bis zur kompletten Verschlie-
Bung der Porenraume, Veranderung des Porengefiiges und Permeabilitdtsreduktion des Sub-
strats in Kleinstsaulenexperimenten. Ein Upscaling dieser Versuche sollte als ein nachster
Schritt angedacht werden (UCT Ortsauflésung eine Herausforderung). Die Verwendung von
aus Pilzkulturen separierten Hyphenexsudaten zeigte eine hohe Mobilisierung von Metallen
und konnte als ein Vorbereitungsschritt der Erh6hung der Metall-Bioverfligbarkeit ohne Veran-
derung der Porenraumgeometrie gesehen werden.

.4 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Neben der engen Zusammenarbeit mit den Verbundpartnern auch in anderen drittmittelgefor-
derten Projekten wurden keine weiteren Stellen involviert.
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Teil Il Eingehende Darstellung

.1 Motivation und Aufgabenstellung

Motivation fur das Verbundprojekt waren reale standortspezifische Kontaminationen an zwei
Standorten. Die Untersuchungen starteten mit dem ausgekofferten, vorbehandelten und Gber
mehrere Jahre zwischengelagerten Material aus Rickbauprojekten des VKTA am Standort
des ehemaligen Zentralinstituts flir Kernforschung in Rossendorf bzw. in Abstimmung mit EWN
aus dem ehemaligen Forschungsreaktor am Standort Rheinsberg. Kontaminationen mit 6°Co,
137Cs und °Sr standen hierbei im Vordergrund, wobei an stabilen Isotopen in freigemessenem
Material am Standort Jena gearbeitet werden konnte. Zusatzlich zu diesen Schwermetallbe-
lastungen konnte ein letztes, freigelegtes Teilstlick der spezifischen Kanalisation als co-kon-
taminert mit polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAKs) mit frischem Material
auch fur mikrobiologische Untersuchungen verwendet werden. Die qualitativen und quantitati-
ven Vergleiche mit in situ Bodenmaterial in Tschernobyl konnten aufgrund der politischen Lage
wahrend der Projektlaufzeit nicht durchgefihrt werden.

Im Fokus des Verbundprojektes RENA stand die Entwicklung einer optimierten ex siftu Reme-
diationsstrategie fur mehrfach (hier radiochemisch und organisch) kontaminierte Béden. Die
Motivation daflir war, praktikable und belastbare Parametrisierungen fir numerische Simulati-
onen zur besseren Vorhersagbarkeit der Remediations-Effizienz und die Entwicklung eines
diesbezlglichen Anwendungstools auf Basis der reaktiven Transportmodellierung zu generie-
ren.

Das Teilprojekt B fokussierte deshalb auf drei Themenbereiche:

e Im AP 1 vor allem auf die detaillierte Charakterisierung der Kornmineralogie, des An-
teils von kolloidalen Phasen und der Korntiberzlige (organische Kutane), Durchflihrung
sequentieller Extraktionen zur Analyse der Bioverfligbarkeit der RN’s und der Biodiver-
sitatsanalysen am Realmaterial (mit Schwerpunkt auf Pilzen) und der (Bio)Aktivitat (Le-
bendkulturen, Mikrobiomanalysen, Transkriptomanalysen) im Bodenmaterial zu Be-
ginn und wahrend der Experimente.

e Im AP 2 lag der Fokus auf der Mobilisierung als Remediationsstrategie, welche die
Hydrodynamik und deren Veranderung durch Durchwurzelung mit Pilzen betraf, vor
allem durch Analyse der yCT-Daten bzgl. der verknupften Porositat und Permeabilitat-
sanderung und dem Einfluss von Metaboliten (z.B. Wurzelexsukate) und anderer ge-
|6ster Substanzen in der Mykorrhizosphare.

¢ Imfinalen AP 3 ging es um die Prognostizierbarkeit der Remediationskonzepts und die
Ubertragbarkeit auf andere kontaminierte Standorte mittels reaktiver Transportmodel-
lierung. Konzeptionelle Idee ist die Erstellung eines Porositats- und Kompositionsmo-
dell mittels uCT-Analytik und die Herausforderungen bei der Segmentierung (Dichte-
kontrast, Limitation Ortsauflésung (Kornkutane), Limitation Grauwertiberlappung (Po-
rensegmentierung)), Numerische Analyse der Transportbedingungen als Funktion der
Kompaktion bzw. der Veranderung des Korngefliges durch Pilzhyphenwachstum und
Berucksichtigung von Permeabilitatsanisotropien mit Hinblick auf Optimierung der Pro-
zesse fur die geplante Anwendung und das Upscaling.

.2 Erzielte Ergebnisse

I.2.1 Charakterisierung des Ausgangsmaterials

Probennahme und Probenumfang. Das Probenmaterial VKTA 1 (Abb. 1) aus Rossendorf
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(ca. 30 kg, s. Tab. 1) wurde zunachst bei 40°C sechs Tage schonend getrocknet und anschlie-
Rend homogenisiert. Das frische Material VKTA 2 bzw. VKTA PAK aus dem Ruckbau der Ka-
nalisation RF 83 wurde steril entnommen und geklhlt und dunkel gelagert. Darliber hinaus
stand weiteres, alteres Probenmaterial zur Verfligung (Tab. 1). Am Standort Rheinsberg (Abb.
1) wurde mit ein Zoll Stechzylinder (ca. 70 g) durch senkrechtes Einstechen beflllt und aus-
gegraben, sodass das Bodengefiige moglichst erhalten blieb. Weitere Proben wurden getrock-
net und homogenisiert. Aus dem Testfeld in Tschernobyl konnte kein Probenmaterial in der
Projektlaufzeit gewonnen werden.

Abb. 1: Inaktives Probenmaterial, Oben: Rossendorf, Links: Palettenboxen, aus denen VKTA 1 entnommen wurde. Rechts: Hauf-
werk des Aushubs beim Abbau der RF 83 aus dem VKTA 2 (PAK) entnommen wurde. Unten: Rheinsberg, Links: Probenahme-
raster an der Schutzzeltposition 5, beprobt wurden die Felder Be 8.4 bis Be.8.7 (rot markiert). Mitte: Sets aus Probenahmebehal-
tern der jeweiligen Felder. Recht: Dunkle Lagen aus Fe-(Hydr)oxiden und Schwermineralen, Feld Be 8.6.

Tab. 1: Alle Probenbezeichnungen mit Probenahme-Lokationen der verwendeten Materialien.

Standort Bezeichnung Lokalitat Beprobung Koordinaten
WGS 84
Rossendorf VKTA1 Unterhalb Geb&ude 30.8 Aus Lager, Mai 2022 durch 51.059043
VKTA bereit gestellt 13.955809
VKTA PAK bzw. Haufwerk, ehemalige Kanalisation RF 83 Frisch entnommen im 51.061612
VKTA 2 September 2022 13.951475
RKS-6500 Gelande Forschungsreaktor Bereits 2019 fiir
(1,5-1,75 m Tiefe) Voruntersuchungen zur
RKS-3500-800 Verfligung gestellt
(0-0,25 m Tiefe)
Rheinsberg RB 1 Ehemaliges Lager fiir aktive fliissige Abfalle, Am 10.05.22 53.148610
Schutzzeltposition 5, Freigelande Rasterfeld Be 8.4 12.990337
RB 2 Uberwachungsbereich KB Am 10.05.22 53.148601
Rasterfeld Be 8.5 12.990348
RB 3 Am 10.05.22 53.148597
Rasterfeld Be 8.6 12.990361
RB 4 Am 10.05.22 53.148590
Rasterfeld Be 8.7 12.990369

RB bzw. RB 1 -4 Reprasentative Mischung aus RB 1 bis 4
bzw. RB Misch

Zur Bestimmung der KorngréRenverteilung fiir u.a. spatere Modellierungen des Porensystems
wurde das Material mittels Nasssiebungen entsprechend DIN 66165 gesiebt und der Feinanteil
< 63 um fir die weitere Bearbeitung aufgefangen. Die KorngrofRenverteilung der < 63um Frak-
tion wurde mittels Lasergranulometrie bestimmt. Fir XRD-Analysen der enthaltenen Tonmine-
rale wurde die < 2 ym Fraktion abgetrennt. Die kombinierte Kornsummenkurve nach DIN 4022
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ergeben fir die Materialien aus Rossendorf und Rheinsberg eine sehr dhnliche Verteilung ei-
nes eng gestuften Mittelsandes mit mehr als 90 % Sand und sehr geringem Feinanteil von ca.
Gew. 6,2 % in Rossendorf und 2 - 3,5 Gew. % in Rheinsberg. Der Tonanteil betragt zwischen
0,1 und 0,3 % Gew.%. Der Hauptteil der reaktiven Oberflachen befindet sich in der Silt- und
Tonfraktion < 63 um, welche auch die Tonminerale mit hohen Sorptionsoberflacgen enthalt.
Der doppelt bzw. dreifach héherer Feinkornanteil am Standort Rossendorf fuhrt daher zu einer
erheblich héhere Sorptionskapazitat, obwohl der prozentuale Anteil am Gesamtmaterial bei
beiden gering ist. Der Anteil an gréberem Material gréfRer 4 mm variiert unter den Proben,
betragt aber stets weniger als 3%. Einige weiteren Untersuchungen wurden an Fraktionen der
Materialien vorgenommen, wo dies sinnvoll war (z.B. < 2 mm fur sequentielle Extraktionen
nach Zeien & Brimmer (1989); < 63 um zur Untersuchung der Eigenschaften der Silt + Ton
Fraktion. Im Folgenden ist gekennzeichnet welche Fraktionen verwendet wurden.

Die Bodenmaterialien beider Standorte zeigen nur eine sehr geringe Podsolierung und keine
typischen Bodenhorizonte, sodass hier nicht von Boden im engeren Sinne gesprochen werden
kann. Vielmehr handelt es sich um gering verwitterte eiszeitliche fluviatile Sande der letzten
Vereisungsphase (Rossendorf: Elster-2-Stadium, Rheinsberg: Weichselkaltzeit) mit fehlender
diagenetischer Uberpragung und nur geringer Verwitterung. Im Folgenden wird daher die Be-
zeichnung (Boden-) Material oder -Substrat verwendet. Im Material aus Rheinsberg weisen
Feuersteine mit chalzedonischem Geflige bis 2-3 cm Grofe eine Lage nérdlich der Feuerstein-
kette hin.

Mineralogisch-petrographische Charakterisierung. Im Rahmen einer detaillierten petrogra-
phischen Auswertung wurden polierte Dunnschliffe von funf Streupréparaten (VKTA1, RB Be
8.4-8.7) und einer ausgestochenen Bodenprobe (RB 8.6) mit erhaltenem Geflige unter Ver-
wendung eines Zeiss Axioplan II-Polarisationsmikroskop mit verschiedenen VergréfRerungen
untersucht. Porenrdume sind mit blauem Epoxydharz angefarbt. Zur digitalen Dokumentation
dienten Aufnahmen einer hochauflésenden Digitalkamera (Hitachi HV-C20).

Die detritischen Komponenten des Bodenmaterials aus Rossendorf (Abb. 2) bestehen zu 75
% aus Quarzklasten. Es sind ca. 10% verschiedenster Lithoklasten wie Tonstein, sehr
schwach zementierter kreidezeitlicher Sandstein, Gneis und Basalt enthalten. Ca. 9 % der
Klasten bestehen aus Feldspéaten, die nur sehr wenig Verwitterung zeigen. Dabei handelt es
sich um calciumreichen Plagioklas (Andesin - (Na,Ca)AI(Si,Al)3s0g) und Orthoklas (Mikroklin -
K[AISizOg]), die zu den haufig vorkommenden Mineralen in magmatischen Gesteinen gehéren.
Des Weiteren sind 4% sehr gut erhaltene undeformierte Glimmerblatttchen aus Muskovit und
Biotit enthalten. Der Anteil an Schwermineralen liegt bei weniger als 1 %. Die Schmelzwasser-
sande aus Rossendorf sind gut sortiert, angerundet und gering zementiert. Die vielfaltigen
Klasten zeigen sehr wenig Lésungsporositat und nur geringe diagenetische Uberpragung. Es
sind nur wenige sekundare Mineralphasen enthalten, insbesondere die mafischen Lithoklasten
und Feldspate zeigen nur eine sehr geringe Serizitisierung. Die Klasten sind teilweise mit ge-
ringmachtigen < 1 ym dicken Kutanen aus einem Gemisch von Tonmineralen und Fe-Hydro-
xiden und -Oxiden Uberzogen. Es handelt sich um vererbte (= primare) schlecht kristallisierte
Kutane, die auf hochaufldsenden REM-Bildern keine typische Morphologie bestimmter Miner-
alphasen zeigen. Dabei ist zu beachten, dass die volumetrischen Anteile der Uberziige im
Dinnschliff aufgrund schrager Klast-Anschnitte und geringer Tiefenscharfe (mehrere um) be-
reits Uberschatzt werden. Im Durchlicht und Auflicht kann der Anteil realistischer abgeschatzt
werden und stellte sich noch geringer dar. Auf Grund von Voruntersuchungen von Minch
(2020) am Material RKS 6500 aus 1,5-1,75 m Tiefe aus Rossendorf wurden Tonkutane mit
einer Machtigkeit von 2,5-3 pym auf ca. 89% der Kornoberflachen erwartet, die teilweise
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sekundar gebildet sind und eine Morphologie zeigen, die konkreten Mineralphasen zuordenbar
ist (z.B. lllit, Chlorit, lllit-Smektit Wechsellagerungen). Diese sekundaren Bildungen sind von
grollem Interesse, da sie grolde Anteile an der zur Pore exponierten Oberflache und ein grof3es
Verhaltnis von Oberflache zu Volumen aufweisen, welches fir Fluid-Feststoff-Reaktionen zur
Verfligung stehen. Allerdings konnte in dem hier verwendeten Material keine sekundaren Ku-
tane/Tonmineralbildungen im Porenraum bestatigt werden, welche auf die Heterogenitat an
einem Standort hindeutet. Die geplanten weiteren Untersuchungen der chemischen Zusam-
mensetzung der Kutane mittels Laserablation, uXRF und Rickstreuelektronenbildern an der
Mikrosonde waren aufgrund ihrer geringen Ausbildung unterhalb der rdumlichen Auflésungs-
grenze nicht sinnvoll. Des Weiteren sind im Streupraparat Gemische aus Fe-Phasen und Ton-
mineralen im Porenraum zu sehen, die nicht (mehr) mit den Kérnern verbunden sind (Abb. 2).
Mittels Réntgendiffraktometrie (XRD, D8 ADVANCE, Fa. Bruker) an einem orientierten Prapa-
rat der < 2 ym Fraktion konnten folgende Tonminerale identifiziert werden: Chlorit, Illit bzw.
Muskovit und Kaolinit (Abb. 3). Dartber hinaus sind Bruchstlicke von Quarz und Feldspaten
in der < 2 um-Fraktion enthalten. Anhand der Dinnschliffe aus Streupraparaten kann keine
Aussage zur Lagerung und dem Porengeflige getroffen werden. Der geringe Anteil an Zemen-
ten und die KorngréRenverteilung lasst aber auf einen initial offenen Porenraum schlief3en.

era
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Abb. 2: (obere Reihe) Diinnschiliffbilder der Bodenproben aus Rossendorf. Links: Ubersicht der Klasten: Quarz (weil) und Feld-
spéte (grau). Mitte: schwach zementierte Sandsteinklasten und Eisen-Oxid zementierter Klast. Rechts: Tonmineral-Eisen-Oxid-
Kutane auf Kornoberflache und im Porenraum. (untere Reihe): Dinnschliffbilder der Bodenproben aus Rheinsberg. Links: sehr
gute Kornverteilung, Schwermineralseife mit Magnetiten. Mitte: Kornoberflache ohne Tonminerale, teilweise Magnetit (schwarz)
auf den Kdrnern. Rechts: Karbonatzemente um Klasten (Sekundarmineralbildung).

Das Rheinsberger Material besteht zu mehr als 85 % aus Quarzklasten, der Anteil an Lithoklas-
ten ist im Vergleich zu Rossendorf mit 3% deutlich geringer, wobei es sich hauptsachlich um
Kalksteinklasten handelt, die wenig oder nicht angeldst sind. Mit 3% sind deutlich weniger
Feldspate als im Rossendorf-Material enthalten und sie sind ebenfalls nur wenig verwittert, es
ist kaum Serizitisierung oder sekundare Lésungsporositat vorhanden. Die detritischen Kdrner
wurden nach der Verwitterung von kristallinem Gestein schnell umgelagert und nur sehr wenig
diagenetisch Uberpragt. Es sind weder Zeichen einer beginnenden Podsolierung noch organi-
sches Material im Porenraum zu sehen. Die Kornoberflachen sind frei von Tonkutanen (Abb.
2). Fe-Hydr-/Oxide wie Limonit, bestehend u. a. aus Goethit und Hamatit, und Ti-/Magnetit
wurden in den Kornbuchten, auf Kérnern und in den Porenrdumen gefunden. Es sind nahezu
keine Glimmer und Tonminerale enthalten, jedoch enthalten alle Proben < 0,2% griin-braune
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Glaukonit-Pellets, die teilweise zu Limonit oxidiert sind.

XRD <2 uym
untreated -

— glycolized i

Intensity

°20 CuKa

Abb. 3: Rontgendiffraktogramme von orientierten Proben auf Keramiktragern der < 2 ym Fraktion. Rossendorf: Chlorit (Ch),
Muskovit bzw. lllite (I1), Kaolinit (Ka), Quarz (Qz), Feldpate in Vertretung Orthoklas (Ok) und Albit (Ab) fiir die Plagioklase. Rheins-
berg: Nur sehr geringe Signale fir lllit, Chlorit und Quarz, da zumeist amorphe Phasen vorliegen.

Im XRD der < 2 ym-Fraktion konnten nur sehr schwache Reflexe von lllit, Kaolinit und Quarz
gefunden werden, der Uberwiegende Anteil dieser Fraktion ist amorph. An beiden Standorten
sind keine Peaks von Fe-Phasen in den Diffraktogrammen enthalten. Im Schliff der ausgesto-
chenen Bodenprobe ist das Porenraumgeflige und die Lagerung der Kdrner zueinander zu
erkennen. Das Material ist sehr gut sortiert, gut gerundet und wenig zementiert. Als einzige
sekundare Mineralphase sind breite Calcitsdume um einzelne Korner zu erkennen, die wahr-
scheinlich aus der Anlésung von Kalksteinklasten und neu Ausfallung resultieren. Die grofen
offenen Poren sind gut miteinander vernetzt. Obwohl die detritischen Komponenten uneinge-
regelt erscheinen und keine Schichtung zeigen, treten gut erkennbar lagenweise Schwermi-
neralseifen auf, die verschiedenste Schwerminerale wie Zirkon, Apatit, Granat, Turmalin und
Epidot sowie viele opake Fe-Hydr-/Oxide wie schwarzen Ti-/Magnetit enthalten (Abb. 2). So-
wohl die Fe-Hydr-/Oxide, als auch der sehr verwitterungsanfallige Apatit sind sehr gut erhalten
und zeigen nur wenig Alteration. Nach einer KorngréRenfraktionierung, sind ein Grofteil der
Fe-Oxide/-Hydroxide in der < 63 uym Fraktion enthalten, in der < 2 ym Fraktion wieder weniger.
Dies entspricht sehr gut den mikroskopisch bestimmten KorngréfRen der enthaltenen Fe-
Oxide/-Hydroxide (unter Beachtung von Anschnitteffekten). Die Bestimmung der Masse-spe-
zifischen magnetischen Suszeptibilitat mittels eines Bartington MS2 Susceptibility Meter mit
Sensor B zeigt ebenfalls fiir die <63 uym Fraktion der RB Proben mit einem Wert von 1939,2-10
°m? kg™ eine deutliche Erhéhung gegeniiber dem Gesamtmaterial mit 136,1-10° m?® kg™ und
der < 2 ym Fraktion mit 588,5-10°° m® kg™'. Fur die Fraktionen von VKTA 1 zeigen sich dhnliche
Verhaltnisse. Aus der < 63 um Fraktion wurden magnetisierbare Phasen magnetisch aus Sus-
pension abgetrennt und gesondert mikroskopiert. Sie zeigen die typische Morphologie und
Farbung von Magnetit. Die Oberflachen sind nur selten oxidiert. Es handelt sich nicht um se-
kundare idiomorphe Bildungen, sondern um umgelagerte angerundete Kdérner die primar bei
der Ablagerung vorhanden waren. Bei der Probenahme wurden die dunklen Lagen (Abb. 2)
zunachst als Zeichen wechselnder Redoxbedingungen aufgrund von Poren-/Grundwasser-
schwankungen interpretiert. Dies ist nicht der Fall. Schwermineralseifen werden typischer-
weise im Uberschwemmungsbereichen von Fliissen (z.B. nahe Diinen) abgelagert. Es handelt
sich also nicht um sekundare Bildungen und es sind daraus keine Aussagen Uber wechselnde
Wasserstande bzw. Redoxbedingungen nach der Ablagerung ableitbar.

Obwohl die Materialen beider Standorte granulometrisch und diagenetisch sehr ahnlich sind,
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zeigen sie aufgrund unterschiedlicher Provenienz deutliche Unterschiede in der mineralogi-
schen Zusammensetzung und somit der moglichen Wirtsminerale fur die Sorption von Radio-
nukliden. Im Rossendorf- Material ist die Sorption an die verschiedenen Tonminerale, Glimmer
und Feldspate sowie Fe-Hydr-/Oxide und Kornkutane am wahrscheinlichsten. Wobei fir die
Sorption an den Feldspaten und Lithoklasten aufgrund der geringen Intraklasten-Porositat und
sekundaren Tonmineralbildungen weniger reaktive Oberflachen zur Verfigung stehen als zu-
vor angenommen. In Rheinsberg hingegen stehen nahezu keine Tonminerale und keine Ku-
tane zur Verfligung. Eine Sorption findet am Wahrscheinlichsten an den Kalksteinklasten, Cal-
citen und Fe-Hydr-/Oxiden statt. Fir beide Standorte befinden sich der Uberwiegende Teil der
reaktiven Oberflachen und Wirtsminerale in der < 63 pym Fraktion. Analysen des Projektpart-
ners VKTA zeigten flr das Material aus Rheinsberg in der < 2 ym Fraktion 2,817 Bq/g, in der
< 63 ym Fraktion 0,597 Bg/g und in der Gesamtprobe < 0,1 Bq/g.

Eine KorngréRenfraktionierung in < 63 um und > 63 um vor der weiteren Bearbeitung ware
somit mit einer Abtrennung der Hauptkontamination in der Feinfraktion verbunden, die einem
Volumenanteil von weniger als 10% des Bodenvolumnes entspricht. Daher wird eine Klassie-
rung durch Nasssiebung vor der weiteren getrennten Bearbeitung der zwei Fraktionen vorge-
schlagen. Zusatzlich kdnnten im Rheinsbergmaterial die Kalksteinklasten und Calcite che-
misch durch Zugabe von z.B. HCI gelést werden. Eine Anlésung von Kornkutanen im VKTA
Material durch Zugabe von Oxalsaure ware ebenfalls denkbar als vorbereitende MaRnahme
vor der folgenden Bioremediation.

Hydrochemie (pH, elektrische Leitfahigkeit, KAK). Die Sanierung von Bodenkontaminatio-
nen mittels Pflanzen und Pilzen ist eng mit der Bioverfugbarkeit der Kontaminanten sowie dem
Nahrstoff- und Feuchtigkeitsstatus des Bodens verbunden. Die Bioverfugbarkeit wiederum un-
terliegt einer komplexen Wechselwirkung physikalischer, chemischer und biologischer Pro-
zesse. Physikalische Faktoren wie erhdhte Widerstande gegen das Hyphenwachstum, verur-
sacht durch einen hohen Gehalt an Tonmineralen und geringes organisches Material, er-
schweren die Durchwurzelung des Bodens erheblich und erfordern einen betrachtlichen Ener-
gieaufwand. Chemische Parameter wie die Metallspezies und die Bodenchemie, inklusive des
pH-Werts und des Sauerstoffgehalts, spielen eine entscheidende Rolle bei der Beeinflussung
der Bioverflgbarkeit von Schwermetallen. Pilze kénnen diese chemischen und physikalischen
Bedingungen und Prozesse beeinflussen und somit mafigeblich zur Bestimmung der Biover-
fugbarkeit von Metallen im Boden beitragen (Ernst, 1996).

Die Komplexitat der Bodenproben zeigt sich u.a. am pH-Wert mit VKTA 1 bei pH 7 und 8 und
VKTA 2 mit einem pH-Wert von 8,8 in unmittelbarer Nahe zu ehemaligen Betonschachten als
leicht alkalisch klassifiziert wird (Gubry-Rangin et al., 2011). Infolge der Verwitterung des Be-
tons entsteht Calciumhydroxid (Ca(OH)2), was zu einer Anhebung des pH-Werts flhrt und ein
basisches Milieu im Boden schafft (Boni¢ et al., 2015). Bodenproben aus Rheinsberg zeichnen
sich durch erhoéhte pH-Werte im Bereich von 9,2 bis 9,4 aus, was auf ihre Klassifizierung als
stark alkalische Béden hinweist. Wobei diese Werte fir Béden ungewdhnlich hoch sind. Die
hohen pH-Werte werden durch Mangel an organischen Substanzen, hohen Gehalt an basi-
schen lonen und Betonverwitterung (VKTA 2) begriindet. Die deutlichen Abweichungen in den
pH-Werten zwischen den Standorten weisen auf erhebliche Divergenzen in der Bodenreakti-
vitat hin. Diese Unterschiede sind statistisch signifikant und kdnnen auf die Standortbedingun-
gen zurickgefuhrt werden. Mit Ausnahme von VKTA 2 liegen die gemessenen Werte im Be-
reich von 25 bis 50 uS/cm und weisen somit auf einen niedrigen Leitfahigkeitsgrad des Bodens
hin, da dieser deutlich unterhalb von 100 pS/cm liegt. VKTA 2, mit einem Wert von 174 uS/cm,
kann hingegen zu Bdden mittlerer Leitféahigkeit gezahlt werden. Erst ab einem
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Leitfahigkeitswert von 1000 uS/cm spricht man von Béden mit hoher Leitfahigkeit (Kachi et al.,
2016). Die elektrische Leitfahigkeit des Bodens stellt einen Summenparameter dar, der jedoch
in Béden maligeblich vom Tongehalt bestimmt. Wahrend sandige Materialien eine niedrige
Leitfahigkeit aufweisen, ist diese bei tonhaltigen Béden hoch.

Die Elementaranalyse fur Stickstoff und organischen Kohlenstoff zeigt ahnliche Stickstoffkon-
zentrationen von 0,20 bis 0,23 g/kg fir die Proben aus Rheinsberg, wahrendem die Kohlen-
stoffkonzentrationen deutlich variieren. RB 3 mit einem Wert von 2,47 g/kg ist deutlich niedriger
als RB 1, 2 & 4, die im Bereich von 3,70 bis 3,77 g/kg liegen. VKTA 2 zeichnet sich durch eine
hohe Stickstoffkonzentration von 0,4 g/kg aus, wahrend VKTA 1 einen deutlich niedrigeren
Gehalt an organischem Kohlenstoff (OC) von 0,67 g/kg aufweist. In gemaRigten und kalten
Zonen weisen Sandbdden durchschnittlich eine organische Kohlenstoffkonzentration (OC) von
19 g/kg auf, wahrend Bdden in trockenen Zonen die niedrigsten Konzentrationen mit unter 5
g/kg aufweisen. An beiden Standorten handelt es sich um nahrstoffarmen Boden, was sich
nachteilig auf das mikrobielle und das Pflanzenwachstum wahrend der Remediation auswirken
kann.

Die Bodenproben RB 1, RB 2 und RB 3 weisen niedrige KAK im Bereich 1,0—1,3 cmol+/kg auf.
RB 4 weicht von diesem Muster ab, da hier eine KAK von 1,49 cmol+/kg erreicht wird, wodurch
auch die Mischprobe RB 1-4 eine héhere KAK aufweist. VKTA 2 liegt mit 3,74 cmol+/kg deut-
lich Uber den gemessenen 1,37 cmol+/kg der VKTA 1 Probe. Die Ergebnisse der effektiven
Kationenaustauschkapazitat und der Basensattigung unter Verwendung von Bariumchloridl6-
sung nach DIN EN ISO 11260 zeigen, dass vor allem Ca?*-lonen am Austauschprozess betei-
ligt sind (Abb. 4). Dies ist bei den Proben aus Rheinsberg durch das kalkhaltige Sediment zu
erwarten. In VKTA 2 ist der hohe Calciumanteil durch die Betonverwitterung erklarbar. Des
Weiteren wurden in den Bariumchlorid-Auszugen der VKTA-Proben Kalium- und Natriumionen
nachgewiesen, wobei VKTA 2 eine deutlich hohere Konzentration an Na?* aufweist. In allen
Proben konnte eine geringfligige Menge an Mg?* nachgewiesen werden, wahrend in VKTA 1
und RB 4 durch Austauschprozesse sehr niedrige Konzentrationen an Mangan-lonen freige-
setzt wurden.

Die KAK der analysierten Bodenproben erstreckt sich im Bereich von 1,0 bis 1,5 cmol+/kg, mit
der Ausnahme von VKTA 2, welches einen Wert von 1,37 cmol+/kg aufweist. Vorwiegend sind
Calciumkationen (Ca?*) in die Kationenaustauschprozesse involviert. Béden mit einer niedri-
gen KAK weisen die Eigenschaft auf, dass Kationen leicht ausgeschwemmt werden kénnen
und somit weniger flir die Wurzeln von Pflanzen verflgbar sind. Dies kann zu Nahrstoffmangel
und anderen Beeintrachtigungen des Pflanzenwachstums fiihren.
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Abb. 4: Kationenbelegung des BaCl,-Ausauschs (bestimmt mit ICP-MS), Angaben der y-Achse in mg/L.
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I.2.2 Substrateigenschaften fiir das Wachstum von S. commune

Das Material aus Rossendorf war trocken, sandig und wenig humos, wie in Kapitel 112.1 be-
schrieben. Fur das Wachstum von S. commune war daher ein Anfeuchten notwendig. Ein In-
okulieren mit dem feuchten, schluffig-sandigen und ebenfalls wenige Nahrstoffe enthaltenden
Material von Rheinsberg erschien daher sinnvoll. Es wurde auch getestet, ob durch Zugabe
von Minimalmedium zusétzliche Nahrstoffe fur S. commune das Wachstum verbessern. Da
beide Substrate einen alkalischen pH aufwiesen, wurde das Wachstum bei unterschiedlichen
pH-Werten getestet, dabei konnte keine Wachstumslimitierung nachgewiesen werden. Den-
noch war das Wachstum weniger ausgepragt, als dies in friheren Versuchen an vergleichba-
ren Substraten beobachtet wurde. Dies konnte auf im Substrat Rheinsberg/Rossendorf ent-
haltene Milben zurtickgeflihrt werden. Tatsachlich frallen die Milben auch steril vorgezogenes
Mycel vollstandig auf. Lediglich auf dem Material des Haufwerkes RF83 (siehe Tab. 1) waren
keine Fraldschaden zu beobachten. Hierbei handelt es sich um das mit PAK co-kontaminierte
Substrat. Daher wird vorgeschlagen, besonders bei vorgetrockneten Substraten Naphthalin
(gdf. Volatil) einzusetzen, um Pilzwachstum sicher zu ermdglichen. Dies wurde erfolgreich ge-
testet; der Pilz wird durch das organische Molekul nicht im Wachstum beeintrachtig.

Bodenmikroorganismen aus dem Material. Im Rahmen der Arbeiten mit den Testsubstraten
aus Rheinsberg und Rossendorf war eine mikrobiologische Charakterisierung letzterer erfor-
derlich und ein Monitoring der Veranderung ihrer mikrobiellen Gemeinschaften Giber insgesamt
vier Testzeitpunkte vorgesehen. Diese Veranderungen waren durch den Einfluss der Inokula-
tion mit S. commune und die stete Anpassung der Versuchsparameter zum Zweck der Wachs-
tumsoptimierung von S. commune zu erwarten. Eine erste Analyse zeigte fur die Boden weit-
gehend unauffallige Bakterien- und Pilzgemeinschaften in beiden Substraten. Vertreter von
Klassen wie Actinobacteria, Bacilli oder Clostridia korrelieren mit Nahrstoffarmut und Schwer-
metallbelastungen (Schmidt et al., 2005; Hashmi et al., 2020). Die im Laufe des Versuchs
angelegten Parameter benachteiligten und begtinstigten verschiedene Gruppen von Mikroor-
ganismen (s.u.). Beide Materialien wurden durch Plattieren auf Lebendzellzahl untersucht. Da-
bei kamen zwei unterschiedliche Nahrmedien zum Einsatz, ein eher nahrstoffarmes (MMNDb)
und ein eher fur Pilzwachstum vorteilhaftes Vollmedium (CYM). Der noch feuchtere Boden aus
Rossendorf zeigte geringere Koloniezahlen, was mit der geringeren Kontamination korrelierte.

Interaktionen zwischen S. commune und Bodenisolaten. Es konnte gezeigt werden, dass
Pilze der hauptsachliche Faktor sind, der die Diversitat der bakteriellen Gemeinschaft determi-
niert (Bogdanova et al., 2023). Daher kdnnte das Animpfen mit S. commune zu einer veran-
derten mikrobiellen Gemeinschaft fihren, die im Weiteren veranderte Abbauraten fur organi-
sche Kontaminationen oder veranderte Mobilitdten von Schadstoffen bedingt. Die Bildung von
Siderophoren, die auch andere Schwermetalle als Eisen komplexieren, ware nur ein Beispiel
fur solche Funktionen. Daher wurden auch Reinkulturen auf ihre Fahigkeit zur Siderophorbil-
dung untersucht. Hier zeigte sich, dass ca. 90 % aller Bodenisolate in der Lage sind, Sidero-
phore zu bilden (Chen, 2023). Auch Konkurrenz mit anderen (Boden-)Pilzen kénnte einen Ein-
fluss auf das Wachstum von S. commune haben. Somit war es einerseits erforderlich, Isolate
aus dem Material zu gewinnen, andererseits aber auch durch DNA-abhangige Mikrobiom- so-
wie Metagenomanalysen die potenziellen Eigenschaften vorhandener Mikroben zu evaluieren.
Reinkulturen von Bakterien und Pilzen aus den Substraten wurden isoliert und charakterisiert.
Wahrend die bakteriellen Isolate das Wachstum von S. commune nicht beeintrachtigten, wur-
den bei den Pilzen durchaus auch negative Interaktionen beobachtet (Abb. 5).
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Transkriptomanalysen von S. commune auf Modellsubstraten. Transkriptomanalysen, die
die Antwort des Pilzes auf veranderte Umweltbedingungen spiegeln, wurden genutzt um den
Einfluss sandigen Wachstumssubstrats mit molekularen Vorgangen in der Zelle zu verknup-
fen. Dabei wurde steriler Quarzsand im Vergleich mit in Flussigkultur gewachsenen Myzelien
genutzt. Es zeigte sich, dass bereits der silikatische, unbelastete Boden zu einer massiven
Veranderung der transkribierten Gene fihrt (Abb. 5). Dabei zeigte der Vitaminstoffwechsel
eine signifikante Induktion, wahrend Gene insbesondere des Aminosaurestoffwechsels sowie
im Abbau von Xenobiotika herunterreguliert waren.

log fold change

T T T T
1e-01 1e+01 1e+03 1e+05

mean of hormalized counts

Abb. 5: Volcano plot der in ihrer Expression statistisch signifikant veranderte Gene (rot) von S. commune beim Vergleich des
Wachstums in Flussigkultur und auf sandigem Substrat.

.2.3 Hydrodynamik und Elementmobilisierung: Wachstumsmonitoring an Modell-
porensystemen und in der Bodensaule

Zur Untersuchung reaktiver Transportprozesse im Porenraum wurde zunachst ein Modell-
porensystem aus Glasperlen mit definierten Korngréfen vergleichbar zur Kornsummenkurve
des VKTA Substrates (Tiefe von 1,5-1,75 m, vgl. Mlnch, 2020) simuliert. Dieses Glasperlen-
model diente als Referenzsystem, um die Segmentierung des Porenraums bei der uCT zu
vereinfachen und idente mineralogische Bedingungen und somit Graustufen als Absorptions-
kontrast zur Untersuchung unter idealisierten Bedingungen zu evaluieren. Bei dem eingesetz-
ten Pilz handelt es sich um Schizophyllum commume (S. commune) mit der Bezeichnung 12-
43x4-39. Fur die Inkubation des Pilzes auf den yCT-Probensaulen wurde ein sogenanntes
Minimal-Medium verwendet (Samhammer, 2023).

Die 3D/4D Visualisierung der Pilzbiomasse im flussigkeitsgesattigten Porenraum des Glasper-
lensubstrats konnte mit einem uCT/3D-Rdntgenmikroskop (Zeiss Xradia 620 Versa) realisiert
werden. Bereits nach 21 Tagen war der Porenraum vollstandig durch die Biomasse von S.com-
mune kolonisiert (Abb. 6). Eine Beeintrachtigung der Wachstumsrate durch die Rontgenstrah-
lung wurde nicht festgestellt. In einem nachsten Schritt wurde ein kleinskaliges Saulensystem
mit Bodenmaterial aus VKTA aufgebaut, um das mikrobiell beeinflusste Transportverhalten
unter realitdtsndheren Bedingungen zu untersuchen. Das fir das im Labormalstab aufge-
baute Saulensystem (J 1 cm, L= 1 cm) ist an beiden Enden mit Ventilhdhnen versehen, die
eine kontrollierte Flissigkeitsfuhrung ermdglichen (Abb. 6). Mithilfe von Réntgenmikroskopie
und zeitlich aufgeldsten Beobachtungen konnten dabei detaillierte Einblicke in strukturelle
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Veranderungen des Porenraums gewonnen werden, die durch mikrobielles Wachstum oder
Mineral-Ausfallungen verursacht wurden. Zu Beginn wurde das Saulensystem sterilisiert und
90 min bei 123 °C und 2 bar autoklaviert. Die VKTA Sandprobe wurde schichtweise eingebaut,
Nahrmedium injiziert und unter teilgesattigten realitdtsnahen Bedingungen gefahren. Fur die
Beimpfung der Proben mit S. commune wurde ein Stlick von etwa 2x2mm aus Agarplatten
herausgeschnitten und auf das Bodenmaterial in der Saule gelegt. Das Saulensystem wurde
verschlossen und fiir die uCT positioniert und in mehreren Messreihen mit unterschiedlichen
Ortsauflésungen gemessen.

5. commune on different Substrates

—e— viTaL
—8— Glassbeads
10

10 20
Days after inoculatien [Days]

30 40 E
[Days]

Abb. 6: (Links) Vergleich des Wachstums von S.commune im Glaskugelsubstrat und VKTA-Boden (L =2 cm, & = 1,5 cm);
(Mitte): Neues Saulen-Setup (1x1cm) mit Zuflusskontrolle der Sdule montiert im Probenhalter; (Rechts): Visualisierung der Hy-
phen im Saulensystem (Auflésung: 1.79 pm).

Es gelang hochaufgel6st die Sporen und Hyphen von S.commune im Bodenmaterial sichtbar
zu machen (Abb. 6). Das Ergebnis der Bodenprobe im Vergleich zu dem Glasperlenexperi-
ment zeigt ein deutlich langsameres Wachstum im realen Substrat und verdeutlicht die Wich-
tigkeit mit realen Proben zu arbeiten. Aufbauend auf der Quantifizierung physikalischer Veran-
derungen und Poreneigenschaften wurde in einem weiteren Schritt die Permeabilitat des Sau-
lensystems vor und nach dem Wachstum von S. commune experimentell erfasst. Die Messer-
gebnisse zeigen, dass die Permeabilitat vor der Inokulation mit 5,94-10"'* m? niedriger war als
nach 91 Tagen Pilzwachstum in der Saule. Die erhohte Permeabilitat von 3,97-10""* m? kénnte
auf eine durch biotische Aktivitdt bedingte Reorganisation der Porenstruktur zurtickzufiihren
sein. Wahrend der Kolonisierung durch S. commune kann es in den unkonsolidierten Substra-
ten zu einer lokalen Umverteilung von Partikeln oder zur Bildung préaferenzieller Flie3pfade
kommen. Fir die Berechnung der Permeabilitdt aus den uCT-Daten wurden die Datensatze
zuerst mit Dragonfly Pro (Version 2021.3.0.1087) mittels Non-Local-Means-Filter bearbeitet.
Die zugeordneten Phasen wurden anschlieend mit dem Tool llastik segmentiert und die Aus-
wertung erfolgte in Avizo (Version 2020.3.1, Modul ,Generate Pore Network Modeling®) (Abb.
7). Die Permeabilitat der uCT-Daten wurde mit 1,8-10""" m? berechnet, also ca. zwei GroRen-
ordnungen hdéher als real gemessen. Bei der Betrachtung segmentierter Aufnahmen zeigte
sich, dass geringe Dichteunterschiede zwischen Porenraum und Pilzkolonien zu einer starken
Streuung der berechneten Permeabilitdtswerte fihren kénnen. Trotz dieser Schwankungen
zeigte die aus der Regressionsanalyse ermittelte Permeabilitat einen tendenziellen Riickgang
wahrend der Kolonisierung in der Saule.
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Abb. 7: (Links) Wachstums von S.commune auf VKTA-Boden (Ubersichtsscan 8,4um); (Mitte und rechts). Hochaufgeloste
Aufnahme (1,7um) in llastik segmentiert. Blau: Kérner, Griin: Biomasse, Gelb: Nahrmedium, Schwarz: Luftblasen.

I.2.4 Wachstum von S. commune mit anderen Bodenorganismen und Einfluss auf die
Mobilitat und Verteilung von Radionukliden/Schwermetallen im Substrat

Um physiologische sowie morphologische Anderungen, die bereits in der Transkriptomanalyse
sichtbar wurden, deutlicher zu machen, wurden Reinkulturen untersucht. Dabei war neben
Schizophyllum insbesondere ein weiterer filamentdéser Bodenorganismuns, das Gram-positive
Bodenbakterium Streptomyces mirabilis sowie das Endosporen-bildende Bacillus subtilis,
dass damit auch langere Trockenperioden im Boden Uberdauern kann, interessant. Neben
Dualkulturen wurden auch alle drei Partner in tripartiten Interaktionen untersucht und spezifi-
sche morphologische und physiologische Anpassungen beobachtet (Abb. 8). So konnte die
Nutzung von S. commune-Hyphen als ,Autobahn® fur B. subtilis durch Anfarbung (FISH-Tech-
nik) und das Verbinden mehrerer Hyphen des Pilzes durch Umschlingen von Str. mirabilis als
spezifische morphologische Veranderungen gezeigt werden. Physiologische Veranderungen
werden durch die Bildung von Pigmenten sichtbar. Dabei ist das durch Str. mirabilis gebildete
braune Pigment, Melanin, dafir bekannt, zweiwertige lonen - und damit Schwermetalle — bin-
den zu kénnen. Hier ist also ein direkter Einfluss auf das Uberleben aller Partner der Interaktion
durch ein beteiligtes Bakterium nachgewiesen.

Das rosa Pulcherrimin von B. subtilis ist ebenfalls bekannt. Dieses Pigment limitiert das
Wachstum des Produzenten. Obwohl dies zunachst wenig logisch klingt, ist es gut nachgewie-
sen, dass fur das Ausbilden eines funktionellen Biofilms das Wachstum der einzelnen Bakte-
rien nicht zu stark sein darf. Damit ist dieses Pigment daftir verantwortlich, dass innerhalb der
Bodenmatrix — und somit auch auf den Hyphen-Autobahnen — ein Biofilm entstehen kann.
Diese beinhalten insbesondere extrazellulare Polysaccharide, die wiederum durch Quellen
und Schrumpfen am Puffern sich schnell verandernder Bodenfeuchtebedingungen — und damit

einhergehend der Osmolaritat der Umgebung — beteiligt sind.
A — B

Abb. 8: Interaktion zwischen Schizophyllum commune und isolierten Bodenbakterien. (A) Tripartite Interaktion von S. commune
(Mitte), Bacillus subtilis (oben) und Streptomyces mirabilis (unten). (B) Mikroskopische Darstellung des Wachstums von B. subti-
lis (blau gefarbt) an und auf Hyphen des Pilzes (griin). (C) Str. mirabilis und S. commune zeigen Induktion eines braunen Pig-

ments an der Grenzphase der gesattigten Zone im Experiment. (D) Dabei umschlingen der schmaleren Hyphen des Bakteriums
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eine oder mehrere Pilzhyphen, was zu einer Bildung dicker Hyphenaggregate fihrt (GréRenbalken 10 pm). (E) In der tripartiten
Interaktion herrscht das von B. subtilis gebildete Pigment Pulcherriminsaure vor.

Um auch die Interaktion mit anderen Weilfaulepilzen zu untersuchen, wurde der Haus-

schwamm Serpula lacrymans mit B. subtilis vergesellschaftet. Hier induziert das Bakterium die

Bildung des gelben Pigments Variagatsaure, das das Bakterium in seiner Verbreitung durch

Schwarmen hemmt. Gleichzeitig wurde die Bildung von Biomineralen beobachtet (Abb. 9).
S A 57

Abb. 9: Interaktion zwischen Pilz und Bakterium. Bei vom Zeitpunkt der gemeinsamen Inokulation erfolgte im Pilz Serpula lac-
rymans die Induktion von Variegatsaure (A) sowie im Bakterium Bacillus subtilis die Bildung von pinkfarbener Pulcherriminsaure
(C) spater als bei Zusammensetzen vorgezogener Kulturen (B, D). Gleichzeitig zeigte sich die Bildung von rhombischen Kristal-
len (E, teilweise mit Eigenfluoreszenz in blauer Wellenlange; Schuchardt, 2021).

Mobilitat und Verteilung von Radionukliden/Schwermetallen im Substrat. Durch die Hy-
phen des Pilzes ist ein Transport auch Uber luftgefillite Porenrdume hinweg mdglich. Dies
konnte durch Experimente mit S. commune gezeigt werden. So sind veranderte Verfugbarkei-
ten in der Bodenmatrix erklarbar (Traxler et al., 2022). Dazu wurden geteilte Petrischalen mit
einer Plastikbarriere (split plates) verwendet. Auf beiden Halften kann unterschiedliches Me-
dium eingefullt werden, beispielsweise mit oder ohne Cs bzw. Sr (Abb. 10). Durch Inokulation
auf einer Seite und Wachstum der Lufthyphen Uber die Barriere hinweg auf die andere Seite
ist es moglich zu zeigen, dass die Hyphen tatsachlich Uber die mehrere Zentimeter langen
Strecken sowohl Cs als auch Sr transportieren kénnen.
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nEgatiVE control transport positl’ve control negat’we control transport DOS‘I'I\FE contral

Abb. 10: S. commune vermittelte Neuverteilung von Radionukliden. Split plates wurden ohne Metall (Sr links, Cs rechte Grafik)
auf beiden Seiten als negative Kontrolle, im Experiment auf der rechten, nicht inokulierten Seite der Platte (Mitte), bzw. mit Me-
tall (linke Seite des Transport-Experiments, mittlere Grafik) oder auf beiden Seiten der positiven Kontrolle (rechte Grafik) ver-
setzt und jeweils nur die linke Seite mit S. commune beimpft. Nach 14 Tagen wurde Mycel von der linken (hellgrau) bzw. rech-
ten (dunkelgrau) Seite der geteilten Platte entnommen und die Sr/Cs-Gehalte analysiert. Hiermit konnte ein Transport tber
mehrere Zentimeter im Mycel gezeigt werden, der nicht auf Diffusion beruhen kann, da die Barriere mit Lufthyphen Gberwunden
wurde.
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Die Antwort von S. commune auf Schwermetalle fihrte zu einem veranderten Transkriptom.
Hier waren besonders die Expression von Genen, die fir Transporter bzw. Proteinen zur Sek-
retion von organischen Molekilen kodieren, stark reguliert (Abb. 11). Die Metall-vermittelten
Anderungen konnten auf intrazelluldre Signaltransduktion Uiber den Phosphytidylinositolphos-
phat-Weg zurtickgeflhrt werden (Murry et al., 2021).

down-regulated up-regulated

= Hypothetical proteins = Poorly characterized = Aldolase Oxidase = Kinase
= Hydrolase = Phosphatase = Proteinase = Amidase = Reductase

= Peptidase = Transferase = Synthase = Ligase Dehydrogenase

Metalloprotease = Phosphoglycan = NAD-binding = Cytochrome

= Zinc ion binding = Cell cycle = Stress response = Protein transport = Signaling

Secretory pathway Cytoskeleton Ribosomal proteins

Abb. 11: Transkriptionsanalyse von S. commune nach Exposition auf Boden, der Cd, Sr, Cs und Zn-reich war.

Die intrazellulare Veranderung kénnte zu einer Anpassung flhren, die ebenfalls geanderte
Profile zur Folge hat. Daher wurde eine Adaptation an Metalle im Medium durch seriellen
Transfer vorgenommen. Die resultierenden, an erhdéhte Schwermetall-Konzentrationen ange-
passten Stdmme zeigten eine Kreuztoleranz zu anderen, vorher nicht gegebenen Metallen
(Abb. 12). Fur den an Cs adaptierten Stamm wurde gezeigt, dass diese Anpassung mit einer
Veranderung der aktiv transkribierten Gene einhergeht (Traxler et al., 2022; Traxler, 2021).
Dieser Stamm zeigte eine h6here Schwermetalltoleranz sowie ein verandertes Transkriptions-
profil, das metabolische Anpassungen nahelegt

8

T
&
m 12-43
m H20 adapted
4 E u Cd adapted
= Zn adapted
£
g = 5r adapted
b m Cs adapted
1]
Water cd Zn Sr Cs

Treatment

Abb. 12: Kreuztoleranz gegeniiber Schwermetallen in an jeweils ein Metall adaptierten Stdmmen von S. commune.
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Saulenversuche und Tracerexperimente als Grundlage fiir die reaktive Transportmodel-
lierung.

Die durchgefiuihrten Saulen- und Transportversuche konnten erfolgreich aufzeigen, welches
Potenzial die Verwendung von S. commune in der Remediation von ex-situ-Materialien mit
radioaktiven Kontaminationen hat (Abb. 13). Dabei wurde unter anderem gezeigt, welche Ef-
fizienz die Hyphenexsudate in der Mobilisierung von Elementen haben und inwieweit S. com-
mune als Organismus zu einer Extraktion von Metallen aus verschiedenen Substraten im-
stande ist Uber den Transport in der rein wassrigen Phase hinweg. Zudem flhrte sowohl die
Verwendung der Hyphenexsudate als auch die Anwesenheit von S. commune auf dem Bo-
denmaterial zu einer erhéhten Bioverfligbarkeit der untersuchten Metalle. Durch die Verande-
rungen des Porenraums beim Wachstum von S. commune kann die Permeabilitat signifikant
beeinflusst werden, wobei die Ergebnisse in den kleinmalstablichen Saulenversuchen nicht
eindeutig sind, aber tGberwiegend eine Permeabilitatsreduktion beobachtet wurde (siehe Dis-
kussion in Kapitel 11.2.3).

N Verbindung/ Element | Konzentration Verbindung/ Element | Konzentration 500
e Acetat [mg/L] 38920 Mnlpg/L] 03 =R A
- jossendort |
1; Propionat [mg/L] 65,0 Fe [ug/L] 40 500 |
Formiat [mg/L] 47,0 Ni [ug/L] 209,0 14.68 Hg
' Pyruvat [mg/L] 04 Cu [pg/L] 96 o (21 1 o )
S Chlorid [mg/L] 20 Zn [ug/L] 385 3 =5
>
- Nitrit [mg/L] 04 Rb [ug/L] 24 5 e
X Sulfat [mg/L] 520 Srlug/l] 74 [P
N o ’ 200
\4 . _} Oxalat [mg/L] 10,7 Zr [pg/L] 12 \/ 353 ug
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Abb. 13: (links) Schematischer Aufbau der Saulenversuche mit Injektion des konservativen Tracers (KBr) zur Bestimmung der
hydraulischen Parameter. (Mitte) Zusammensetzung der in den Saulenexperimenten verwendeten der Hyphenexsudate. (Abbil-
dungen verandert nach Képpner (2023).
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Abb. 14: Reaktion der Materialen aus Rossendorf und Rheinsberg auf die Injektion von Hyphenexsudaten, Mobilisierung von Fe
(oben) und Al (unten) aus dem geogenen Material/Kutanen (Abbildungen verandert nach Koppner (2023).

Mit der Verwendung von Hyphenexsudaten fiir die Mobilisierung von Fe-, Al- Phasen (Abb.
14) und Mn-Phasen (nicht gezeigt) und daran gebundene Schadstoffe wurde zudem das Prob-
lem gel6st, im Boden gewachsene Hyphen von S. commune fir einer Verringerung der Kon-
tamination in einem separaten Schritt extrahieren zu missen. Fir die Erstellung eines Vorher-
sagemodells zur Abschatzung der Remediationseffizienz sollten weitere Versuche
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durchgeflihrt werden. Hierflr waren unterschiedliche Zusammensetzungen der Exsudate, ab-
hangig von der Wachstumszeit von S. commune, sowie gezielte Versuche mit den in den
Exsudaten enthaltenen organischen Sauren von Interesse. Eine Kombination aus Exsudaten
und bewahrten chemischen Behandlungsmethoden fir kontaminierte Béden ware ebenfalls
von Relevanz fir die Abschatzung der Remediationseffizienz.

Wachstumsoptimierung fiir S. commune auf den Substraten Rossendorf und Rheins-
berg. Der fir die Untersuchungen ausgewahlte Pilz S. commune wurde auf Nahrmedien mit
Bodenmaterial bzw. direkt ohne Agar auf dem Substrat in Kontakt mit Luft inokuliert. Im letzte-
ren Fall wurden flissige Medien und verschiedene Substrate zugegeben. Tatsachlich war auch
ohne Zugabe weiterer Nahrstoffe das Wachstum bereits optimal. Dabei zeigt sich ein etwas
schnelleres Wachstum auf dem Bodensubstrat aus Rossendorf, dieser Unterschied ist aber
unerheblich (beispielhalft sind einmal unterschiedliche Glukosekonzentrationen und einmal
unterschiedliche Substrate flr holzzersetzende Pilze gezeigt; Abb. 15). Das Wachstum direkt
im Boden konnte, auch wenn wenig extern sichtbares Mycel vorhanden war, mittels DNA-Ex-
traktion und gPCR auch quantifiziert werden. Hierbei wurde Wachstum in den verschiedenen
Bereichen bestimmt. So waren (trotz hoher Standardabweichung, die hier durch die Extraktion
auftritt) auf Rossendorf-Substrat im Mittel an der Oberflache 5,64 ng/ul, in der Mitte 7,48 ng/pl
und an der Auflenwand 4,37 ng/ul spezifische DNA von S. commune, wahrend bei Rheins-
berg-Substrat an der Oberflache 54,13 ng/ul, in der Mitte 36,86 ng/ul und an der Wand 41,25
ng/ul Schizophyllum-DNA gewonnen wurde. Hier zeigte sich also klar ein besseres Wachstum
auf dem Substrat aus Rheinberg; ein komplettes Durchwachsen des gesamten Bodenkdrpers
konnte aber in allen Fallen gezeigt werden.

B 1
: . — 209/ Cellulose
i i © 09/ Glucose g B : 5 g/l Cellulose
8 s — 0,625 g/l Glucose _ ¢ ) 1,25 g/l Lignin
E6 1 1,25 g/l Glucose  § 0,31 g/l Lignin
a2 4 7 = ; 2,59/l Glucose 2 4 f ~ 50 g/l Holzspéne
= il 59/ Glucose £ 2 = 12,5 g/l Holzspane
0 1 3 7 9 0 3 5 9 1 10 g/l Glucose

Abb. 15: Wachstum auf Substrat aus Rossendorf (A) und Rheinsberg (B). Getestet wurde, ob Zugabe von weiterem Substrat
das Wachstum verbessert. Dabei sind unterschiedliche zugegebene Glucosekonzentrationen (A) bzw. verschiedene Substrate
des ligninolytischen Abbaus (B) untersucht. Magentaboxen mit bewachsenem Boden sind eingefugt.

Metagenom- und Mikrobiomanalysen. In den Wachstumsexperimenten in Mesokosmen,
wie sie auch zur Optimierung des Wachstums genutzt wurden, konnte die Entwicklung des
vorhandenen Mikrobioms in Abhangigkeit von der Inokulation mit drei unterschiedlichen Stam-
men von S. commune verfolgt werden. Wie schon in den vorigen experimentellen Ansatzen
wurde ein Dikaryon (S. commune 12-43 x 4-39), ein Monokaryon (S. commune 4-39) sowie
ein Stamm, der Laccase Uberexprimiert (S. commune Y) eingesetzt. Verglichen wurden diese
Ansatze mit den ebenso behandelten, aber kein Inokulat enthaltenden Lésungen im Boden-
substrat (Control).

Nach Extraktion der Sequenzen fir die ITS-Region in den Genen, die fiur die 18S rDNA der
Pilze kodieren, konnte eine hohe Diversitat bestimmt werden, die verschiedene Klassen und
Ordnungen umfasst. Erwartungsgemaf sind Ascomyceten (rote und rotbraune Farben) und
Basidiomyceten (beige und schwarz-braune Farben) mit insgesamt 75 % in beiden Substraten
vorherrschend. Dabei unterscheiden sich aber die Verhaltnisse sowohl in den vergleichbaren
Proben bei tO wie auch im Zeitverlauf stark. Dies wird auf die Mycelien, die die Bodenpartikel
bei der Einwaage zusammenhalten kénnen, zurtickgefiihrt. Die beiden Substrate unterschei-
den sich deutlich, eindeutige Trends sind aber zuzuweisen (Abb. 16). Lediglich eine Dominanz
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von Schimmelpilzen der Sordariamycetes in Rossendorf und der hefeartigen Saccharomyco-
tina im Substrat von Rheinsberg lasst sich am Ende der Inkubationszeit klar zuordnen. Die
Biodiversitat der Pilzgemeinschaften verringerte sich wahrend der Versuchslaufzeit in Teilen
(Abb. 16). Dabei war die Gruppe der Ascomycota ein klarer Profiteur (v.a. Sordariomyceten),
wahrend die Gruppe der Basidiomycota, zu der auch S. commune gehért, in ihren relativen
Anteilen eingeschrankt (Rossendorf) oder deutlich (Rheinsberg) reduziert wurde (Abb. 16).
Dieser Umstand kann als Hinweis auf unglinstige Wachstumsbedingungen fir S. commune in
den Testsubstraten gedeutet werden. Diese Bedingungen werden wahrscheinlich von konkur-
renzstarken Bodenpilzen hervorgerufen, die in den Substraten dominant sind und das Wachs-
tum von S. commune einschranken.

Bei Betrachtung der Sequenzen fir die 16S rDNA konnten die bakterielle/archaelle Gemein-
schaft zugeordnet werden. Im Substrat aus Rossendorf machten die Proteobacteria (rote Far-
ben) knapp 30 % der Gemeinschaft aus, wahrend diese Klasse im Substrat aus Rossendorf
einen hoheren Anteil von ca. 35 % stellt. In beiden Substraten waren Actinobacteria (orange
Farben) mit ca. 10 % vertreten, wahrend Firmicutes (gelbe Farben) ca. 20 % und Cyanobac-
teria mit ca. 5 % vertreten waren. Bacteriodetes (blau) stellten mit 20 % im Rossendorf- und
ca. 15. % im Rheinsbergsubstrat eine weitere gréere Gruppe. Eine leicht erhdhte alpha-Diver-
sitat ist mit dem etwas gréReren Anteil anderer Sequenzen (graue Farbe) sichtbar, die fir Se-
quenzen mit einem Gesamtanteil von unter 0,5 % stehen. Insgesamt glichen sich die Ansatze
aber; ein deutlicher Unterschied auf Ebene der bakteriellen Klassen konnte nicht beobachtet
werden (Abb. 17). Wahrend die relativen Anteile der ubiquitédren Bacteroidota und Firmicutes
abnahmen, erhéhten sich die relativen Anteile der Verrucomicrobiae und Chloroflexi (Abb. 16),
welche zuvor in anderen kontaminierten Substraten identifiziert wurden (Hemmat-Jou et al.,
2018). Insgesamt erhdhte sich die bakterielle Biodiversitat in den Substraten wahrend des
Versuchszeitraumes leicht. Im Zeitverlauf konnten zunéachst (t1) die anaeroben Vertreter (Fir-
micutes, gelb) profitieren, wahrend zum Zeitpunkt t2 die zur Stickstofffixierung und oxygenen
Photosynthese befahigten Cyanobacteria einen deutlichen Zuwachs zeigten. Zum letzten Pro-
benahme-Zeitpunkt (13) ist der Anteil der Proteobacteria, Firmicutes sowie Cyanobacteria deut-
lich zurlickgedrangt, wahrend Actinobacteria und (teilweise schon zum Zeitpunkt t2) Verruco-
microbia sowie Planctomyces nun profitieren. Diese Trends sind in beiden Bodentypen zu be-
obachten.

Rossendorf 0 I 0
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Abb. 16: Pilzliches Mikrobiom in Mesokosmen uber die Zeit (10 bis t3) in Abhangigkeit von der Inokulation mit unterschiedlichen
Stémmen von S. commune (Dikaryon, Monokaryon, +Laccase).
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Insbesondere die Cyanobacteria sind aber deutlich eingeschrankt durch die Inokulation des
Rossendorf 10

Laccase-uberexprimierenden Pilzes.
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Abb. 17: Bakterielles Mikrobiom in Mesokosmen Uber die Zeit (t0: 11/22; t1: 6/23; t2: 1/24, t3: 4/24) in Abhangigkeit von der
Inokulation mit unterschiedlichen Stdmmen von S. commune (Dikaryon, Monokaryon, +Laccase).

Abbau von organischen Kontaminanten in co-kontaminierten Substrat durch S. com-
mune. Da es sich auch um co-kontaminiertes Material handelte, das neben der Belastung mit
Radionukliden auch PAKs enthielt, wurde die Fahigkeit des Weilfaulepilzes, der mit Lignin
auch zyklische Kohlenwasserstoffe umsetzen kann, untersucht. Hierflr wurde ein Stamm ein-
gesetzt, der durch Uberexpression des Gens fiir Laccase hier besonders geeignet schien (OE
Icc2). Daneben kam ein neu erzeugter, an Sr adaptierte Stamm zum Einsatz (Sr-ada). Es
zeigte sich, dass das Dikaryon, moglicherweise aufgrund der im Dikaryon hochregulierten Lac-
caseexpression, sowie der Uberexpressionsstamm die im Vergleich besseren Raten der Ent-
fernung der organischen Kontaminanten aufwiesen (Abb. 18).

% 100

0 ‘l‘ “| ‘|‘ ‘|‘ “‘

Control OE lcc2 12-43x4-39 Sr-ada

Abb. 18: Entfernte PAKs (%) im Vergleich zur Kontrolle, dem haploiden Stamm (EVC), einer Laccase Uberexprimierenden Vari-
ante (OE Icc2), dem Dikaryon (12-43 x 4-39) und der an Sr adaptierten Version von S. commune. Phenanthren (griin), Fluoran-
then (orange), Pyren (blau) und die Kombination der organischen Kontaminanten (grau) wurden bestimmt, jeweils in der im
Bodensubstrat vorliegenden Konzentration (hellere Farbe) sowie in einer 10fach héheren Konzentration (dunklere Balken).
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Dabei zeigten alle Stamme ein gutes Wachstum, das allerdings den Einfluss der PAKs spie-
gelte. Um die intrazellularen Mechanismen im Umgang mit den Stressoren zu testen, wurden
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weiterhin Genexpressionsanalysen durchgefiihrt. Dazu wurden drei Gene ausgewahlt, deren
Expression im Vergleich von Wachstum auf Minimalmedium zu Wachstum auf dem co-konta-
minierten Boden getestet wurde. Sowohl die Uberexpression der Laccase (sichtbar als 20fach
starkere Expression) als auch die Adaptation an Schwermetallstress flhrten zu einem deutlich
verringerten zellularen Stress, sichtbar in der geringeren Expression der Stressantwort-Gene
gst und mfs. Durch die Autofluoreszenz der PAKs war es auch moglich, die Aufnahme sowie
den Transport von PAKs in Hyphen zu zeigen (Abb. 19). Dabei wurde eine Deponierung in
geschwollenen Hyphenspitzen beobachtet, die sogar aufplatzten. Diese Aufnahme deutet auf
einen langsamen Abbau hin, der hier Konkurrenz mit anderen Bodenorganismen um die Ab-
bauprodukte als Nahrstoffe bewirken kdnnte.

]

Abb. 19: Mikroskopie der Hyphen von S. commune, der mit Phenanthren gewachsen war. Unterschiedliche Stadien der Auf-
nahme, des Transports und der negativen Wirkung auf Hyphenspitzen sind gezeigt.

-~

Wachstumsmonitoring mittels LC-OCD-OND. Mittels LC-OCD-OND wurde untersucht, ob
der Einfluss von S. commune auf das naturliche organische Material (NOM) PAK belasteter
Bodenproben nach zwei Monaten Wachstum in Abhangigkeit verschiedenen Stamme nach-
gewiesen sowie Aussagen Uber den PAK-Gehalt getroffen werden kénnen. Um ebenfalls den
Einfluss auf die physikochemischen Eigenschaften zu untersuchen, wurden der pH-Wert und
die Leitfahigkeit aller Proben bestimmt. Die Ergebnisse der Chromatogramme zeigen einen
vollkommenen Abbau der zugegebenen Nahrldsung bei gleichzeitig hoher Konzentration an
Abbauprodukten (Biopolymeren). Organische Sauren konnten nicht detektiert werden. Eine
Abnahme von PAK kann indirekt Uber eine Abnahme des Bypass-Signals, in dem der hydro-
phobe Anteil enthalten ist, abgeschatzt werden. Ein detaillierteres Monitoring Gber 14 Tage
Wachstumszeit bei dem erganzend die Bildung organische Sauren mittels IC, die physikoche-
mischen Eigenschaften pH und Leitfahigkeit sowie Elementbestimmungen mittels ICP-MS in
der Bodenlésung zur Ableitung von Alterationsprozessen des Bodenmaterials durch das
Pilzwachstum durchgefihrt wurden, zeigten einen vollkommenen Abbau der zugegebenen
Nahrlésung innerhalb von 5 Tagen, einen voribergehenden Anstieg von organischen Sauren
und eine konstant Gber 14 Tage steigende Konzentration von Stoffwechselnebenprodukten
(Biopolymeren). Uber den Versuchszeitraum wurde eine Mobilisierung von Schwermetallen
mit anschlieRender Immobilisierung festgestellt. Im Vergleich zum Wildtyp, wuchs der Laccase
Uberexprimierte Stamm besser auf dem Bodenmaterial.
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1.3 Darstellung des wahrend des Vorhabens bekannt gewordenen Fortschritts auf
diesem Gebiet bei anderen Stellen

nichtzutreffend

.4 Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit der Ergebnisse

(1) Die Ergebnisse zeigen konkrete Mdéglichkeiten zur Vorbehandlung von kontaminierten
Standorten und die Parametrisierung von Transportmodellen auf. Die im Projekt RENA unter-
suchten Substrate zeigen trotz ihrer ahnlichen geologischen Vergangenheit schon direkte Un-
terschiede bzgl. der mikrobiologischen Behandlung auf, welche den Erfolg der Sanierungs-
strategie verbessern, aber auch einschranken kann. Ein wichtiger Aspekt bei den Untersu-
chungen ist das Upscaling von Kleinstsaulenversuchen zur optimalen Ortsauflésung im pCT
bis hin zu Freilandversuchen. Die Heterogenitat der Geomaterialien war in diesem Projekt sehr
eingeschrankt und allgemeingtiltige Aussagen im Sinne von ,Endgliedern“ dieser Heterogeni-
tat kénnen nur sehr eingeschrankt erfolgen. Das methodische Protokoll wurde im Rahmen des
Projektes um eine potentielle Vorbehandlung mit Hyphenexsudaten zur Erhohung der Biover-
fugbarkeit erweitert.

(2) Die Projektergebnisse zur Fluiddynamik zeigen das komplexe Wechselspiel zwischen
Pilzwachstum und eindringen von Hyphen in die Porenstruktur, welche zu einer Veranderung
des Korngerusts und somit der Fluiddynamik fuhrt. Die neu gewonnenen methodischen Pro-
tokolle zur Visualisierung von Hyphen in einer silikatbasierten Porenraumgefiige sind héchst
innovativ und die Daten werden als Trainingssatze fir die Anwendung von Kl und ML verwen-
det werden. Dies ermdglicht eine direkte Anschlussfahigkeit, da mit den gezeigten experimen-
tell-analytischen Strategien quantitative Daten fiir eine breite Palette von Fragestellungen im
Bereich des reaktiven Transports und des Entsorgungs-/ Remediationsumfeldes beantwortet
werden konnen. Insbesondere die Anwendung in Ungleichgewichtssystemen mit unterschied-
licher Kinetik der Oberflachenreaktivitat sind direkt adressierbar, um eine Vielzahl von Materi-
aloberflachen und unterschiedliche Reaktionen (Lésung, Fallung, Sorption) zu analysieren.

(3) Die Ergebnisse wurden auf internationalen Tagungen vorgestellt und in der Fachcommu-
nity diskutiert. Die aktive Teilnahme der Promovierenden sowie ihre Einbindung in Lehr- und
Graduiertenkollegsaufgaben an der Universitat ermoglichten das Hineinwachsen in die wis-
senschaftliche Gemeinschaft und sind ein weiterer Baustein fir den Kompetenzerhalt im Be-
reich der nuklearen Entsorgung und des reaktiven Transports.

1.5 Zusammenarbeit mit anderen Stellen auBerhalb des Verbundprojektes

e Teilnahme an Kursen des Graduiertenprogramms der Universitat Jena

e Austausch wahrend der Doktorandenkurse innerhalb des Verbundprojekts TRAVARIS

e Austausch wahrend der von PTKA organisierten Veranstaltungen KERNthemen 2023
und Projekttragerstatusgesprach 2023

.6 Veroffentlichungen, Vortrdage Referate, etc.
Veroffentlichungen:

1) Bogdanova O, Kothe E, Krause K. 2023. Ectomycorrhizal community shifts at a former
uranium mining site. J Fungi 9, 483.

2) Brangsch H, Holler M, KrauBe T, Waqas M, Schroeckh V, Brakhage AA, Bunk B, Spréer
C, Overmann J, Kothe E. 2022. Extremophile metal resistance: plasmid-encoded func-
tions in Streptomyces mirabilis. Appl Environ Microbiol 88, e0008522.
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5)

Costa FS, Langenhorst F, Kothe E. Biomineralization of nickel struvite linked to metal
resistance in Streptomyces mirabilis. Molecules 27, 3061.Harpke M, Kothe E. 2023. Bio-
film formation in Gram-positives as an answer to combined salt and metal stress. J Basic
Microbiol. doi: 10.1002/jobm.202300149.

Murry, R., Traxler, L., Pétschner, J., Kriger, T., Kniemeyer, O., Krause, K., & Kothe, E.
(2021). Inositol signaling in the basidiomycete fungus Schizophyllum commune. J Fungi
7,470.

Traxler L, Shrestha J, Richter M, Krause K, Schéfer T, Kothe E. 2022. Metal adaptation
and transport in hyphae of the wood-rot fungus Schizophyllum commune. J Hazard Mater
425, 127978.

Konferenzvortrage:

Lena Samhammer, Susanne Lehmann, Thorsten Schéafer: uCT monitoring of growth
of S. commune in artificial pore space. RENA Doktorandenworkshop Leipzig 3.-
4.11.2023, Poster.

Lea Traxler, Levke Petersen, Nicolas Kdppner, Thorsten Schafer, Erika Kothe: The re-
mediation potential of Schizophyllum commune in different contaminated soils.
Sanierungskolloquium 5.-6.10.2023 in Jena.

Betreute Abschlussarbeiten:

Jordis Schuchardt. 2021. Mikrobielle Interaktion: Analyse von Wasser aus Braun-
kohlefloBen und Erstellen von Pilz-Bakterien-Interaktionen. Bachelorarbeit, Fried-
rich-Schiller-Universitat Jena.

Linda Schonfeld. 2022. Anwendung von SYBR Green | zur Differenzierung von an-
organischen Nanopartikeln und Biokolloiden in der Fluoreszenz-Nanopartikel-
Tracking-Analyse (Fluo-NTA). Bachelorarbeit, Friedrich-Schiller-Universitat Jena.

Tilman Kinkelin. 2022. Tritrophe Interaktion von Serpula lacrymans mit Schizo-
phyllum commune und Bacillus subtilis. Bachelorarbeit, Friedrich-Schiller-Universi-
tat Jena.

Victoria Patricia Hory. 2023. Untersuchung des Einflusses verschiedener Kohlen-
stoffquellen auf das Wachstum von Schizophyllum commune in kontaminierten
Boden. Bachelorarbeit, Friedrich-Schiller-Universitat Jena.

Anna Lena Windrich. 2023. Untersuchung der Aufnahme von Selen in Phaseolus
vulgaris var. nanus und der Interaktion von Selen mit Wurzelexsudaten. Bachelo-
rarbeit, Friedrich-Schiller-Universitat Jena.

Nicolas Kdppner. 2023. Untersuchung von Schadstofftransporten in Sdulenversu-
chen mit Schizophyllum commune fiir die Entwicklung von Bioremediationsan-
satzen radioaktiv kontaminierter Boden. Masterarbeit, Friedrich-Schiller-Universitat
Jena.

Levke Petersen. 2023. Growth and degradation capacities of Schizophyllum com-
mune. Masterarbeit, Friedrich-Schiller-Universitat Jena.

Lea Chavah Traxler. 2021. The potential of Schizophyllum commune for mycore-
mediation at the Chernobyl Exclusion Zone. Dissertation, Friedrich-Schiller-Univer-
sitat Jena.

Flavio Silva Costa. 2023. Biomineralization capabilities of Streptomyces mirabilis
P16B-1: Insights into struvite and nickel-struvite synthesis and their implications. Dis-
sertation, Friedrich-Schiller-Universitat Jena.

Lena Samhammer. 2023: Der Einfluss des Wachstums von Schizophyllum com-
mune auf das Boden-Porenraumgefiige im Hinblick auf einen
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Bioremediationsansatz — Rontgenmikroskopische Untersuchungen unter Einbe-
ziehung der Bodenphysikochemie und Petrographie. Masterarbeit, Friedrich-Schil-
ler-Universitat Jena.
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