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» WUl3te ich genau, wie dieses Blatt aus seinem Zweige kam,

schwieg ich auf ewige Zeit still, denn ich wufite genug.”

Hugo von Hoffmannsthal

1 Einleitung

1.1. Vorwort

Bodenmikroorganismen sind nicht nur fur die Produktivitét und Stabilitét von land- und forstwirt-
schaftlich geprégten Landnutzungssystemen bedeutsam, sondern sie erfiillen dartiberhinaus wichtige
Funktionen in den globaen Stoffkreidaufen. Daher ist es flr das Versténdnis terrestrischer Systeme
von grofl3er Notwendigkeit, die an den Stoffkreidaufen beteiligten Organismen zu identifizieren und
den Beitrag einzelner Arten bzw. Gruppen zu messen. Dies erlangt besondere Wichtigkeit vor dem
Hintergrund von politisch oder wirtschaftlich bedingten Landnutzungsanderungen, Schadstoffeintré-
gen und ,,globaem Wandd"“.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sch mit der Erweiterung von Lipid-Biomarker Methoden zur
Charakteriserung von mikrobiellen Gemeinschaften einersaits und mit der Anwendung des erwelter-
ten Methodenspektrums auf bodendkologische Fragestellungen anderersaits. Dabel werden oxische
und anoxische Horizonte in Moorokosystemen betrachtet, um den Einflul? der Wiederverndssung auf
mikrobidlle Gemeinschaften bel der Rekultivierung von degradierten Niedermooren zu untersuchen.

1.2. Biomarker zur Beschrelbung der Struktur und Funktion mikrobidler Gemenschaften

in Bodentkosystemen

Das heutige Wissen zur Physiologie der verschiedenen Bodenmikroorganismen beruht zum Gberwie-
genden Tal auf Laborstudien mit Reinkulturen. Beschrelbungen ihrer verschiedenen biochemischen
Charakterigtika fullen mehrbéandige Werke, wie “The Prokaryotes’ (Baows et al., 1992). Bel ¢
nauer Betrachtung fdlt jedoch auf, dald wir in der Regd auf die Frage, welche Mikroorgansmen in
bestimmten Habitaten in welchem Malie zu den gemessenen Stofffllissen oder Leistungen beitragen,

keine oder nur unvollstandige Antworten haben. Fur dieses Unwissen gibt es zwel Hauptursachen.
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Zum einen konnten bisher, was die Struktur von mikrobidlen Gemenschaften anbdangt, nur etwa
1% der in Boden vorkommenden Mikroorganismen kultiviert werden (Torsvik et al., 1990; Amann
et al., 1995), zum anderen liefern Laboruntersuchungen an Reinkulturen lediglich Einblicke in das
héufig breite Potentid der jeweils untersuchten Organismen. Physologisches Potentia ist natlrlich
nicht gleich der rediserten Funktion im Bodendkosystem.

Die Entwicklung von mikrobidlen Biomarkern hat in den letzten zehn Jahren zu einer verbesserten

Verkntpfung von Struktur und Funktion von Mikroorganismengemeinschaften in Bodenokosystemen

beigetragen (Boschker et al., 1998; Van Elsas et al., 1997; Schloter et al., 1998). Unter dem Be-
griff “Biomarker” wird in diesem Zusammenhang jegliche biologische Komponente versanden, die
en charakterigisches Merkma ener besimmten mikrobiellen Gemeinschaft anzeigt (Morgan und
Winganley, 1997). Als mikrobielle Biomarker werden in der Bodenokologie die biochemischen
Baugteine von Zdlen, wie z.B. DNA, RNA, Phosphoalipide und Quinone herangezogen.

Wete Verbratung hat die Analyse des 16S rRNA Gens und die Bestimmung von Phospholipiden
bel der Charakteriserung von Bodenmikroorganismen gefunden. Untersuchungen des 16S rRNA
Gens (ca. 1500 Nukleotide) ermaglichen nach erfolgter Sequenzierung eine phylogenetische Che-
rakteriserung von Bodenmikroorganismen. Darauf aufbauend konnen fluoreszenzmarkierte Oligonu-
kleotidsonden (15-22 Basen) zur Detektion und Quantifizierung von spezifischen Mikroorganismen
eingesetzt werden (Fluorescence in situ hybridization: FISH). Solche Zdlen, welche die zur Sonde
passenden 16S rRNA Regionen enthdten, werden durch die Hybridiserung farblich markiert, so
dal? neben der taxonomischen Identifizierung Morphologie und Lokdiserung der Zelen im Habitat
festgestd |t werden kdnnen (Hartmann et al., 1997). Durch die Verknipfung von FISH und Autora-
diographie kann zudem die Aufnahme von radioaktiv markiertem Subdtrat in die Mikrobenzelen
verfolgt werden (Lee et al., 1999), womit auch der Frage nach der in situ-Funktion von mikrobiel-
len Populationen nachgegangen werden kann.

Ferner and Phospholipide ds wichtige Biomarker in der Bodendkologie anzusehen. Diese sind in
ihrer Eigenschaft ds Membranlipide Bestandteile dler lebenden Zellen, kommen nicht as Speicherli-
pide vor und unterliegen hohen metabolischen “turn-over” Raten. Sie Snd zudem quantitativ extra-
hierbar und werden nach dem Zelltod rasch durch Phospholipasen abgebaut (Tunlid und White,
1992; White et al., 1996).
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1.3. Pospholipidfettsduren (PLFA) als Biomarker fur mikrobielle Gemenschaften in Bo-

dentkosystemen

Phospholipide snd nicht nur geeignete Biomarker fir die Quantifizierung von lebender mikrobieller
Biomase in Sedimenten (White et al., 1979), Komposten (Hellmann et al., 1997; Gattinger et al.,
1997; Gattinger et al., 2000) und Boden (Zelleset al., 1992), sondern anhand der an das Glycerin-
gerlist angehangten, taxonomisch bedeutsamen Phospholipidfettsduren (PLFA; Abb. 1) kdnnen se
zur Bestimmung der mikrobiellen Diversté in Bodenokosystemen herangezogen werden (Korner

und Laczko, 1992; Tunlid und White, 1992; Zelles et al., 1992; Zelles, 1999a).

|l .
O/P—O/\/ NH,
— \

CH, o)

\/\/\/\/\/\/\/\C —O—T—H

Abbildung 1: Dar stellung eines C1-Cys-Acylphospholipids (Dipal mitylphosphatidylethanolamin), char akteri-
stisch fur Bacteriaund Eucarya

Dabe wird eine Klassfizierung von Bodenmikroorganismen dadurch erreicht, indem die abgetrem-
ten Fettsauren nach funktionellen Gruppen (Kettenstruktur, Sitigungsgrad und OH-Subgtitution)
separiert werden (Zelles et al., 1992; Zdles und Bai, 1993). Die phylogenetische Klassfizierung von
Mikroorganismen gemd3ihrer “natrlichen” Verwandtschaftsbeziehung unterstiitzt die Vermutung,
dal3 die Fettsdure-Synthesawege in taxonomisch verwandten Gruppen dhnlich sind. Folglich konnen
Fettsaureprofile (= PLFA-Prafile) von nicht kultivierten Mikroorganismen auf die ihrer kultivierten
Verwandten zuriickgeftihrt werden. In Tab. 1 sind die in Bodentkosystemen am héufigsten auftre-
tenden PLFA und deren Indikatorfunktionen fir die jewelligen Organismen dargestellt.
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Tabelle1: Zusammenstellung von Fettsiuren (Fraktionen sind fettgedruckt, Subfraktionen in Standard), deren
Abkurzungen und ihre Indikator funktionen (nach Zelles, 1999a)

Abkilrzung [Beschreibung der Fettsiure (FS) Indikator fir, isoliert aus
PLFA Phospholipidfettsduren Mikrobielle Biomasse
EL-SATFA Estergebundene geséttigte FS Bacteria, Eucarya
-nor Geradkettige FS Bacteria, Eucarya
-bra Methylverzweigte FS Gram-positive Bakterien
-cy Cyclopropylverzweigung Gram-negative: Rhodospirillum, Cromatium
Gram-positive: Clostridium, Bifidobacterium
EL-MUFA Estergebundene einfach ungeséttigte FS
16:1w6 Position der Doppelbindung Typ | Methanotrophe
18:1w8 Position der Doppelbindung Typ Il Methanotrophe
EL-PUFA Estergebundene mehrfach ungeséttigte FS Eucarya, Cyanobakterien
EL-PLOH Estergebundene Hydroxy-substituierte FS
-a Hydroxy-Substitution am C;-Atom neben Pseudomonas, Gram-negative, Actimycetales
Carboxylende
-b Hydroxy-Substitution am C,-Atom neben Mycobacterium
Carboxylende
-w Hydroxy-Substitution am endsténdigen C-Atom Pilze
NEL-UNSFA  [Nicht-estergebundene geséttigte FS Clostridium, Eucarya
NEL-UNOH Nicht-estergebundene Hydroxy-substituierte FS Bacteroides/Flavobacterium
-a Hydroxy-Substitution am C;-Atom neben Fhingomonas, Candida
Carboxylende
-b Hydroxy-Substitution am C,-Atom neben Bacteroides/Flavobacterium
Carboxylende
-myl Mycolinsaure (b-Hydroxy, a-V erzweigung) Mycobacterium, Nocardia

PLFA-Profile erweisen sch zwar ds sehr niitzlich beim Ergtdlen von “fingerprints’ von komplexen
mikrobiellen Gemeinschaften und beim Vergleich von Populationen, doch werden zur Interpretation
jene Biomarker herangezogen, die in Reinkulturen bestimmt worden sind. Umgekehrt besteht das
Problem, Beweise zu erbringen, dal? eine enzelne Fettsaure ausschlieldich in einer einzigen Gattung
oder Art auftritt. So kommt die Fettséure 16:1w6 nach Anscht von Bowman et al. (1991), Sundh
et al. (1995) und Boon et al. (1996) nur in Methanotrophen des Typs | vor (s. Tab. 1). Aufgrund
diesr Sachverhdte empfiehlt es sch eher, mehrere, zu funktiondlen Gruppen zusammengefade
Fettsauren, fur biologische Interpretation heranzuziehen.

Mit der PLFA-Methode werden nur Vertreter der Doménen Bacteria und Eucarya erfal¥, jedoch
keine Organismen der Doméane Archaea, welche nach Liesack et al. (1997) ebenso zu typischen
Bodenorganismen zéhlen ( s. Abb. 2). Archaeen weisen im Glyceringerist ihrer Phospholipide



Einleitung 5

Etherbindungen auf ® PLEL) und kénnen so biochemisch von Organismen der beiden anderen
Doménen unterschieden werden. Allerdings weil3 man nicht, ob Archaeen, zu denen auch die
Methanogenen zéhlen, dhnlich wie andere anaerobe Organismen, wie z.B. Clogridien und Sphingo-
monaden (Tabelle 1), nicht-estergebundene PLFA (NEL-PLFA) enthdten. Bel der Charakterise-
rung von Reinkulturen werden vorwiegend nur estergebundene Fettsduren berticksichtigt (DSMZ,
1998; Zelles, 1999g; Zelles, 1999b).

Abbildung 2: Universeller phylogenetischer Baum auf der Basisvon rRNA-Sequenzanalysen, welcher diedrel
Domanen der Biosphére Bacteria, Archaea und Eucarya zeigt (Barnset al., 1996).
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Neben der grukturdlen Diversitét eignen sch PLFA-Biomarker auch zur Beschrelbung des physio-
logischen Status von mikrobiellen Gemeinschaften. So konnen, bedingt durch Anderungen in der
Membranfluiditét, aus dem verdnderten cistrans-Verhdtnis von einfach ungesittigten Fettséuren
(MUFA) oder aus dem Verhdtnis SATFA-nor/SATFA-bra Stérungen im physiologischen Zustand
von Mikroorganismen abgelatet werden, wie es in Untersuchungen zur Wirkung von Schwermetalen
auf Bodentkosystemen Anwendung fand (Frostegard et al., 1993; Mdlter, 2000)

Wie die Arbeiten von Boschker et al. (1998) und Holmes et al. (1999) zeigen, eignen sich PLFA-
Biomarkerandysen aul3erdem fir die Untersuchung des in vitro- as auch des in siti-Abbaus von
B3C- bzw. *C-markierten Subsiraten und Xenobiotika in der mikrobiellen Gemeinschaft von Boden
und Sedimenten. So konnten Holmes et al. (1999) nach *CH,-Exposition von Waldbodensiulen
die Methanoxidation einer bisher unbekannten Bakteriengruppe durch den Nachweis von **C-PLFA
belegen.

1.4. Phospholipid-Etherlipde (PLEL ) als Biomarker flr Archaeenpopulationen

Da die Kultivierung der Doméne Archaea bisher nur aus extremen Biotopen, wie hef¥en Quelen,
permanent anoxischen oder salzgeséttigten Habitaten gelang, wurde dieser Doméne die Eigenschaft
zugeschrieben, nur aullerst “extreme’ 6kologische Nischen zu besetzen. Diese Auffassung gilt heute
nicht mehr, da Archaea sait 1992 durch Anwendung des rRNA-Ansatzes unter Einsatz spezifischer
16S rRNA Primer in zahlreichen Habitaten, einschliefdich Acker- und Waldboden (Ueda et al.,
1995; Buckley et al., 1998; Jurgens et al., 1997; Kiper, 1998; Sandaa et al., 1999), nachgewie-
sen werden konnten. Jedoch konnte man bis auf die Methanogenen, von keinem anderen Archaeum
dessen in situ-Funktion in Kulturbdden bestimmen.

Innerhab der Doméne Archaea existieren zwel gut charakteriserte phylogenetische Gruppen, bzw.
Reiche (engl.: kingdoms): die Crenarchaeota und die Euryarchaeota (Woese et al., 1990). Inner-
halb der Crenarchaeota herrscht ein einheitlicher Phénotyp vor. Kultivierte Vertreter snd thermo-
phil bis hyperthermophil, wachsen meist anaerob und nutzen Schwefd as Energiequdle (z.B Sulfo-
lobus). Bel den Euryarchaeota sind dagegen mehrere Phénotypen bekannt. So gibt es die methe-
nogenen (Ordnungen: Methanococcales, Methanobacteriales und Methanomicrobiales und die
Gattung Methanopyrus), die extrem haophilen, sowie die thermophilen, sulfatreduzierenden Orga-
nismen (Thermoplasma, Archaeglobus und Thermococcales), wobel der jeweilige Phanotyp meist

in phylogenetisch unterschiedlichen Gruppen anzutreffen i
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Es wurden zwar bereits die fir Archaeen charakteristischen Phospholipid-Etherlipide (PLEL) in eni-
gen bodentkol ogischen Arbeiten angewendet (Nichols et al., 1987; Mancuso et al., 1990; Boon et
al., 1996; Guezennec und Fida-Medioni, 1996, Reichardt et al., 1997; Wachinger et al., 2000),
doch konnte in diesen Untersuchungen nicht die mittels rRNA- und rDNA-Ansdizen gefundene Di-
vergtét von Archaeen reflektiert werden, da nur ein bis zwel PLEL-Biomarker verwendet wurden,
die zudem zu den ubiquitéren in der Doméne Archaea zéhlen.

Im Gegensatz zu den Membranlipiden der Doménen Bacteria und Eucarya, welche auf Esterbin-
dungen basieren, gebildet durch Kondensation von Alkoholen und Fettsauren, weisen die Lipide der
Archaea Etherbindungen auf (De Rosa und Gambacorta, 1994). Wéhrend dieses Kriterium langst
Einzug in die prokaryotische Systematik gehaten hat (Baows et al., 1992; De Rosa und Gamba-
corta, 1994), wurden bisher nur wenige Schritte unternommen, diesen Ansaiz zur Bestimmung von
mikrobidllen Gemeinschaften in Boden auf der Bas's von Phospholipid-Anaysen zu integrieren.

Die Kernlipide, welche aus der Abtrennung der polaren (Phospho-) Gruppe resultieren, besitzen ein
Glyceringeriigt, dessen Hydroxy-Gruppen in 2,3 Konfiguration (im Gegensatiz zur konventionelen
1,2 Konfiguration der bakteriellen oder eukaryotischen Glycerophosphatide; Jones et al., 1987) mit
zwei |soprenoid-K ohlenwasserstoffen verbunden sind (s. Abb. 3-5).

Nach Nichols und Franzmann (1992), Kates et al. (1993), Kogaet al. (1993), De Rosa und Gam+
bacorta (1994), Koga et al. (1998) und Morii et al. (1998) sind die Strukturen A-I in Abb. 3 che-
rakterigtisch fur Euryarchaeota und die Strukturen J-Q (Abb. 4 und 5), die ausschliefdich zyklische
Cadarchaeole (1-8 Cyclopentanringe) enthalten, charakteristisch fir Crenarchaeota. Das Etherlipid
A (Cy-Cyo-Archaenl) wurde bisher in dlen kultivierten Euryarchaeota nachgewiesen, wahrend die
Lipide F und G (Cyo-Cas-Archaeol und C,s-Cos-Archaeal) nur in haophilen Organismen detektiert
wurden (Kates et al., 1993; De Rosa und Gambacorta, 1994). Charakteristisch fir Methanogene,
die ebenso wie die hdophilen Archaeen ausschliefdich der Gruppe der Euryarchaeota angehdren
(Woese et al., 1990), snd die Archaeole B-E und die Caddarchaeole H und | (Abb. 3). Dabel ist
anzumerken, dal3 Hydroxyarchaeole bidang nur in der Familie der mesophilen Methanosar cinaceae
detektiert wurden (Koga et al., 1993; De Rosa und Gambacorta, 1994) und makrozyklisches Ar-
chaeol (Strukur D) nur in den hyperthermophilen Organismen der Familie der Methanococcaceae
(Koga et al., 1993; Koga et al., 1998). Struktur I, en “H-formiges’ Cadarchaeol, wurde bisher
nur in dem hyperthermophilen Methanother mus fervidus nachgewiesen (Morii et al., 1998).

Esist davon auszugehen, dal3 es eine noch groliere Vidfdt an PLEL-Strukturen in Archaeen gibt, ds
die hier dargestellte. So wiesen Mancuso et al. (1985) neben den Gy-lsoprenoiden in den PLEL
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von methanogenen Reinkulturen geringe Konzentrationen an ethergebundenen Cis- und Cous-
Isoprenoiden nach, und eine Untersuchung von Petroleum und Sedimenten deutet daraufhin, dal
Archaeen  moglicheeweise  einfach-verzweigte Cis- und  zwefach-verzweigte  Cgo-
Kohlenwasserstoffketten in ihren polaren Lipiden enthaten (Chappe et al., 1982). Holzer et al.
(1979) detektierten in der neutrden Lipidfraktion von Archaeen ene homologe Relhe von
azyklischen Isoprenoiden mit Kettenldngen von 15 bis 30 C-Atomen, die aus den entsprechend
langen Saitenketten der PLEL stammen konnten.

Auf Basis von 16S rDNA Klonseguenzen aus einer 74°C heil}en Quelle im Y dlowstone National-
park, USA, wurde eine dritte phylogenetische Gruppe innerhab der Archaea mit dem Namen
Korarchaeota definiert (Barns et al., 1994; Barns et al., 1996), von der bidang noch keine kulti-
vierten Organismen vorliegen und daher z. Zt. noch keine Aussagen Uber deren Membranlipide ge-
troffen werden kdnnen.

Es and in der Vergangenheit mehrere auf HPLC basierende Methoden zum Nachwels von Isopre-
noid-Etherlipiden in Umweltproben entwickelt worden (Nichols et al., 1987; Ohtsubo et al., 1993;
Ba und Zdlles, 1997), doch snd diese z.T. grof¥en andytischen Problemen, bzw. Limitierungen aus-
gesetzt. Zum einen gibt es noch Schwierigkeiten ba der Stabilitét der fir die UV-Detektion bendtig-
ten Etherlipid-Derivate (Q. Y. Ba, persinliche Mittellung), zum anderen werden fir diese Methode
die in den Abb. 3-5 aufgefiihrten Kernlipide as Referenz-, bzw. Standardsubstanzen bendtigt, die
bidang noch nicht kommerzid| verfiigbar snd.

Die Andyse der PLEL-Satenketten it zwar zetlich aufwendiger (De Rosa und Gambacorta, 1994),
jedoch konnen diese am salben GC/MS-System wie fir die PLFA-Analyse untersucht werden. B-
nersats kann die Gaschromatographie/M assenspektrometrie (GC/MS) weitgehend unabhéngig von
Referenzsubstanzen betrieben werden, anderersaits sind die Isoprenoid-Kohlenwasserstoffe der
PLEL as chemisch sehr stabile Substanzen zu betrachten (Holzer et al., 1979; Langworthy, 1982).
Zudem handdlt es Sch bel den Kohlenwasserstoffen um jene Stoffgruppe, die nach Mc Lafferty und
Turecek (1993) am besten massenspektrometrisch charakterisert ist.

Phospholipid-Etherlipide, bestehend aus einfach-verzweigten und unverzweigten Alkan-Saitenketten
wurden auch in hyperthermophilen Bakterien der Gattung Thermotoga (De Rosa et al., 1988; De
Rosaet al., 1989) und Aquifex (Huber et al., 1992) und in der Species Thermodesulfobacterium
commune (Langworthy et al., 1983) nachgewiesen. Diese Organismen reprasentieren innerhalb der

Doméne Bacteria die néchsten Verwandten der Archaeen. (s. Abb. 2).
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Struktur B: b-(sn-2) Hydroxyarchaeol

Struktur C: a-(sn-3) Hydroxyarchaeol
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Struktur D: makrozyklisches Archaeol
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Struktur F: C,C-Archaeol (Phytanylsesterpanylglycerol Diether)

Struktur I: “H-férmiges’ Caldarchaeol

Abbildung 3: Kernlipide (Isoprenoid-Etherlipide) in Euryarchaeota
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Struktur J: zyklisches Caldarchaeol (Caldarchaeol-1cy)

Struktur K

Struktur L

CH,OH

Struktur M

Abbildung 4: zyklische K ernlipide (I soprenoid-Etherlipide) in Crenarchaeota mit 1-4 Cyclopentanringen
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Abbildung 5: zyklische Kernlipide (I soprenoid-Etherlipide) in Crenarchaeota mit 5-8 Cyclopentanringen
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1.5. Struktur und Funktion mikrobidler Gemeinschaften in Nieder moor 6kosystemen

Moortkosysteme stehen in jingster Zeit im Blickpunkt der biogeochemischen Forschung. Haupt-
grinde dafir sind, dal3 diese einen wichtigen Speicher im globaen Kohlenstoffvorrat darstellen und
dal3 bodenmikrobiologische Prozesse zur Entstehung von klimaschédigendem Methan (CH,) und
Lachgas (N,O) betragen (Bridgham et al., 1995; Gorham, 1991). Niedermoore machen in
Deutschland den flachenmé3ig Uberwiegenden Tell der Moorokosysteme aus (Pfadenhauer, 1997).
Zur landwirtschaftlichen Nutzung wurden vide diessr Standorte in den letzten Jahrhunderten in
Deutschland und in anderen Tellen Europas entwéssert, wodurch se sch zu bedeutenden Lachgas-
quellen und Methansenken entwicket haben (Pfadenhauer, 1997). Aufgrund des wesentlich héheren
Klimaerwarmungspotentials von Lachgas (GWP = 310) gegenitber Methan (GWP = 21; IPCC,
1996), wird den entwésserten Niedermooren ein grolerer “global warming effect” zugesprochen ds
den nicht entwésserten Varianten (Wild et al., 2000q). Aul3erdem ist mit der Entwésserung und der
damit einhergehenden Durchlftung des Bodenkérpers ein Torfschwund verbunden, was z.T. erheb-
liche Auswirkungen auf die Geomorphologie und dadurch auch auf die Grundwassarfiihrung in den
jewelligen Regionen hat.

Bidang liegen keine umfassenden Informationen hingchtlich der Struktur und Funktion mikrobieller
Gemeinschaften in Niedermoorokosystemen vor. Aufgrund der gemessenen Methanproduktion und
des Methanabbaus in den zwecks landwirtschaftlicher Nutzung entwasserten Niedermooren (Flessa
et al., 1998) it jedoch mit einer aktiven Archaeenpopulation und einer aktiven Population von
methanotrophen Bakterien zu rechnen. Bei den methano-trophen Bakterien handdt es sch um ene
phylogenetisch diverse Gruppe @-, b-, g-Proteobakterien; Hanson und Hanson, 1996), die auf-
grund verschiedener Stoffwechsalwege und der Membranlipide in zwel Gruppen, bzw. Typen unter-
tellt werden. Typ | besitzt hauptséchlich Cye-, Typ |1 dagegen hauptsachlich Cig-PLFA (Bowman et
al., 1991; Bowman et al., 1993; Hanson und Hanson, 1996).

Mit Hilfe einer erweiterten Phospholipid-Methodik kénnten daher sowohl die methanproduzierenden
Archaea ds auch die methanotrophen Bakterien in Niedermooren erfald und in ihren Populationen
genauer charakterisert werden. Dieser Ansatz fand in der vorliegenden Arbeit Anwendung an Bo-
denproben aus dem Donaumoos bel Ingolstadt, wo seit 1998 im Rahmen eines Verbundvorhabens
bodentkologische Parameter, wie z.B. Spurengasfliisse von entwasserten und wiederverndden
Moorokosystemen erfaldt werden. Neben der strukturellen Charakteriserung von mikrobielen Ge-
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me nschaften wurde der funktiondle Aspekt Uber die Spurengasmessungen und indirekt Gber oxische
und anoxische Bodeneigenschaften integriert.

1.6. Zielsetzungen

M ethodenentwicklung

In der vorliegenden Arbeit bestand die Zidsetzung fir den Aspekt ,, Methodenentwicklung® darin,
das etablierte Verfahren der Charakteriserung von mikrobiellen Gemeinschaften in Bodentkosyste-
men durch die Bestimmung von PLFA-Biomarker (nach Zelles und Bai, 1993) so zu erweitern, dal3
auch Organismen der Doméane Archaea auf Basis von Phospholipid-Etherlipiden erfald werden

koénnen.

Daraus leitete Sch folgendes Zid &b
* Entwicklung einer Methode zur Bestimmung von Pospholipid-Etherlipiden (PLEL) baserend auf

der Andyse der ethergebundenen Kohlenwasserstoffe bzw. | soprenoide:

Gewinnung von Ether(kern)lipiden aus Reinkulturen as Referenzsubstanzen

Trennung der Referenzlipide nach funktionelen Gruppen und Bestimmung ihrer Saitenketten

Quditative Bestimmung von PLEL in Bodenextrakten
- Anpassung der Methodik fUr quantitative Bestimmungen

Darauf aufbauend wurden folgende Fragestellungen verfolgt:

* Quantitative Bestimmung von PLEL und PLFA in mikrobidlen Reinkulturen

- Quantitativer Nachweis von i-PLEL (Isoprenoid Phospholipid-Etherlipide) und anderer PLEL -
Verbindungen in Archaeen-Reinkulturen

- Enthdten Archaea PLFA?

- Konseguenz der Reinkulturuntersuchungen fir 6kosystemare Betrachtungen

Anwendung der erweiterten Phospholipid-Bestimmung

Im Rahmen der Betrachtungen von oxischen und anoxischen Horizonten in Niedermoorokosystemen
wurde der Einflul3 der Wiederverngssung auf Mikroorganismenpopulationen bel der Rekultivierung
eines degradierten Niedermoores untersucht, wobei folgende Zide im Mittelpunkt standen:
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* Ergdlen von PLEL- und PLFA-Profilen zur Beurtellung der Zusammensetzung von mikrobidlen
Gemeinschaften

* Begimmung von Zdlzahlen auf der Basis von PLEL/PLFA- und molekularbiologischen Markern,
was auch as Methodenvergleich diente

* Charakterigerung von methanogenen und methanotrophen Mikroorganismengemeinschaften
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2 Material und Methoden

2.1. Aufstellung der verwendeten Mikroor ganismenstamme

Folgende Bakterien- und Archaeenstdmme wurden fUr die verschiedenen Lipidunter-suchungen

verwendet:

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Reinkulturen

Arten DSM - Kennung** |Charakteristika*** Zdlvermehrung
Clostridium aceticum |1496 CLA 30°C; Schlamm; M. Braun; [DSMZ,
Bakterium Medium 135 Braunschweig
Clostridium butyricum| 10702 CLB 30°C; Darmlumen Schwein; (DSMZ,
Bakterium JW. Howie; Medium 104 Braunschweig
Holophaga foetida 6591" HOP 30°C; Frischwasser- DSMz,
Bakterium Schlamm; anaerob; F. Bak;  |Braunschweig
Medium 559
Halobacterium 670 HAB 37°C; exakte Herkunft M. Thomm, Kiel
halobium Archaeum unbekannt; halophil; D.
Keradjopoulos; Medium 97
Methanobacterium  |1053" MBT 65°C, Kléranlage; J.G. M. Thomm, Kiel
ther moautotrophicum Archaesum Zeikus, Medium 119
Methanococcoides 6242 MCB 20-23°C, aus24 m Tiefeeines |DSMZ,
burtonii Archaesum antarkt. Polarsees, P.D. Braunschweig
Franzmann; Medium 280
Methanococcus 2661" MCJ 75°C; heile Tiefsee-Quelle, |K.O. Stetter,
jannaschii Archaeum W.J. Jones; Medium 282 Regensburg
Methanopyrus 6324" MPK 98°C, geothermisch erhitztes |R. Huber,
kandleri Archaeum Tiefsee-Sediment; R. Huber; |Regensburg
Medium 511
Methanosarcina 804 MSB 30-37°C, See-Schlamm, H. DSMZ,
barkeri Archaesum Hippe; Medium 120 Braunschweig
Methanosar cina mazei| 1311 MSM 30-37°C, anaerobes DSMZ,
Archaeum Sediment; J.G. Zeikus; Braunschweig
Medium 120
Methanosarcina 1232 MSV 37°C, Riickstand eines DSMz,
vacuolata Archaeum Methan-Tanks; G.A. Braunschweig
Zavarzin; Medium 120
Methanother mus 2088" MTF 85°C; heil3e Solfatar-Quelle, |H. Konig, Mainz
fervidus Archaeum K.O. Stetter; Medium 203
Etherlipidextrakt von 5833 SUS 85°C; Solfatar-Feld; A. A. Gambacorta,
Sulfolobus Archaeum Gambacorta; Medium 182 Neapel
solfataricus

*Katalog-Nr. der DSMZ “ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig”, DSMZ
(1998); **in dieser Arbeit verwendete Abklirzung zur Organismenbezei chnung; *** Charakteristika: Wachstum+
stemperatur; Habitat, aus dem der Stamm erstmalsisoliert wurde; Person, die den Stamm bei der DSMZ hinterlegt
hat; zur Anzucht verwendetes Medium nach DSMZ (1998)

T Typ-Stamm
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2.2. Beschreibung der unter suchten Bodenokosysteme

Standort Donaumoos

Versuchsfléchen

In Siddeutschlands grofdem geschlossenem Niedermoorgebiet, dem Donaumoos bel Ingolstadt,
wurden in der Gemarkung Rohrenfds 1998 drel Demondtrationsflachen (insges. 8 ha) angdegt und
mit Rohrkolben (Typha latifolia und Typha angustifolia) bepflanzt. Die Héchen wurden mit nahr-
stoffbelastetem Wasser aus Entwasserungsgraben beschickt. Die im Rahmen dieser Arbeit beprob-
ten Becken wiesen eine Stauwasserhohe von 40 cm (Becken 1) und 20 cm (Becken 2) auf. Die
Hé&chengrof3e von Becken 1 betrug 2,2 und die von Becken 2 2,6 ha. Als Referenzflache wurde eine
ca. 4" 8 m grol¥e Parzelle eingerichtet, deren Bewirtschaftung sich an der ortstiblichen Praxis orien
tierte. Diese Flache ist so stark entwassert worden, dal? der Grundwasserspiegel in den Sommermo-
naten bis zu 1,5 m unter der Oberfléche absinken konnte. Es handelte sich dabel um einen Terric
Histosol, dessen Abbaugrad mit H9 klassfiziert wurde (Flessa et al., 1998). Nach der von Post-
schen-Bestimmungsskala bedeutet H1 sehr schwach und H10 sehr stark degradiert (Schachtschabel
et al., 1989). Die Torfdicke reichte von 0,8 bis 1,1 m. Der Boden wies einen pHcaq2-Wert von 6,6,
einen G,g-Gehalt von 35,5%, einen Nyg-Gehdt von 2,1% und ein C/N-Verhdtnis von 13,0 auf
(Wild et al., 2000a).

In den drel Versuchsflachen wurden Mef3gtellen, bestehend aus jeweils acht Entnahmestellen

(Bodenringe), drei davon pflanzenfrel, zur Erfassung klimarelevanter Spurengase eingerichtet.

Probenahme

Die Bodenbeprobungen fanden zetgleich mit den Spurengasmessungen dler drei Héchen
(Referenzfléche, Becken 1, Becken 2) im November 1998, im Februar 1999, im Mai 1999 und im
September 1999 sait. Die Beprobung der Referenzfléche erfolgte in einem jeweils 4~ 4 m grolien
Héchenquadrat (Mischprobe aus 10 Eingtichen, 0-10 cm Entnahmetiefe, /£ 3,5 cm Purkhauer-
Bohrstock; s. auch Abb. 6).

In den Uberfluteten Becken wurden entlang des Steges mit einem spezidll angefertigten Bohrstock (A
2,4 cm) Proben aus dem Bodenhorizont 0-10 cm entnommen, in eine mit ca. 300 ml Beckenwasser
gefullte 2000-ml-Schottflasche getaucht und der entnommene Bohrkern mit einem integrierten Hub-
zylinder herausgeprefdt. Dieser Hubzylinder |83 sich per Akku-Schrauber nach oben fir die Eingtel-
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lung der Entnahmetiefe und nach unten fir das Herausschieben des Bohrkerns bewegen. Nachdem
jede der drei Schottflaschen mit 10 Bohrkernen und Beckenwasser bis zum Rand befiillt worden
waren, erfolgte der Transport zum Labor.

Aus den selben Bereichen der beiden Becken wurden zusétzlich zur Bodenbeprobung Wasserpro-
ben im September 1999 enthommen und zwar mittels einer Plexiglasrohre (Ainnen: 2,0 cM; Aaen:
2,5 cm; Lange: 60 cm), die senkrecht zur Oberfléche und ohne den Boden zu berihren in das Was-
s getaucht und mit einem Gummistopfen an der Offnung verschlossen wurde, welche aus dem
Wasser ragte. Auf diese Weise konnte die Wassersule ungestort in ihrer Horizontierung in eine
1000-ml-Hasche gefiillt werden. Von jedem Standort wurden 4” 1000 ml Wasser entnommen und
davon 200 ml direkt mit 600 ml PFA (Paraformadehyd) fir molekularbiologische Untersuchungen
verseizt. Der Rest, aufbewahrt in einer Kihltasche, wurde zum Labor gebracht und dort bis zur Lipi-
danayse bel 4°C gelagert.

Referenzflache Becken 1 (40 cm)
© O
©0 00 ©| |©
©© O @ |©
© 9
Feb | Nov
N — Sep P . Mai
Nov Feb
Mai Sep
Beprobungstermine:
1.) November 1998 (Nov)
2.) Februar 1999 (Feb) T
3.) Mai 1999 (Mai) Feb - 1R | Nov
4.) September 1999 (Sep) o] [ M
Zeichenerklarung: @ @
(© Probenahme Spurengase ©| |©
[[] Boden- bzw. Wasserbeprobung ©) || ©
© ©
Becken 2 (20 cm)

Abbildung 6: Skizze der beprobten Par zellen des Standor ts Donaumoos
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Probenvorbereitung

Die 10 Eindiche aus der Referenzfléche ergaben eine Mischprobe, die, nachdem Steine, grobes
Wurzelmaterid und Grasbiischel entfernt worden waren, homogenisiert und in drel Portionen aufge-
tellt wurde, so dal3 drel Wiederholungen fir die Lipiduntersuchungen vorlagen. Die dafir nétige Ex-
traktion erfolgte noch am salben Tag. Die Haschen mit den Proben aus den Uberstauten Becken
lagerten im Kihlraum be 4°C fir 20-24 h, um eine moglichsgt vollsténdige Sedimentation der Boden+
partike zu erreichen. Nach dieser Zeit wurde die Wasserphase unter leichtem Vakuum vorsichtig
abgenommen und verworfen, der Bodensatz von den jewells drei zusammengehdrenden FHaschen in
einem 5000-mI-Mel¥echer zu einer Mischprobe vereinigt und nach griindlicher Homogeniserung
diese durch mehrminttiges Umrihren in drel Portionen aufgeteilt, so dal3 auch hier drel Wiederholun-
gen fr die Lipiduntersuchungen zur Verfigung standen.

2.3. Bestimmung allgemeiner Bodenpar ameter

2.3.1. Bestimmung des Frischvolumens, der Dichte (feldfeucht), der Trockenraumdichte

und des Porenvolumens

Fur die Bestimmung des Frischvolumens und der Trockenraumdichte der Referenzfléche wurden im
Feld Stechzylinder mit einem Innendurchmesser von 8,1 cm und einer Hohe von 5 cm verwendet.
Die Bestimmung der 0.g. Parameter in den Proben aus Becken 1 und 2 erfolgte im Labor, nachdem

die Wasserphase entfernt und die Mischprobe homogenisiert worden war.

DFF:  Dichte des fddfeuchten Bodens[g cni’]
B Masse des feldfeuchten Bodens [g]
V:  Volumen enes Stechzylinders [enT], in der vorliegenden Arbeit 257,6 cnt?
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Die Proben wurden bel 105°C getrocknet und nach der Riickwaage die Trockenraumdichte (TRD)
berechnet:

B
TRD = -
\%
B Masse des trockenen Bodens (]

V. Volumen eines Stechzylinders [cn], in der vorliegenden Arbeit 257,6 ml

Aus der Trockenraumdichte und der Festsubstanzdichte (FSD) letet sich das Porenvolumen ab:

PV

(1-[TRD FSD™]) 100

FSD (Niedermoortorf): 0,33 g cmi® (Flessaet al., 1998).

2.3.2. Bestimmung des gravimetrischen Wasser gehalts, des Gehalts an Trockensubstanz,

Berechnung des wasser geftiliten Porenvolumens

Ca 100 g feldfrischer Boden wurden fir 24 h bei 105°C getrocknet und der Wasserverlust durch
Ruickwaage bestimmt. Daraus lief3 Sch der Gehdt an Trockensubstanz (TS in %) und der gravimetri-
sche Wassergehalt (WGgya, in %) wie folgt ermitteln:

(Bs- By
TS = -
B:” 100
(Bs- By
WGgra\/ = mmmmmmmee--
B:~ 100
B Masse des feuchten Bodens

B:: Masse des trockenen Bodens
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Unter Berticksichtigung der Trockenraumdichte (TRD) berechnet sich der volumetrische Wasserge-
hdt (WG, in %):

WGvo| = WGgra\/ ’ TRD

Daraus ergibt sch das wassergeftllte Porenvolumen (WFPS in %):

WGV0|
WFPS = e

PV~ 100
PV: Porenvolumen [%0]

2.3.3. Boden- und wasser chemische Par ameter

Die Bestimmung des pH-Werts im Boden erfolgte unter Suspendierung in destilliertem Wasser bzw.
in CaCl-Ldsung nach VDLUFA (1991).

Temperatur und Sauergtoffgehdt in der Wasserphase der Uberstauten Becken wurden mit einem
Sauerstofftaschenmefigerét Oxi 340-B (Wissenschaftlich-Technnische Werksédtten WTW, Wall-
heim) bestimmt.

Zudem wurde das ablaufende Wasser von Becken 1 und Becken 2 im Standort Donaumoos mittels
Mef3sonden hingchtlich der Parameter pH, Letfahigkeit, Wassertemperatur und Sauerstoffgehat

untersucht.

2.4. Bestimmung von M ethanfluf3raten in Bodendk osystemen

Die Messung der Methanflul¥aten erfolgte mit Hilfe der closed chamber-Methode, wie in Hutchin-
son und Mosier (1981) beschrieben. Pro Parzelle wurden acht runde PV C-Ringe (& 1,13 m; Hohe
15 cm) 10 cm tief in den Boden eingdassen, auf die zur Spurengasmessung dogedunkelte PV C-
Hauben (Hohe 45 cm) aufgesetzt und mit jenen fest verschlossen wurden. Wéhrend der Anreiche-
rung zwischen 45 und 90 Minuten wurden der Haubenatmosphére in periodischen Absténden finf
Gasproben entnommen. Die Entnahme erfolgte mittels Kanlle Uber trangportable Vakuumpumpen
(Loftfidds Andytische Losungen, Gaottingen) in evakuierte 100 ml Gassammelgefélie. Die Methan-
konzentration in den Gasproben wurde im Labor mit einem Gaschromatographen (GC 14B, Shi-
madzu) ermittelt, dem ein automatiserter Probengeber vorgeschatet war. Die gaschromatographi-
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sche Trennung erfolgte Uber eine MILLIPORE Porgpack-Q-Saule, gekoppelt mit eéinem Flamme-
nionisationsdetektor (FID). Die Quantifizierung von CH, in Gasproben geschah nach Flessa et al.

(1995).

2.5. Charakteriserung der Phospholipide in mikrobielen Reinkulturen und Bodenokosy-

stemen

Nach dem Erhdt der polaren Lipide, der sogenannten Phospholipide, wurde ein Aliquot der Fett-

sdure- (= PLFA) und das andere Aliquot der Etherlipid-Bestimmung (= PLEL), wie in Abb.7 darge-

sdlt, unterzogen.

Probe

Bligh-Dyer-Extraktio

|

Lipide

SI-Saule

Neutrale Lipide Glycolipide

Phospholipid

Fettsauren (PLEL)

( Mildalkalische Hydrolyse)

NH;Séaule

-

Nicht Substituierte
(EL-PLFA)

|

| SCX-Saule

|
L]

MUFA PUFA

!

Hydroxy-
Substituierte

(EL-PLFA) Sauremethylierung
)

NH;Saule
J (NEL-PLFA)J

PLOH UNSFA UNOH

+ + +
DMDS \ ™SI / ™SI

Unverseifbare Lipide

Etherlipide (PLEL)

Sauremethylierung

Etherspaltung
(HI-Sé&ure; 18h)

Alkyljodide

Reduktive Dehalogenierung
(Zn in Eisessig; 18h)

Kohlenwasserstoffe

|

Abbildung 7: Erweiterte Phospholipid-Analytik von mikrobiellen Reinkulturen und Umweltproben.
Die verschiedenen Extraktions-, Separations- und Derivatisierungsschritte fir die Analyse von
Phospholipidfettsduren (PLFA) und Phospholipid-Etherlipiden (PLEL) sind schematisch dargestel|t.
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2.5.1. Auflistung der verwendeten Chemikalien

Fur die Lipidandysen wurden folgende Chemikdien (auschliefldich Reinheitsgrad ,, zur Andys*) und
SPE-Saulen verwendet:

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und SPE-Saulen

Chemikalien Hersteller Chemikalien Hersteller
Aceton Merck Natriumsulfat Merck
Acetonitril Riedd-de-Haen | Natriumthiosulfat Merck

BSTFA Sgma Pyridin Merck

CditeO Merck Petrolether (Siedebereich 60-80) | Merck
Chlorofornr Merck Salzsaure (37%) Merck
Dichlormethar Rieddl-de-Haen | Slbernitrat Merck
Diethylether Merck Toluol Riedd-de-Haen
Dimethyldisulfid Merck Trimethylchlordlar Sgma
Essgsiure Merck Quarzsand SIGMA
Ethylacetat Merck Zinkpulver Merck
Hexamethyldislasar Sgma

Hexar Merck Saulen fur Festphasenextraktion (SPE):
i-Octan Merck S (Bond Elute*) Variar

Jod (krigdlin) Merck NH, (Chromabond?) Macherey-Nagel
Jodwasserstoff (57%) | Merck SCX (Bond Elute?) Variar
Kochsalz Merck

Kdiumhydroxid Merck

Methanol Riedd-de-Haen

Natriumcarbonat Merck

2.5.2. Lipidextraktion von Reinkulturen

Extraktion A (Collinset. al., 1980)

Diese Extraktion entspricht im wesentlichen, der von Coallins et. d. (1980) spezidl fir die Extraktion
von Lipiden aus gefriergetrockneten Zellen entwickelten Methode:

1) 100-200 mg gefriergetrocknete Zellen wurden in ein 50-ml-Zentrifugenglas eingewogen und -
sammen mit 12,5 ml wél¥iger NaCl-Methanol-L 6sung (10 ml 0,3%iger NaCl in H,O (w/v), in 100
ml Methanal) fir 1 min geriihrt. Danach verwellte die Ldsung zur Zdllyssfir 7 min be 100°Cim
Trockenschrank.

2) Nach dem Abkuhlen wurden 4 ml 0,3%ige NaCl-Lésung und 6 ml CHCL hinzugefgt.

3) Nach 2v2<tiindigem Riihren bei Raumtemperatur erfolgte eine Zentrifugation bei 1500 U min?,
um grobpartikul&re Ze lwandbestantelle abzutrennen. Zur Extraktion wurden 10 ml eines Gemisches
von CHCl-MeOH-warige NaCl-Lésung (0,3%) im Verhdtnis 5:10:4 hinzugefugt und erneut fir
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15 min gertihrt.

4) Nach 5-mindtiger Zentrifugation wurde die obere (wal¥ige) Phase abgenommen und in einen
100-ml-Scheidetrichter pipettiert. Erneut kamen 10 ml CHClL-M ethanol-wél¥rige NaCl-L 6sung
hinzu. Nach 15-miniitigem Ruihren und anschliel3ender Zentrifugation wurde die obere Phase eben-
falsin den Schedetrichter pipettiert.

5) Zu den beiden abgenommenen Phasen wurden 3,75 ml walige NaCl-Losung und 9 ml CHCl;
hinzugefligt. Zur Extraktion wurde dieses Gemisch auf eénem Horizontaschitttler fir 1 h bel 225 U
min" geschiittelt und anschlief}end 5 min zentrifugiert.

6) Die unteren Phasen aus den Arbeitsschritten 4) und 5) (nach 30-minttiger Phasentrennung) wur-
den Uber einem mit NaSO, beflllten Trichter getrocknet und in einem 100-mi-Spitzkolben aufge-

fangen.

Extraktion B (Bai und Zelles, 1997):

Diese Methode entspricht im wesentlichen dem Extraktionsprotokoll zur Bestimmung von PLFA in
Bodenproben. Sie wurde in der Arbeit von Ba und Zelles (1997) fur die Lipidextraktion aus Ar-
cheeenzdlen “minigturiset”.

100-200 mg gefriergetrocknete Zdlen wurden zusammen mit einer definierten Menge Quarzsand
(1,525 g) fur 10 min in einer Retsch-Kugelmihle fein gemahlen und danach das erhdtene Bio-
masse-Quarzsand-Pulver quantitativ in einen 250-ml-Rundkolben geflillt. Die Extraktion verlief ane-
log wie fir Boden beschrieben, aul3er, dal3 hierba kleinere Volumina an Losungsmittel zur Verwen-
dung kamen, namlich 50 ml 0,05 M K,HPO,-Pufferlésung (pH 7,4) sowie insgesamt 125 ml Chlo-
roform, 125 ml Methanol und 62,5 Ml H2Oges.

2.5.3. Lipidextraktion von Umweltproben

Bodenproben

In eine 1000-ml-Schottflasche wurde je eine 50 g Trockengewicht entsprechende, frische Boden-
menge eingewogen und 250 ml Methanol, 125 ml Chloroform sowie ca. 100 ml 0,05 M K,HPO,-
Pufferlosung (pH 7,4) zugeflgt. In Abhdngigkeit vom Wassergehdt des Bodens it die Menge an
wa¥iger Pufferldsung zu reduzieren, um en exaktes Methanol:Chloroform:Puffer-Verhd8tnis von
2:1:0,8 zu erziden. Die FHaschen wurden mit Teflonkappen verschliossen und 2 h liegend auf dem
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Horizontalschiittler bei 250 U min™ geschiittelt. AnschlieRend kamen weitere 125 ml H,Oges Und 125
ml Chloroform hinzu, um en fur die Phasentrennung endgiltiges Mischungsverhdtnis von Methanal :
Chloroform : Puffer + Wasser von 1:1:0,9 zu erreichen. Nach 20-24 h dauernder Phasentrennung
wurde die obere Methanol-Wasser-Phase abgesaugt und verworfen und die untere Phase, die
Chlorophormphase, in einer Saugflasche Uber ene mit dem Inertpulver Celite® befilllten Trichternut-
sche abgenutscht. Nachdem sich im Filtrat die lipophile und lipophobe Phase deutlich vonenander
getrennt hatten, wurde die untere Phase Uber einen Glastrichter, der mit Watte und wasserfreiem
Natriumsulfat (um etwaiges Wasser zu binden) geflllt war, in einen 250-ml-Rundkolben abgelassen
und am Rotationsverdampfer auf ca. 1 ml eingeengt und in einem Schraubdeckel glaschen bei -20°C
bis zur weiteren Behandlung aufbewahrt.

Gewasser proben

Zu ener Gewassarprobe von 200 ml wurden 30 ml Phosphatpuffer, 575 ml Methanol und 278,5 ml
Chloroform hinzugeftigt. Nach zweistindigem Schiitteln kamen weitere 287,5 ml Chloroform hinzu.
Die weiteren Schritte erfolgten gemé&l3 der Extraktion von Bodenproben.

2.5.4. Gewinnung der Phospholipide

Ein Aliquot des zuvor gewonnen Lipidextrakts wurde auf ene mit 1 Reservoirvolumen Chloroform
vorkonditionierte SPE-SI-Saule (2 g Fullmaterid; 12 ml Reservoirvolumen) gegeben und die jewelli-
gen Fraktionen mit den Lésungsmitteln Chloroform, Aceton und Methanol duiert. Die Separation
erfolgte nach dem Schemain Tab. 4.

Tabelle4: Vorgehensweisefir dieLipidseparation mit der SPE-SI-Saule

Arbeitsschritt L 6sungsmittel Reservoirvolumen Eluierte Fraktion

Konditionierung Chloroform 1

Probenauftrag Probe gdégt in <1
Chloroform

Elution Chloroform 1 Neutrdlipide

Elution Aceton 1 Glycolipide

Elution Methanol 4 Phospholipide
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Die Fraktionen der Neutral- und der Glycolipide wurden verworfen, die Phospholipidfraktionin
einem 100 ml Spitzkolben aufgefangen und bis nahe der Trockene eingedampft.

2.5.5. Bestimmung der Phospholipidfettsauren (PLFA)

2.5.5.1. Separationsschritte und Derivatisierungsverfahren

Die PLFA-Bestimmung erfolgte nach der Methode von Zelles und Bal (1993).

Nach der Entnahme eines Phospholipid-Aliquots wurde dieses anschlief¥end einer akalischen
Methanolyse unterzogen, wodurch Esterbindungen im Phospholipidmol ekl aufgespaten werden und
freie Fettsduremethylester (FAME) entstehen. Durch saure Methylierung erfolgte in e@nem zwelten
Schritt die Frelsetzung von nicht-estergebundenen Fettséuren aus dem Phospholipid-Molekl.

Die verschiedenen Fettsiuremethylester wurden Uber mehrere Festphasenextraktionsschritte in funk-
tionelle Gruppen getrennt, z.T. derivatisert und mit einem GC/MS-System bestimmt. Die in Abb. 7
dargestdlten Trennungsschritte und Derivatiserungsverfahren zum Erhdt der einzelnen PLFA-
Fraktionen richteten sich nach Zdles und Ba (1993) unter Verwendung der in Tab. 3 aufgefiihrten
SPE-Séulen und Chemikalien.

2.5.5.2. Fettsaurebestimmung mit GC/MS

Probenvor ber eitung

Aus den nicht-derivatisierten Fraktionen SATFA, PUFA und UNSFA sowie aus den derivetiserten
PLFA-Fraktionen PLOH, UNOH und MUFA wurden jewells die Losungsmittel unter dem Stick-
goffstrom entfernt. In die jeweiligen Glaschen kamen 100 pl eines 0,36 M Nonadecansauremethy-
lester-Standard (19:0 FAME in i-Octan gel6st) hinzu. Nach 1-mindtigem Rihren auf dem Vortex-
Mixer konnten die Proben in 100 pl GC-Mikroviads abgefllt und auf das Probenkarusdl vom
GCIMS gestd It werden.

Betriebsbedingungen des GC/M S-Sytems

Die Messungen wurden mit einem Gaschromatographen (HP 5890 series I GC), gekoppet mit
einem Massenspektrometer (5971A MSD) der Firma Hewlett Packard, durchgefthrt. Die Injektion
der Proben erfolgte dabei in eine Ultra 2 Kapillarsdule (HP 5: beschichtet mit 5% quervernetztem
Diphenyl- und 95% Dimethylsloxan) im “splitless’ Modus. Als Trégergas diente Helium bel einer
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kongtanten Flulrate von 1,0 ml min. Die Temperatur des Injektors betrug 250°C, die des Detek-
tors 300°C. Das Temperaturprogramm der GC-Séule sah folgendermal3en aus. Nach der Injektion
wurde die Anfangstemperatur von 80°C fir 1,39 min gehaten, danach erfolgte eine Temperaturer-
hohung mit einer Rate von 64°C min™ auf 136°C und eine weitere Temperaturerhthung von 2,5°C
min* auf 290°C, die fiir 20 min kongtant blieb. Das Temperaturprogramm erstreckte sich tber eine

Dauer von 83,86 min.

Die loniserung des Andyten erfolgte im HP 5971A MSD Uber Elekironenstol3ionisation bei 70 eV.
Die Vevidfacherspannung (EMV) bewegte sich zwischen 1800 und 2000 V. In regedmé@gen Ab-
ganden wurde das Geré mit Perfluorotributylamin (PFTBA) judtiert (auto tuning). Fir die PLFA-
Anayse (= FAME-Andyse) wurde Uber die ganze Dauer des GC-Temperaturprogramms in dem
Massenbereich zwischen 50 und 550 amu gescannt (SCAN-Modus), bel einer Rate von 1,5 Scans
pro Sekunde und einem Schwellenwert von 250.

2.5.5.3. Computergestiitzte Auswertung von PLFA mit der HP ChemStation®

Identifizierung und Quantifizierung von PLFA efolgte automatigert mit einem spezid| dafir entwik-
kelten Programm (GSF/SOLVIT), welches in die Hewlett Packard Software “ChemStation” inte-
griert ist. Dieses Programm zieht zur Peak-Erkennung FAME-Spekiren und Retentionszeit aus Ver-
gleichshibliotheken heran, die im Laufe der Zdt fur dle 6 PLFA Fraktionen erstdlt worden snd und
noch immer standig erweitert werden. Nach jedem Bibliotheksvergleich wird ein quantitativer Report
ergelt, dem folgende Formen zugrunde liegen:

Amt_ Comp” Area IS

RF_Comp R
Area Comp”~ Amt_IS
Area |S
RF IS e
nMallS Vid
Area Comp”~ RF_Comp
nMol_gTS e

RF IS” gTS Vid
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RF_Comp: Responsefaktor der zu untersuchenden Substanz
Amt_Comp: Menge der zu untersuchenden Substanz
Area IS Flache des internen Standards (Fortsetzung néchste Seite)

Area_Comp: Flache der zu untersuchenden Substanz

RF_IS. Responsefaktor des internen Standards

nMoallS Vid: Konzentration des internen Standards im GC-Gléaschen (vid)

nMol_gTS: Konzentration der zu untersuchenden Substanz in nMol g Trockensubstanz
gTS Vid: eingesetzte Trockensubstanz im GC-Gléaschen

2.5.6. Bestimmung von Phospholipid-Etherlipiden (PLEL)

2.5.6.1. Isolierung von PLEL aus Reinkulturen

Abtrennung der polaren Gruppe mittels alkalischer Hydrolyse

Da aufgrund der methodischen Herangehensweise die Struktur der Ether(kern)lipide und deren Sa-
tenketten (s. Abb. 3-5) und nicht die chemische Zusammensetzung der polaren Gruppen der Phos-
pholipide im Mittelpunkt des Interesses stehen, wurden letztere durch ein bestimmies Verfahren vor-
her abgetrennt. Bai und Zdlles (1997) empfehlen hierflr folgende akalische Hydrolyse:

Ein Aliquot der Phaspholipidfraktion wird in e@nem Aufschlul3gefél3 unter Stickstoff bis zur Trockene
eingedampft und mit 1,5 M methanolischer Kalilauge bei 80°C fur 3 h aufgeschlossen. Zu dem abge-
kihlten Hydrolysat werden 3 ml H,Ogeq hinzugefligt. Es wird 3 ma mit jeweils 4,0 ml Hexan fir 1
min auf dem Vortex-Mixer extrahiert, wobel jeweils die obere Phase abgenommen und Uber was-

sarfreiem Natriumsulfat getrocknet wird.

Abtrennung der polaren Gruppe mittels saurer Hydrolyse

Zur Besimmung der Kernlipide von Methanococcoides burtonii gelangte eine saure Hydrolyse zur
Anwendung, die in Anlehnung an die Beschrabungen von Nichols und Franzmann (1992) und Ba
und Zdles (1997) erfolgte. Dabei wurde ein Aliquot der Phospholipidfraktion in einem Aufschlul3ge-
fald unter Stickstoff bis zur Trockene eingedampft und mit 1,5 ml Methanol:Chloroform:HCI (10:1:1,
viviv) ba 60°C Uber Nacht (12-16 h) hydrolysiert. Am néchsten Tag erfolgte nach Abkuihlung des
Hydrolysats das Zusetzen von 2,0 ml NaCl-Losung und das Durchmischen. Zur Extraktion der fre-
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gesatzten Etherlipide wurden 50 ml Hexan zugefiigt und eine Durchmischung fir 1 min auf dem
Vortex-Mixer durchgefiinrt. AnschlieRend erfolgte die Zentrifugation fiir 5 min bei 2000 U min™. Die
obere Phase wurde mit einer Pasteurpipette abgenommen und, wie zuvor bereits beschrieben, Uber
einem mit Natriumsulfat befUllten Trichter getrocknet und in e@nem 50 ml Spitzkolben aufgefangen.

I solierung von Archaeolen

Die Trennung der Kemlipide nach der dkdischen Hydrolyse efolgte dinnschicht-
chromatographisch.  Fir die Separation von Archaeolen ha dch das 2-Kammer-
Entwicklungsverfahren von Ross et al. (1985) bewahrt. 4~ 2,5 pl der aufgekonzentrierten Kernli-
pid-Fraktion wurden am unteren Randbereich einer DC-Platte (Kieselgd 60F-254; Schichtdicke
0,25cm; 5” 10 cm) in Form einer Bande aufgetragen. Die Trennung verlief in einer automatischen
Entwicklungskammer, dem “Baron DC-Mat”. Zuerst wurde die Kiesdlgd-Platte dem Laufmittel 1
ausgesatzt: Petrolether : Aceton (95:5; viv), danach dem Laufmittel 2: Toluol : Aceton (97:3; vIV).
Nach beendeter Entwicklung und Verdampfen des Lésungsmittels wurde die Platte zur Sichtbarma-
chung der Banden in eine mit L-Dampf angereicherte Glaskammer gestdit. Die Féarbung erfolgte
nach 5-10 min; anschliel}end die Markierung der Banden mit einem Bleidtift.

I solierung von Caldar chaeolen

Fur die Trennung von Cadarchaeolen hat sich das Protokoll von Trincone et al. (1988) as vortell-
heft erwiesen. 4 © 2,5 pl der aufgekonzentrierten Kernlipid-Fraktion wurden dabel am unteren
Randbereich einer DC-Platte (Kieselgel 60F-254; Schichtdicke 0,25 cm; 5 10 cm) in Form ener
Bande aufgetragen. Die Trennung erfolgte in dem automatischen Entwicklungssystem mit dem Lauf-
mittd Hexan : Etylacetat (7:3; v/v). Nach dem Trocknen wurde die Platte zur Sichtbarmachung der
Banden in eine mit I,-Dampf angereicherte Glaskammer gestdlt.

2.5.6.2. Bestimmung der | soprenoid-Ketten der isolierten PLEL

Prinzip

Die C-O-C-Bindung im Etherlipid-Molekdl ist mit herkdmmlichen Hydrolyse-Verfahren nicht aufzu-
gpaten. Diese kann aber mit wal¥igen Ldsungen von BCl; (Bortrichlorid) oder HI (Jodwasserstoff)
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gespdten werden (Langworthy, 1982). Die daraus entstehenden Alkylchloride, bzw. -jodide lassen
sch direkt am GC bestimmen. Es empfiehlt sich aber eine weitere Derivatiserungsreaktion durchzu-
flhren, da besonders Alkyldijodide und Alkyldichloride, bedingt durch die hohe Temperatur und den
dadurch bedingten Verlust des Halogen-Rests, zu Derivaten mit unstabilen Doppelbindungen res-
gieren. Dies wiederum fuhrt zur Auspragung von multiplen und breiten Pegks auf der GC-Saule
(Langworthy, 1982). In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieldich Derivatiserungen durchge-
fuhrt, die zur Umwandlung des Alkylhadogenids zu dem korrespondierenden Kohlenwasserstoff
fuhrten, da diese Stoffgruppe am besten massenspektrometrisch charakterisert ist (McLafferty und
Turecek, 1993). Eine schematische Darstellung der Saitenkettenbestimmung zeigt Abb. 8.

i
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Abbildung 8: Darstellung der Seitenkettenbestimmung am Beispiel eines Archaeols

Spaltung der Etherbindung

In zahlreichen Experimenten hat sich folgende Arbeitsweise, baserend auf der Beschreibung von
Kates et al. (1965), bewéhrt: Die Probeldsung wurde in ein 50-ml-Aufschiufiglas (mit Teflon
Schraubverschlufd) pipettiert und das Lésungsmittel unter Stickstoff abgedampft.
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Die Resaktion der Etherspatung verlief nach Zugabe von 1,0 ml Jodwasserstoffsaure (57%) fur 18 h
bei 100°C im Trockenschrank. Nach dem Abkihlen erfolgte das Verdiinnen des Resktionsgemischs
mit 4,0 ml HO und anschlielfend die Extraktion der Alkyljodide mit 3~ 5ml n-Hexan. Die obere
Phase (= Hexan-Phase) wurde abgenommen und in einen 100-ml-Scheidetrichter pipettiert, die ver-
enigten Extrakte mit 4 ml H,O, 10 ml N&CO3 (10%) und 10 ml N&S,053 (50%) im Scheidetrichter
gewaschen und nach 15 min die untere Phase abgenommen und verworfen. Die Hexan-Phase, wel-
che die Alkyljodide enthdt, wurde auf ein mit N&SO, beflllten Trichter zum Trocknen gegeben und
in enem 50-ml-Spitzkolben aufgefangen und nach dem Einengen in ein Aufschlul3glas fr die redukti-
ve Dehdogenierung abgeftllt.

Reduktive Dehalogenierung

Fur die reduktive Dehalogenierung hat sich folgende Arbaitsveise, basierend auf der Methode von
Panganamda et al. (1971) efolgreich bewahrt: Nach dem Entfernen des LOosungsmittels wurden
100 mg Zn-Pulver und 2,0 ml Eisessig hinzugeflgt. Die Resktion fand bei 100°C fir 18 h statt. Nach
dem Abkuhlen wurde das Resktionsgemisch mit 5 ml NaCO; (0,1 M) neutrdisert. Die Extraktion
der Kohlenwasserstoffe erfolgte mit 3~ 7 ml n-Hexan. Die obere Phase (= Hexan-Phase) wurde
nach 10-minitiger Zentrifgation (2000 U min™) abgenommen und in einen 100-ml-Scheidetrichter
pipettiert, anschlief¥end die vereinigten Extrakte mit 10 ml Na&CO3 (0,21 M) und 2~ 10 ml H,O im
Scheidetrichter gewaschen. Phasentrennung und Trocknung verliefen wie zuvor beschrieben. Der
eingeengte Hexan-Extrakt stand danach fur die Messung am GC/M S zur Verfligung.

Anpassen des GC/M S-Systems an die | soprenoid-Analyse

Die Messungen wurden ebenso mit dem Gaschromatographen (HP 5890 series |1 GC), gekoppelt
mit einem Massenspekirometer (5971A MSD), durchgefiihrt. Die Proben wurden dabel in eine Ultra
2 Kapillarsaule (HP 5: beschichtet mit 5% quervernetztem Diphenyl- und 95% Dimethylsiloxan) im
“qolitless’ Modusinjiziert. Als Trégergas diente Helium bel einer konstanten Hul¥ate von 0,8 ml min’
! Die Temperatur des Injektors betrug 320°C, die des Detektors 300°C. Das Temperaturpro-
gramm der GC-Saule sah folgendermal3en aus: Nach erfolgter Injektion wurde die Anfangstempe-
ratur von 70°C fur 2,0 min kongtant gehdten, danach erfolgte eine Temperaturerhdhung von 20°C
min® auf 130°C, die fir 2,0 min kongtant blieb. Durch eine weitere Temperaturerhdhung von 4,0°C
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min® wurde die Saule auf die Endtemperatur von 320°C erhitzt, die fir 20 min gehaten wurde. Das
Temperaturprogramm erstreckte sich Uber eine Dauer von 74,50 min.

Die loniserung des Andyten erfolgte im HP 5971A MSD Uber Elektronenstol3ionisation bei 70 eV.
Die Vervidfacherspannung (EMV) bewegte sich zwischen 1800 und 2000 V. Das Geré wurde in
regemédgen Abstdnden mit Perfluorotributylamin (PFTBA) judtiert (auto tuning). Fur die PLEL-
Andyse wurde ein zeitabhdngiges Scannen der einzelnen Massenbereiche durchgefiihrt, um ene
maglichst prézise Acquisation zu erreichen. Von 10-29,9 min wurde der Massenbereich zwischen 50
und 350 amu (Schwellenwert 250; Scanrate 1,5 s*) untersucht, von 30,0-54,9 min war es der Be-
reich zwischen 50 und 550 amu (Schwellenwert 480; Scanrate 1,5 s') und von 55,0 min bis zum
Ende des GC-Laufs war es der Bereich zwischen 50 und 650 amu. (Schwellenwert 480; Scanrate
1,2 sh.

Fur die Messung wurde den Probegléschen nach der reduktiven Dehalogenierung jewells die Lo-
sungsmittel unter dem Stickstoffstrom entfernt und anschliel3end 100 ul eines 0,36 VI Nonadecan-
Standards (19:0 Alkan in i-Octan gel6st) hinzugefuigt. Nach dem Uberfiihren der Proben in 100 pl
GC-Mikrovids erfolgte die Messung an GC/MS.

2.5.6.3. Quantifizierung von PLEL-Kohlenwasserstoffen mit GC/MS

Ermitteln von Responsefaktoren flr quantitative Unter suchungen

Wie bereits bal der Quantifizierung der Phospholipidfettsduren dargestellt, geht fur jede zu untersu
chende Substanz der sogenannte Responsefaktor mit in die Berechnungsforme der HP ChemStation
ein. Wahrend fir die einzelnen Fettsauren bereits Responsefaktoren experimentell, bzw. rechnerisch
ermittelt wurden, sind diese noch fir die PLEL-Satenketten zu besimmen. Dies erfolgte mit einer
definierten Kohlenwasserstoffmischung (Promochem).

Quantifizierung der Etherspaltung und der reduktiven Dehalogenierung eines Phospholipid-
Standards

Anhand eines PLEL-Standards (SIGMA P3777) wurde durch Verwendung von drel verschiedenen
Konzentrationen die Ausheute an ethergebundenen Kohlenwasserstoffen ermittelt, um bel 6kosyste-
maren Betrachtungen von der Konzentration an PLEL -K ohlenwasserstoffen auf PLEL bzw. Zdlzahl
hochrechnen zu kdnnen.
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2.5.6.4. Nachweis von Etherlipiden am GC/MS nach TMSI Derivatisierung

Die Besimmung von Etherlipiden nach TMS-Derivatiserung verlief in Anlehnung an Nichols und
Franzmann (1992). Nach Entfernen des Lésungsmittels unter dem Stickstoff-Strom wurde dem
Ruckgtand 0,5 ml TMSI-Reagenz hinzugefiigt, welches aus Pyridin : BSTFA : Hexamethyldislasan :
Trimethylchlorslan (0,2:1:2:1; viviviv) bestand. Die Derivatiserungsresktion fand be 60°C fur 15
min im Trockenschrank statt, anschlief3end die Messung, nachdem die Probe abgekihit war.

Das Temperaurprogranm sah folgendermaien aus. Nach der Injektion bel ener Anfags
temperatur von 70°C erfolgte nach 2,0 min eine Temperaturerhdhung von 20°C min™ auf 130°C, die
fiir 2,0 min konstant blieb. Durch eine weitere Erhdhung von 10,0°C min™ wurde die Saule auf die
Endtemperatur von 320°C erhitzt, die fir 40 min kongtant blieb. Das Temperaturprogranm -
gtreckte sich Uber eine Dauer von 66 min. Die Betriebsbedingungen des Massenspektrometers en-
gprachen weitgehend den Eingtellungen fir die PLEL -Seitenkettenanalyse. Wegen der hoheren Mas-
se des Andyten wurde durchweg der Massenbereich von 50-650 amu untersucht, bei einem
Schwellenwert von 480 und einer Scanrate von 1,2 s™,

2.5.6.5. Trennung von Etherlipiden mittels SPE-Saulen

Dadurch, dal3 durch die Etherspatung und reduktive Dehal ogenierung sowohl aus Archaeol ds auch
aus Hydroxyarchaeol Phytan gebildet wird, 18% sch nicht unterscheiden, aus welchem Kernlipid
dieser Biomarker ssammt. Die Bildung von ungescitigtem Gy-lsoprenoid aus Hydroxyarchaeol ist
unter diesen Bedingungen nicht quantitativ nachvollzienbar. Daher wurde versucht, die Kernlipide
nach Abspaltung der polaren Gruppe voneinander zu trennen und dann die Reaktionen zur Seiten+
kettenbestimmung durchzuftihren. In enigen vorangegangenen Studien konnten namlich keine
Hydroxyarchaeole nachgewiesen werden, da keine fraktionierte bzw. sdlektive Etherspatung Satt-
fand (u.a De Rosaet al., 1986; Pauly und van Vleet, 1986; Dickins und van Vleet, 1992).

Trennung von Archaeolen und Caldar chaeolen mit SPE-SI-Saulen

Die enzige in der Literatur beschriebene Saulentrennungsmethode ist die von De Rosa et al. (1986)
unter Verwendung von geflllten Silicage-Saulen (Sl) und eines Petrol-/Diethylether Gradienten.
Diese Methode wurde fr Lipidgemische auf der Bas's von SPE-SI-Séulen angepalit.
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Trennung von Etherlipiden nach Unsdttigungen mit der SPE-SCX Saule

Auch aus ungeséttigtem Gyo-Cxo-Archaeol wird nach Etherspatung/reduktiver Dehaogenierung das
gleiche Isoprenoid wie aus gesdttigtem C,o-Cyo-Archaeol gewonnen (Nichols und Franzmann,
1992). Daher wurde zur Separation von geséttigten und ungeséttigten Etherlipiden das Trennungs-
schemavon Zdles und Bai (1993), basierend auf SPE-SCX-Saulen angewendet.

2.5.6.6. Charakterisierung von Etherlipiden mittels LC/MS

Waéhrend mit Etherspatung/reduktiver Dehdogenierung und Messung am GC/M S die Seitenketten
der Etherlipide festgestellt werden, liefert die LC/MS Aussagen Uber die Grole der Ausgangsmole-
kiile, sprich der Etherlipide. Die Messungen wurden mit enem Finnigan LCQ durchgefiihrt. Die loni-
sgerung des Andyten erfolgte dabel Uber “amospheric pressure chemicd ionisation” (APCI) im pos-
tiven lonisationsmodus unter Berticks chtigung der folgenden Betriebshedingungen (Tabelle 5), die
schin zahlreichen Experimenten bewahrt haben:

Tabelle5: Betriebsbedingungen des M assenspektrometer sdes L C/M S-Systemsfur die Detektion von Etherli-

piden
Parameter Wert Par ameter Wert
Capillary Temp (°C) 150.00| Octapole 2 Offset (V) -5.50
APCI Vaporizer Temp (°C) 450.00 | Interoctapole Lens Voltage (V) -16.00
Source Voltage (kV) 8.00| Trap DC Offset Voltage (V) -10.00
Source Current (LA) 5.00| Multiplier Voltage 0.00
Sheath Gas Flow () 96.00 [ Maximum lon Time (ms) 200.00
Aux Gas Flow () 55.00 lon Time (ms) 5.00
Capillary Voltage (V) 12.00| Data Type Centroid
Tube Lens Offset (V) 45.00 | Source Type APCI
Octapole RF Amplifier (Vp-p) 610.00 | Polarity Positive
Octapole 1 Offset (V) -3.00| Mass range (amu) 0.00-2000.00

Zur Trennung der Etherlipide wurde dem Massenspektrometer eine Silikagel-Saule (Merck 250-4;
Lange 25 cm, A 4 mm) vorgeschatet. Die Trennung beruhte auf einem Lésungsmittel-Gradienten
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von Ethylacetat und Hexan und dauerte insgesamt 45 min. Das Trennungsschemaist in Tab. 6 darge-
gdlt.

Tabelle 6: Trennungsschema fir die Bessimmung von Etherlipiden am LC/MS

Zeét [min] Ethylacetat Hexan
0.00 90 10
25.00 50 50
35.00 50 50
40.00 90 10
45.00 90 10

2.6. Quantitative, molekular biologische Bestimmungsmethoden von mikr obiellen Popula-

tionen (Methodenvergleich zu PLEL/PLFA)

2.6.1. Zdlfixierung in Umweltproben

Um die Morphologie der Zidzdlen zu erhdten, wurden die Zdlen mit 4% Paraformadehyddsung
auf schonende Welse durch Quervernetzung von Aminogruppen fixiert.

2.6.1.1. Paraformaldehydfixierung in Uberstauten Bodenproben

Nach dem Entfernen des Uberstandes an Bodenwasser und nach durchgefiinrter Homo-genisierung
der Bodenprobe, wurden dieser 0,3 g entnommen und anschliel3end mit drei Teilen 4%-iger, frisch
hergestellter, geklhiter Paraformaldehydlosung (PFA; Amann et al., 1990a) vermischt. Dann
erfolgte eine Inkubation von mindestens 1 h bel 4°C. Nach der Zentrifugation (12.000 ~ g, 5 min)
wurde das ZdIpdlet mit 1,0 ml PBS-Puffer (130 niM NaCl, 10 mM NaHPO,/NaH,PO,, pH 7,4)
gewaschen, erneut abzentrifugiert, in PBS resuspendiert und fir 30 s auf dem Vortex-Mixer
vermischt und danach im Verhdtnis 1.1 mit eiskatem Ethanoly,s versetzt. Die Lagerungstemperatur
der fixierten Zdllen betrug -20°C.

2.6.1.2. Paraformaldehydfixierung in Wasser proben

Am Beprobungsort wurden drel Telle 4%iger, frisch hergestdllter, gekihlter ParaformaldehydlGsung
(Amann et al., 1990a) und ein Tel Probe gemischt und in einer Kihlbox zum Labor transportiert.
Dort erfolgte die Inkubation von 8 ml Probe-PFA-Gemisch von mindestens 1 h bei 4°C. Nach der
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Zentrifugation (12.000 x g, 5 min) wurde das Zdlpdlet mit 1 x PBS (130 nM NaCl, 10 nM
NaHPO,/NaH,PO,, pH 7,4) gewaschen, erneut abzentrifugiert, in PBS resuspendiert und 1:1 mit
e skatem Ethanol,,s Versetzt (Lagerungstemperatur -20°C).

2.6.2. In situ-Hybridisierung mit fluoreszenzmarkierten rRNA-gerichteten Oligonukleo-
tidsonden (FISH)

Hybridiserungsprozedur

Verwendete L 6sungen:

NaCl-Stammlésung:
5M NaCl

EDTA-LGsung:
0,5M EDTA
pH 8,0

Natriumdodecylsulfat-L 6sung (SDS-L 6sung):
10% SDS
Seilfiltriert

TrisHCL-Lo6sung:
1M Tris
pH 8,0 mit HCI konz.

Standard-Hyhbridisierungs- und Waschpuffer:

NaCl 09M

TrissHCl 20 mM

SDS 0,01 %
Dur chfihrung:

Je nach benétigter Stringenz wurde durch Zugabe von unterschiedlichen Mengen Formamid (Merck,
Darmgtadt) die Zusammensetzung des Hyhbridis erungspuffers verandert, was auch die Zusammenset-
zung des Waschpuffers beeinflulde (Tab. 7). Fur die beiden Sonden wurden 0 bzw. 40% Formamid
im Hybridiserungspuffer verwendet (Tab. 8). Fixierte Zdlen aus den Umwetproben wurden auf die
Aussparungen des beschichteten Objekttrégers pipettiert (je nach Zdldichte 1-30 pl) und bei 46°C
getrocknet. Danach erfolgte die Dehydrierung und Nachfixierung der Zdlen durch Eintauchen der
Obyjekttréger fur jeweils 3 min in 50, 80 und 96%igem Ethanol (aufsteigende Ethanolrethe). Zur Hy-
bridiserung wurde auf jedes Feld 8 pl Hybridiserungspuffer mit 1 pl des markierten Oligonuklectids
(Konzentrationen 20-50 ng/pl) pipettiert und vermischt. Die Objekttréger wurden in ein 50 ml Pro-
begefa (Greiner, Nurtingen, FRG), welches mit 2 ml Hybridiserungspuffer befeuchtetem Zd|stoff
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versehen war, gelegt und gut verschlossen (feuchte Kammer). Die Inkubation der Objekttréger fand
fur 1,5-2 h bel 46°C datt. Anschliel3end wurde der Objekitrager sofort mit 1 ml 48°C warmen
Waschpuffer abgesplilt und in ein mit Waschpuffer gleicher Temperatur geftilltes Probegefd? Gber-
fuhrt. Danach erfolgte das Waschen des Objekttragers fur 15 min bel 48°C, der sodann vorsichtig
mit H,Oqes gesplilt, abgeschiittelt und an der Luft getrocknet wurde. Der hybridiserte Objekttraéger
stand danach fir die Visuadiserung und Quantifizierung der Fluoreszenzsgnae bereit.

Tabedlle 7: Zusammensetzung des Hybridisierungs- undWaschpuffersfir Ganzzellhybridisierungen

% Formamid im Hybridisie- Waschpuffer
rungspuffer (Waschung bei 48°C)
(Hybridisierung bei 46°C) mM NaCl il 5M NaCl auf 50 ml®
(im Waschpuffer)
0 900 9000
40 56 460

& ab 20 % Formamid im Hybridisierungspuffer: Zusatz von 5 mM Na,EDTA zum Waschpuffer

Tabelle8: Verwendete 16S rRNA gerichtete Oligonukleotidsonden

Sonde Zielorganismen rRNS, [%] FA® |Referenz

Bindungs- in situ

position®
ARCH915 Archaea 16S, 915-934 40 Stahl und Amann, 1991
EUB338 Bacteria 16S, 338-355 0 Amann et al., 1990b

® Position bezogen auf die E. coli-Sequenz (Brosiuset al., 1981)
® 9% FA: verwendete Formamid-K onzentration im Hybridisierungspuffer fiir in situ-Einzelzellhybridisierungen

2.6.3. Gesamtzellzahlbestimmung nach DAPI-Féar bung

Der Huoreszenzfarbstoff DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid) bindet an DNS,
bevorzugt an AT-reiche Regionen, und kann fur die Visudiserung der Gesamtzdlzahl verwendet
werden (Porter und Feig, 1980). DAPI zeigt eéin Anregungsoptimum ba 365 nm. Gefarbte Zdlen
erscheinen blau, wahrend Bindung von DAPI an Poly-Anionen, wie Polyphosphat und Natriumlau-
rylsulfat zu einer Gelbférbung der Partikd fiihrt.

Verwendete L 6sungen und M aterialien:

| sopore®-Polycarboneatfilter GTTP (Fa. Millipore), £ 25mm, PorengréRe 0,2 pum Nitrocellulose
StitAilter, £ 25 mm, Porengréf3e 0,4 um (Fa. Sartorius)
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DAPI-Arbeitd 6sung:
1 g/l DAPI (Sgma, Deisenhofen, FRG) in HyOpiges g0t

Dur chftihrung:

1-20 pl Zdlsuspenson (je nach Zdldichte der fixieten Umwedtprobe) wurden in en ERG
(Eppendorf-Reaktionsgefd?) pipettiert und mit 100 pl HOpiges Und 50 pl DAPI-Arbeitd6sung fir
15-30 min bel Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und ein angefeuchteter Polycarbonetfilter luft-
blasenfrel mit der glanzenden Sate nach oben auf einen vorgedegten Nitrocelulose-Stiitzfilter
(Porengrdfe 0,4 um) in ein Vakuum-Filtrationsgerét aufgelegt. Nach dem Zusammenbau des vorher
deriliserten Vakuum-Filtrationsgerétes (Schleicher & Schuell, Dassdl) wurden 2 ml HOyiges in die
Filtrationseinheit vorlegt, die Probe zupipettiert und der Filter mit dem fir das Probengefd (ERG)
verwendete H,Opiqesr Nachgesplilt. Durch Anlegen eines Vakuums erfolgte nacheinander das Absau-
gen von jewells 5 ml 50, 80 und 96%igem Ethanol (aufsteigende Ethanolreihe), um die Probe zu
waschen bzw. zu dehydrieren. Der Polycarbonetfilter wurde mit ener Serilen Pinzette in ene Petri-
schde Uberfihrt und im Dunkeln bel Raumtemperatur fir 10 min getrocknet. Die Nullprobe wurde
derselben Prozedur ohne Zéllsuspens onszugabe unterzogen.

Mikroskopische Auswertung:

Der Polycarbonetfilter wurde in Citifluor-Lésung (Citifluor Ltd., London, UK) eingebettet und be
1000-facher Vergroléerung unter UV-Anregung mit Hilfe eines Zahlokulars (10x10 Teilfdder, Zeiss,
Oberkochen) an einem Epifluoreszenzmikroskop (Filter 01, Axioplan, Zeiss, Oberkochen) ausge-
zéhit. Eine gatistische Beurtellung erforderte die Auszéhlung von mindestens 20 Feldern. Zur Be-
rechnung der Zdlzahl wurde folgende Gleichungen verwendet:

(Gesamtzahl an gezéhlten Zdllen in Probe) - (Zellzahl Nullprobe)
Gesamtzellzahl MI® = e M’V

gesamte effektive Flterflache
Héche des Gitternetzes

M: Mikroskopfaktor
V: Verdinnungsfaktor

Der Mikroskopfaktor ist vom verwendeten Zahlokular abhéngig und ist auf diesem vermerkt.
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2.6.4. Bestimmung relativer Populationsanteile nach in situ-Hybridiserung und DAPI -
Farbung

Zur Bestimmung des Verhdtnisses der fluoreszenzmarkierten Zdlen zur Gesamtzdlzahl erfolgteim
Anschlul3 an die Einzd zdlhybridiserung ein Nachférben mit DAP.

Verwendete Losungen:
DAPI-Arbeitd 6sung
051 ug/ml DAPM in HOpigest

Dur chftihrung:

Nach beendeter Einzezdlhybridiserung wurde das Objekttrégerfed mit 10 pul DAPI-Arbeitlosung
Uberschichtet, fir 10 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert, der Objekttréger mit HOgex
vorgchtig abgesplilt, im Dunkeln luftgetrocknet und in Citifluor eingebettet.

Mikroskopische Auswertung:

Die hybridiserten bzw. DAPI-geférbten Zelen wurden mit Hilfe eines Zahlokulars (Zeiss, Oberko-
chen) ausggezéhlt. Da die Huoreszenzfarbstoffe unter UV-Licht schnell ausbleichen, wurden zuerst die
spezifischen Hybridiserungen (TRITC- und FLUOS-markiert) und dann die DAPI-Férbung ausge-
wertet. Die Zahlung basierte auf mindestens 20 zufdlig ausgewahiten Feldern.

2.6.5. Mikroskopische Detektion fluoreszenzmarkierter Zellen

2.6.5.1. Epifluoreszenzmikroskopie

Objekttrager wurden zur Verringerung von Ausbleichungseffekten der Huoreszenzfarbstoffe in Citif-
luor AF1 (Citifluor Ltd., London, GB) eingebettet und bei Raumtemperatur im Dunkeln unter dem
Mikroskop (Axioplan, Zeiss, Oberkochen) betrachtet.

Zwischen dem Phasenkontrastbild und den jewelligen Epifluoreszenzbildern fand ein Vergleich Hait,
wobel Plan-Neofluar-Objektive mit 10-, 40- und 100-facher Vergroferung Verwendung fanden.
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2.6.5.2. Detektion fluoreszenzmarkierter Zellen mit konfokaler Laserscanning-Mikroskopie

Alternativ zur Epifluoreszenzmikroskopie erfolgte die Auswertung der in situ-Hybridiserungen auch
durch konfokae Laserscanning-Mikroskopie. Objekte mit starker Autofluoreszenz bzw. mit grof3er
raumlicher Ausdehnung kénnen mit konventioneller Mikroskopie nicht adégueat dargestellt werden.
So kann emittiertes Licht aus Brennebenen, die Gber oder unter der Fokusebene liegen, die Bild-
schérfe erheblich beeinflussen. Ein weiterer entscheidender Vortell der konfokaen Laserscanning-
Mikroskopie ist, dal3 auch der Fluoreszenzfarbstoff Cy5 visudisert und detektiert werden kann. So
ist die Auswertung von Hybridiserungen mit drel verschiedenen Huoreszenzfarbstoffen maglich.
Prinzip

Das Prégparat wird punktformig mit monochromatischem Licht angeregt, wobel Laserlinien verschie-
dener Wellenlénge ds Lichtquellen genutzt werden. Das zu untersuchende Objekt wird in zwel
Raumrichtungen abgeragtert, die von jedem Bildpunkt ausgesandte Fuoreszenz Uber Photomultiplier
vergarkt und von einem Detektor ds Helligkeitswert gemessen. Dabel it im Lichtweg eine Loch
blende ("pinhol€") eingeschdtet, welche bewirkt, dald nur Licht aus ener definierten Brennebene
detektiert, wahrend adles Streulicht ausgeblendet wird. Durch wiederholtes Abrastern verschiedener
Fokusebenen werden optische Schnitte durch ein Préparat gelegt, die zusammen die dreidimensio-
nde Struktur des Préparats wiedergeben. Dabel steht die Bildinformation pixdweise in digitaer
Form zur Verfigung, was ene anschliel}ende Bildbearbeitung ermdglicht, sowie die Darstellung der
réumlichen Information in Form von Projektionen, Schiitten oder farbcodierten Tiefenprofilen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein inverses konfokaes Laserscanning-Mikroskop vom Typ Zeiss
LSM 410 (Zeiss, Oberkochen) mit drei Laserlinien (488 nm, 543 nm und 633 nm) verwendet. Die
Bildverarbaitung erfolgte mit der Sofware ZeissLSM Version 3.5413

2.7. Statistische Auswertung

Die datistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programmpakets SPSS 10.0, einfache deskriptive
Darstelungen mit dem Programm SigmaPlot 4.0.

2.7.1. Mittelwertvergleiche

Die zu untersuchenden Parameter wurden mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalvertei-
lung gepriift und gegebenenfals log-transformiert. Die Ergebnisse Snd, falls nicht anders angegeben,
ds aithmetische Mittel dreer Wiederholungen und ihrer Standardabweichungen dargestdit. Die
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Uberprifung auf signifikante Unterschiede erfolgte durch Varianzanayse, wobei das Signifikanzni-
veau mit p £ 0,05 angesetzt wurde.

2.7.2. Hauptkomponentenanalyse

Die Hauptkomponentenandyse (= Principd Component Andysis PCA) is eine multivariate Statisti-
sche Methode, um die Dimensonditét von Datenséizen vider miteinander in Beziehung stehender
Variablen zu reduzieren, wobe en grof@maoglicher Erhdt der sysematischen Variation des Origi-
naldatensatzes zugrunde gdlegt wird (Backhaus et al., 1989). Bel der Anadyse werden die Ur-
sprungsvariablen durch einige wenige principa-component Varigblen (PC1, PC2, PC3, etc.) ersetzt.
Diese PC sind miteinander nicht korreliert und so geordnet, dal3 PC1 den Grof¥ell der Variation und
PC2 die zweitgrof¥e Variation des Ursprungsdatensatzes erthdt.

In der vorliegenden Arbeit wurden mittels PCA verschiedene Reinkulturen, Untersuchungsparzellen
und Beprobungszeitpunkte hingichtlich ihrer Ahnlichkeit in den Phospholipid-Profilen verglichen. Die
Darstelung der Ergebnisse aus den Hauptkomponentenanalysen der log-transformierten Biomarker-

Konzentrationen (Mol%) erfolgte in Form zweidimensonder Komponentendiagramme.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1. Methodische Aspekte

3.1.1. Bestimmung von Phospholipid-Etherlipiden (PLEL)

3.1.1.1. Nachweis von Etherlipiden in Reinkulturen

Da bis dato nur ein einziger PLEL-Standard kommerzidl verfligbar war und Modelsubstanzen fir
die Methodenentwicklung as unerlddich erschienen, wurden zuerst aus Reinkulturen verschiedene
Kernlipide isoliert. Gefriergetrocknete Zellen von Methanosarcina barkeri (MSB, sehe Tab. 2)
und Methanobacterium thermoautotrophicum (MBT) wurden der Lipidextraktion unterzogen,

wobei die beiden Extraktionsprotokolle A und B (s. Kap. 2.5.2.) Anwendung fanden.

Nachweis von Archaeol und Hydroxyar chaeol

Die Kernlipide, isoliert aus Methanosarcina barkeri, wurden nach der dkalischen Hydrolyse diinn-
schichtchromatographisch getrennt; wobel Archaeol as Standard diente. Das Ergebnis der Trennung
is in Abb. 9 dargestellt. Daraus geht hervor, dal3 in beiden Extrakten aus Methanosarcina barkerii
diesdlben Banden erzielt wurden. Der quditative Archaeol-Standard wies einen R-Wert von 0,47
auf, was in Einklang mit den Ergebnissen von Farrante et al. (1988a) steht, so dal3 folglich die jewel-
lige Bande der Extrakte A und B as Archaeol bezeichnet werden kann. Fir die Identifizierung der
mittleren Banden (bel R-Wert 0,21) und der unteren, intensv gefarbten Banden bei R-Wert 0,04
waren keine Standardsubstanzen verfigbar. Aufgrund von Literaturhinweisen (Ferrante et al., 1988a
und 1988b; Ekiel und Sprott, 1992) kann von der Bande bel R--Wert 0,21 von einem Hydrolyse-
Artefakt und bel R--Wert 0,04 von b-Hydroxyarchaeol ausgegangen werden. Letzteres konnte mit
FAB-MS (“fast atomic bombardement mass spectrometry”) bestétigt werden. Dazu wurde im Be-
reich der markierten Banden die Silikagelbeschichtung mit einem Spatel abgekratzt und daraus mit
15 ml Chloroform : Methanal (2:1; v/v) durch 30-minttiges Schitteln die Kernlipide abge 6.

Zur ldentifizierung wurde die Probe in entsprechende Matrices umge 6t und mit FAB-MS am Ingti-
tut fUr Organische Chemie der Universitét Kéln (Prof. H. Budzikiewicz) untersucht.

Wenngleich das Massengpektrum (Abb. 10), erhadten durch FAB-MS, hauptséchlich aus Matrix-
lonen besteht, treten die Fragmente [M+H]" (mVz 669), welches die Molekiilmasse des Hydroxyar-
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chaeols+tH dargtelt, und das Fragment [M+H-H,O]" (mVz 651) deutlich hervor. AuRerdem ist ein
welteres Fragment bei m/z 373 festzugtellen, bel dem es sch um den Verlust der Phytanylkette, dso
um einen Monoether handdt (CH,OH-CHOR-CH,OH+H)". Diese Fragmente belegen, daR die
Bande bei R--Wert 0,04 eindeutig auf b-Hydroxyarchaeol zuriickzufihren i

Standard Extrakt A Extrakt B

Methanosarcina barkeri

R; Werte .
Laufmittelfront
1’0 N
0,50 + Archaeol
047 4 <5 > >
Hydrolyse-Artefakt
0,21 -  — S—
(3-Hydroxyarchaeol
004 1. .. .. —_— e — .
Probenauftrag

Abbildung 9: Schematische Dar stellung der Trennung von C,y-Cu-Achaeol und b-Hydroxyar chaeol aus PLEL
aus Methanosar cina barkeri.
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Abbildung 10: M assenspektrum von b-Hydroxyar chaeol erhalten durch FAB-MS

Nachweis von Caldar chaeolen

Die Kernlipide aus Sulfolobus solfataricus und Methanobacterium ther moautotr ophicum wur-
den nach der akaischen Hydrolyse diinnschichtchromatographisch getrennt. Ebenso wurde ein von
Frau Dr. Gambacorta (Neapel) hergestelltes Etherlipid-Gemisch, gewonnen aus Sulfolobus solfata-
ricus (SUS), aufgetragen. Als Standard diente Archaeol. Die diinnschichtchromatographische Tren
nung ist in Abb. 11 dargestdit.

Die Etherlipid-Fraktion aus Sulfolobus solfataricus wurde in insgesamt neun Banden aufgetrennt,
was sch in Einklang mit den Ergebnissen von Trincone et al. (1988) befindet. Diese Banden kénnen
auf neun unterschiedliche Cadarchaeole zuriickgefiihrt werden. Dabei scheint acyclisches Caldar-
chaeol aus der Gruppe der Caldarchaeole den grofdten R=-Wert zu besitzen. Diese Bande wird auch
von enem Etherlipid aus dem Extrakt A von Methanobacterium thermoautotrophicum enge-
nommen, wahrend diese Bande im Extrakt B vdllig fehlt. Aul3erdem weist die Archaeol-Bande im
Extrakt B eine deutlich abgeschwachte Farbung asim Extrakt A auf. Dies deutet darauf hin, dal3 die
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Extraktionsmethode B fir die Lipidextraktion dieser Kultur eher ungeeignet zu sain scheint. Nach
Langworthy et al. (1982) setzt sich die polare Lipidfraktion aus Methanobacterium thermoauto-
trophicum aus 44,5% Archaeol und 55,5% Caldarchaeol zusammen. Die R--Werte der markierten
Banden aus dem Duinnschichtchromatogramm in Abb. 11 stehen im Einklang mit den Ergebnissen
von Trincone et al. (1988). Jedoch standen fir Caldarchaeole keine aufgereinigten Standardsubstan-
zen zur Verfigung, so dal3 fir diese hier kein endgliltiger Nachweis abgel eltet werden konnte,

Sulfolobus  Methanobacterium
solfataricus  thermoautrophicum Archaeol-Standard

A B

by

Laufmittelfront

/
1,0 N

- C,9-C,g-Archaeol

. Caldarchaeol

zyklische
Caldarchaeole
(1-8cy)

0,5

A

Probenauftrag

Abbildung 11: Schematische Dar stellung der Trennung von Caldar chaeolen ausSulfolobus solfataricus und
M ethanbacterium thermoautotrophicum

3.1.1.2. Bestimmung der Etherlipid-Seitenketten

Hierzu wurden die diinnschichtchromatographisch getrennten Etherlipide, wie bereits fur b-
Hydroxyarchaeol beschrieben, von dem DC-Plattenmaterial abgel6st und der Etherspaltung mit
Jodwasserstoffsiure (HI) und der reduktiven Deha ogenierung unterzogen.
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Auswertung der massenspektrometrischen Unter suchungen

Die Anaytik erfolgte mit dem Gaschromatograph HP 5890 GC, gekoppelt mit einem HP 5971A
massensel ektiven Detektor.

Archaeol lieferte den Isoprenoid-Kohlenwasserstoff Phytan (2,6,10,14 Tetramethylhexadecan),
welches as 120:0 bezeichnet wird. Abb. 12 zeigt das Zerfallsspektrum, mit den charakteristischen
Fragment-lonen bel m/z 112/113, 126/127, 182/183, 196/197 und das Molekilion bei Masse 282.
Aus dem vermuteten Cadarchaeol aus Methanobacterium ther moautotr ophicum wurde Biphytan
(140:0) freigesetzt. Abb. 13 zeigt das GC/M S Zerfall ssspektrum, mit den charakteristischen lonen bel
196/197, 266/267, 322/323, 392/393, 462/463. Das Molekulion bel m/z 562 wurde hierbel nicht
erhalten.

Ebenso wurden aus den neun Cadarchaeolen aus Sulfolobus solfataricus durch Etherspd-
tung/reduktive Dehdogenierung die jeweiligen Biphytane abgespaten. Das Cddarchaeol mit 1 Gy-
clopentanring (i40:0-1cy) lieferte ein azyklisches Biphytan und ein zyklisches Biphytan (Abb. 14;
Biphytan-1cy: m/z 165/166/167, 194/195/196, 280/281, 392/393, 460/461).

Aus Cddarchaeol mit 8 Cyclopentanringen, welches den niedrigsten R--Wert im Diinnschichtchro-
matogramm aufwies, wurde auschliefdich Biphytan-4cy (140:0-4cy) freigesetzt. In einer Probe, in der
Eluate dler neun DC-Banden vereinigt waren, wurden insgesamt funf Biphytane nachgewiesen, wie
aus dem Totaionenchromatogramm in Abb. 15 hervorgeht.
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Peak 0 in dem Totdionenchromatogramm in Abb. 15 ist auf azyklisches Biphytan (= 140:0), Peak 1
auf Biphytan mit einem Cyclopentanring (i40:0-1cy) und Pesk 4 dementsprechend auf 140:0-4cy
zurtickzufiihren. Alle Pegks konnten eindeutig anhand ihrer Fragmentationsmudter identifiziert wer-
den. Insofern konnten die mittels Dinnschichtchromatographie (Abb. 11) getrennten Caldarchaeole
indirekt Uber deren |soprenoid-Seltenketten massenspektrometrisch nachgewiesen werden.

Aus b-Hydroxyarchaeol wurde Phytan erhalten, und in wesentlich geringeren Konzentrationen drei
Pesks, die von ungesdttigten Kohlenwasserstoffen zu stammen schienen. Jedoch konnte mittels
Fragmentierung kein Unterschied zwischen den drel Pesks aufgezeigt werden. Das intensve Mole-
kilion bel m/z 280 sowie dieintensv augeprégte Masse bel nvVz 140 deuten auf ein Cyo-1soprenoid
hin. Der Vergleich mit der NIST Spektrenbibliothek (Hewlett Packard, 1989) lieferte as * pobability
based match” mit einer Ubereingimmung von 90% das ungesitigte Isoprenoid 2,6,10,14-
tetramethyl-, 2-Hexadecene (Abb. 16). Ebenso wurde diese Struktur als die “wahrscheinlichste”
nach GC/M S-Untersuchungen von Prof. Budzikiewicz beschrieben.
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Die Bildung dieses ungesdttigten Isoprenoids 183 sch folgendermal3en erklaren. Bel der starken
Hydrolyse mit Jodwasserstoffsaure bei 100°C fur 18 h wird offenbar die OH-Gruppe des
Hydroxyarchaeols zerstort. Nach Ferrante et al. (1988b) entsteht bei der HI Spaltung von
Hydroxyarchaeol 1 mol Phytanyljodid und 1 mol eines ungeséttigten Phytanylderivats, das durch die
nachgelagerte Reduktion nur teilwelse zu Phytan hydriert wird.

3.1.1.3. Trennung der isolierten Etherlipide mit SPE-Saulen

Zuvor wurde gezeigt, dal3 Phytan (2,6,10,14 Tetramethylhexadecan) sowohl von Archaeol ds auch
von Hydroxyarchaeol durch die Etherspatung freigesetzt wird. Um jedoch das mittels GC/MS be-
simmte Isoprenoid exakt auf das Ausgangsetherlipid zuriickfiihren zu kdnnen, wurde das Konzept
der ,, selektiven Satenkettenbestimmung® von Phospholipid-Etherlipiden aufgestellt (Abb. 17), wobel
die praktische Anwendbarkeit an Moddlsubstanzen und Bodenextrakten zu untersuchen gdt. Die
seektive Satenkettenbestimmung beinhdtet die Trennung von Etherlipiden nach funktiondlen Grup-
pen und eine nachgelagerte Seltenkettenbestimmung der getrennten Substanzen bzw. Fraktionen.
Dabel sollte die mit Dinnschichtchromatographie erreichte Trennung von Kernlipiden an die einfa-
chere und schneller durchfhrbarere SPE-Saulentechnik angepald werden.

Trennung von Archaeolen und Caldar chaeolen aus einem Lipid-Gemisch

Im Rahmen dieses Experiments wurde eine Trennung in Cy-Cxo-Archaeole, Hydroxyarchaeole und
Cadarchaeole angedtrebt. Die einzige in der Literatur beschriebene Saulentrennungsmethode ist die
von De Rosaet al. (1986). Zu dieser Zeit war die Existenz von Hydroxyarchaeolen noch nicht be-
kannt und wurde in dem Trennungsprotokoll, das auf SI-Séulen basiert noch nicht berlicksichtigt.
Aus enem spezid| dafiir hergestellen Gemisch von Gy-Cyo-Archaeol, b-Hydroxyarchaeol, Cadar-
chaeol und Cadarchaeol mit 1-8 Cyclopentanringen hat sich folgende Herangehenswelse ds erfolg-
reich herausgestelt (s. Tabele 9): Eine Silicagd-Saule (Bond Elute®, 3 ml) wurde fir 30 min im
Trockenschrank bei 60°C aktiviert. Nach dem Abkuhlen wurde zuerst die Saule mit 1 Reservoinvo-
lumen Petrolether-Diethylether (85:15, v/v) konditioniert und danach der Etherlipid-Extrakt aufgetra-
gen, der ebenfdlsin Petrolether-Diethylether (85:15, v/v) geost war. Aus dieser Trennung resulierten
zwe Fraktionen, dadurch, dal3 nacheinander verschiedene Petrolether-Diethylether-Gemische zur
Elution verwendet wurden. Der Nachweis der Etherlipide in den jewelligen Fraktionen erfolgte mit-
tels den zuvor beschriebenen DC-Methoden.
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Abbildung 17: Schematische Dar stellung der ,, selektiven Seitenkettenbestimmung® von Phospholipid-
Etherlipiden (PLEL)

Tabelle9: Elutionsschema fiir die Trennung von Etherlipiden in Reinkulturen

Arbeitsschritt Elutionsmittel Reservair - Eluierte Fraktion
(Petrolether:Diethylether) volumen Fraktion -Nr.
Konditionierung 85:15 1
Probenauftrag Probe gel6st in Petrol - £1
ether : Diethylether (85:15)
Elution 85:15 1 (Cos-Cos- 1
Archaeole)*
Elution 6:4 1 Coo-Coo- 1
Archaeole
Elution 11 1
Elution 4:6 1 Caldarchaeole, 2
Hydroxyarchaeol
Elution 15:85 2 Caldarchaeole, 2
Hydroxyarchaeol

* wurde nicht experimentell bestétigt, dadieses Etherlipid nicht zur Verfligung stand
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Die erse Fraktion, in der sch Archaeole befanden, wurde mit 1 Reservoirvolumen Petrolether-
Diethylether (85:15, v/v) erhdten, welches nach De Rosa et al. (1986) Gys-Cos-Archaeole duiert
und mit 1 Reservoirvolumen Petrolether-Diethylether (6:4, viv), welches Cy-Coo-Archaeole desor-
bierte. Den Nachwels fir Cs-Cos-Archaeolein Methanosarcina barkeri, wenn auch in niedrigen
K onzentrationen, erbrachten bisher nur De Rosa et al. (1986). In dieser Arbeit wurden weder Cys-
Cas-Archaeole fir das Trennungsexperiment eingesetzt, noch konnten sie in Methanosarcina bar-
keri nachgewiesen werden. Die zweite Fraktion, welche Hydroxyarchaeole und Cadarchaeole ernt-
hidt, wurde folgendermal3en erhdten: 1 Reservoirvolumen Petrolether- Diethylether (11, viv); 1
Resarvoirvolumen Petrolether-Diethylether (4:6, viv); 2 Reservoirvolumen Petrolether-Diethylether
(15:85, viv).

Char akteriserung von Etherlipiden aus Methanococcoides burtonii

Bidang ig in der Literatur nur von enem enzigen methanogenen Archaeum die Rede, namlich von
Methanococcoides burtonii (DSM 6242), welches nach Nichols und Franzmann (1992), neben
dem herkdmmlichen, geséttigten Phospholipid-Archaeol, ein Gyo-Coxo-Archaeol mit einfach ungesét-
tigter Isoprenoid-Kette enthdt. Von diesem Organismus wurden 20 mg gefriergetrocknetes Zellma-
terid (mehr waren nicht erhdtlich) der obigen Lipidextraktion A (Collins et al., 1980) unterzogen.
Die Kernlipide wurden nach saurer Hydrolyse der polaren Lipid-Fraktion (Nichols und Franzmann,
1992; sehe auch Kap. 2.5.6.1) erhdten, welche in Anlehnung an Nichols und Franzmann (1992)
der TMS-Derivatiserung unterzogen und mittels GC/M S nachgewiesen wurden.

Gesdttigtes Go-Coo-Archaeol wies eine Retentiongteit von 47,13 min (Pesk 2) auf, ungesdttigtes
C20-Cy0 Archaeol konnte nach 49,80 min (Peak 3) nachgewiesen werden (Abb. 18). Die Fragment-
lonen dieser Pesks stimmiten mit den Messungen von Nichols und Franzmann (1992) genau Uberein.
Neben den Etherlipiden von Methanococcoides burtonii wurde auch ein Aliquot des zuvor mittels
DC hergestellten Cadarchaeol-Extrakts von Sulfolobus solfataricus mit TMS derivatisert und am
GC/MS bestimmt. Jedoch konnten mit dieser Methode keine Cadarchaeole nachgewiesen werden,
da deren Schmelzpunkte, aufgrund der hohen Molekilmassen von mehr ds 1280 amu fir das vor-
handene GC/MS System zu hoch liegen. Daher erscheint diese Methode fir Bodenuntersuchungen
nicht geaignet zu sain.
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Abbildung 18: Totalionenchromatogramm (T1C) der TM Sl-derivatiserten PLEL von Methanococcoides burto-
nii

Trennung von Etherlipiden nach Unséttigungen mit der SPE-SCX-Saule

Ein Aliquot der Kernlipide aus Methanococcoides burtonii wurde der SPE-SCX-Saulentrennung
unterzogen. Fur die Trennung von ungesittigtem und gesdttigtem Cyo- Co-Archaeol wurde das Ver-
fahren fir die Trennung von gesdttigten (SATFA), einfach unge<itigten (MUFA) und mehrfach u
gesdttigten (PUFA) Fettséuren mit der SPE-SCX-Séule gemdl Zdles und Bai (1993) angewendet
(Tab. 10). Die jewelligen Fraktionen wurden nach TMSl-Derivatiserung an GC/MS untersucht.
Demnach wurde geséttigtes C,o- Co-Archaeol ausschligldich in einer einzigen Fraktion erhdten, wo-
hingegen ungeséttigtes Archaeol in geringer Konzentration in dersdben Fraktion, ds auch in jener
erhaten wurde, in der normaerweise die mehrfach ungesétigten Fettsuren uieren. D.h., mit die-
sem Protokoll konnte keine Trennung dieser beiden Gruppen von Archaeolen erreicht werden.

Nach neueren Erkenntnissen von Summons €. d. (1998) und nach einer personlichen Mitteilung von
P. Nicholsist Peak 3in Abb. 18 nicht auf ungeséttigtes Cyo- Coo-Archaeol zurtickzuftihren. Vidmehr
handelt es Sch dabel um ein Hydroxyarchaeol-Artefakt, nachdem durch saure Hydrolyse die polare
Gruppe des PLEL abgespaten und das Kernlipid Hydroxyarchaeol in seiner Struktur verandert
wurde. Dies sai auch der Fdl bel dem vermeintlichen ungeséttigtem Cyo- Co-Archaeol in Halobacte-
rium lacusprofundi (Franzmann et al., 1988) und mdglicherweise auch in Haloferax mediterra-

naei (Moldoveanu et al., 1990), heil¥ es in einer persdnlichen Mittellung von P. Nichols. Aufgrund
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dieser neuen grukturchemischen Untersuchungen kann gefolgert werden, dal3 Methanococcoides
burtonii kein ungecttigtes PLEL enthdt, was auch von Koga et al. (1998) bestétigt wurde.

Bisher is in keinem anderen Archaeum Uber die Existenz von ungesditigten PLEL berichtet worden.
Dennoch it es nicht auszuschlief3en, dal bisher nicht kultivierte Archaeen mit ungeséttigten Etherlipi-

den in Béden vorkommen.

Tabelle 10: Schema zur Trennung von gesattigtem und ungesattigtem C,o-Cx-Ar chaeol ausMethanococcoides

burtonii
Arbeitsschritt L 6sungsmittel Mischungsver héltnis Volumen | Eluierte | Intensitét
(V) Fraktion
Konditionierung | AgNO; in Acetonitril-Wasser 0,1gAgNOzin1,5ml 1
gel st Acetonitril:Wasser (10:1, v/v)
Konditionierung Acetonitril 2
Konditionierung Aceton
Konditionierung Dichlormethan 4
Probenauftrag Probe gel6st in <1
Dichlormethan:Hexan (7:3)
Elution Dichlormethan:Hexan 73 2 n.d.
Elution Dichlormethan:Aceton 91 2 geséttigtes +++
Archaeol
unges. +
Archaeol
Elution Aceton:Acetonitril 91 4 unges. +
Archaeol

3.1.1.4. Qualitative Bestimmung von PLEL in Bodenextrakten

Be der quditaiven Bestimmung von PLEL in Bodenextrakten ging es zum einen um die Anwerd-
barkeit der selektiven Satenkettenbestimmung und zum anderen um den Erhat von Referenzspek-
tren, die so in den bisherigen Untersuchungen von Reinkulturen noch nicht erhaten werden konnten,
bzw. auch anderweitig noch nicht in Reinkulturen nachgewiesen worden sind.

Mischextrakt fur Testzwecke

Es wurde ein Mischextrakt aus zuvor gewonnenen Phospholipiden hergestdlt. Diese Phospholipi-
dextrakte sammten aus unterschiedlichen, vorwiegend anoxischen, stark humosen Bodentkosyste-
men, um eine moglichst grofRe Bandbreite an Bodenarten bzw. —typen, Klimabedingungen, etc. d-
zudecken. Es wurde jene Menge Extrakt hergestellt, die einem Trockenboden von 368 g entsprach.
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Die Antelle setzten sch folgendermal3en zusammen: 184 g bzw. 50% der Phospholipide sammiten
aus chinesschem Reisfddboden (Ba et al., 2000), 92 g bzw. 25% der Phospholipide kamen aus
hydromorphen Boden (Niedermoor, Moorgley, Auengley) des Allgaus (Wachinger et al., 2000) und
weitere 92 g TS-Agiuvaent Phospholipide aus der November-Probenahme des Standorts Donau-
moos (Referenzfléche und Uberstaute Becken).

Abtrennung der polaren Gruppe

Wie be den Renkulturen wurde auch hier die polare Gruppe des Phospholipidmolekiils
(Phosphorsaure, Phosphoethanolamin, Phosphoinositol, etc.) vor der Etherspaltung von dem Glyce-
rin-Gerlist abgetrennt. Dies ist besonders in Proben vorteilhaft, deren Lipid-Zusammensetzung unbe-
kannt ist und man schergtellen will, dal3 die abgetrennten Kohlenwasserstoffe nur von den Seiten
ketten der Kernlipide sammen. Dadurch, dal? in Vorversuchen die Hydrolyse mit 1 M KOH, wie
zuvor an Reinkulturen erfolgreich angewendet, zu Problemen bei der Phasentrennung in Bodenex-
trakten aus organischen Bdden fuhrte, wurde stattdessen eine saure Hydrolyse durchgefiihrt, so wie
se zuvor bel der Gewinnung der Kernlipiden aus Methanococcoides burtonii angewendet wurde.
Aul¥erdem fand sSe Vewendung in PLEL-Bestimmungen in Umweltproben (Bai und Zdles, 1997,
Bai et al., 2000).

SPE-Saulentrennung

Hierzu wurde das zuvor an Reinkulturen entwickelte Trennungsprotokoll verwendet (vgl. Tab. 9) und

dazu ein Aliquot des Extrakts nach der sauren Hydrolyse auf die entsprechenden Saulen aufgetragen.

Tabelle 11: Elutionsschemafir die Trennung von Etherlipiden aus Bodenextrakten

Arbeitsschritt Elutionsmittel Reservoir- Eluierte Fraktion
(Petrolether:Diethylether) volumen
Konditionierung 85.15 1
Probenauftrag Probe gel6st in Petrolether : £1
Diethylether (85:15)
Elution 85.15 1 Archaeadl,
Hydroxyarchaeol -Artefakt
Elution 64 1 Archaeal,
Hydroxyarchaeol -Artefakt
Elution 11
Elution 4.6 1 Caldarchaeole
Elution 15:85 2 Caldarchaeole
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Die duierten Substanzen bzw. Fraktionen wurden durch Seitenkettenbestimmung bzw. nach TMSI-
Derivatiserung am GC/MS identifiziert.

Demnach wurde, wie aus Tab. 11 hervorgeht, das Hydroxyarchaeol-Artefakt zusammen mit A-
chaeol duiert. Grinde fur die Kodution von Archaeol und dem Hydroxyarchaeol-Artefakt snd in
der Verwendung des anderen Hydrolyseverfahren zu suchen: Wurde zuvor in Reinkulturen die polare
Gruppe der PLEL durch 1 M KOH abgespaten, so mufdte fir Bodenextrakte, aufgrund der oben
genannten Griinde, eine saure Hydrolyse angewendet werden, welche das Kernlipid Hydroxyar-
chaeol jedoch in der Gestdt veranderte (Hydroxyarchaeol-Artefakt), dal? es an Polaritdt gegentiber
dem Cyo-Cxo-Archaeol verlor und mit den gleichen Losungsmitteln von der SI-Séule heruntergewar
schen wurde.

Um eine exakte Trennung zwischen Hydroxyarchaeol und Archaeol auf der Basis einer Festpha-
senextraktion zu erreichen, ist es notwendig das Protokoll der sauren Hydrolyse zu optimieren. B-
nersaits muld dieses fur stark humose Proben geeignet sein, und anderersaits darf die OH-Gruppe
des Hydroxyarchaeols dabei nicht zerstért werden. Das Konzept der selektiven Seitenkettenbestint
mung von Phospholipid-Etherlipiden in Bodenextrakten (s. Abb. 17) ist aufgrund dieser Sechverhdte
nicht welter verfolgt worden.

Bestimmung der Etherlipid-Seitenketten

Ein Aliquot des Bodenextrakts entsprechend einer Bodeneinwaage von 31 g TS wurde nach der
sauren Hydrolyse direkt der Etherspatung und der reduktiven Dehaogenierung gemdld Kap. 2.5.6.2
unterzogen und am GC/M S gemessen. Als interner Standard wurde zuerst 100 pl 0,37 M Nonade-
can (Cyo-Alkan) eingesetzt. Dadurch, dal3 bel der Auswertung deutlich mehr von dieser Verbindung
nachgewiesen wurde, as durch Zugabe des internen Standards enthalten sein durfte, konnte daraus
geschlossen werden, dal3 Nonadecan aus Bodenlipiden ssammte. Daher wurde im Anschlul3 das

Experiment wiederholt und statt Nonadecan 100 pl 19:0 FAME (0,32 M) ds interner Standard hin-
Zugefigt.

Identifizierung der Kohlenwasserstoffe

Im Mittel der drel Versuchswiederholungen traten rund 150 Pesks im Totalionenchromatogramm
auf. Mit Hilfe von Vergleichsspektren aus der Literatur (Gelpi et al., 1969; Han und Calvin, 1969;
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Spitdler und Spiteler, 1973) und der HP ChemStation kompatiblen Spektrenbibliothek NIST
(Hewlett Packard, 1989) konnten insgesamt 63 aliphatische K ohlenwasserstoffe festgestel It werden.
Diese wurden in die Spektrenbibliothek fiir ethergebundene Kohlenwasserstoffe eingetragen.
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5:i20:0
3e+07 6: Interner Standard
280407 7:n26:0
8:n28:0
9: b29:.0
) 10:i40:0
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Abbildung 19: TIC von PLEL -K ohlenwasser stoffen aus dem Bodenmischextr akt

Es gnd nicht die ethergebundenen Isoprenoide (i20:0, 140:0, i140:0-1cy, 140:0-2cy), welche die
grofdten Peaks bildeten (Abb. 19), sondern einfach verzweigtes (iso-branched) Pentadecan (ib15:0)
und n-Hexadecan (n16:0). Legt man fur ale identifizierten diphatischen Kohlenwasserstoffe den fir
n-Hexadecan ermittelten Response-Faktor von 2,447 zugrunde, so setzten sich die PLEL des
Mischextrakts, wie in Abb. 20 dargestdllt, zusammen.

Insgesamt wurden rund 208.000 nMal aliphatische Kohlenwasserstoffe pro kg TS gemessen, wovon
die verzweigten und die geradkettigen mit 98.000 bzw. 78.000 nmol kg* TS den groften Anteil
ausmachten. Isoprenoid-verzweigte Verbindungen wurden in einer Konzentration von rund 17.000
nmol kg" TS nachgewiesen. Neben den zuvor in Reinkulturen bestimmten isoprencid-verzweigten
K ohlenwasserstoffen konnte das C,q-Isoprenoid Pristan (i19:0), das Cus-1soprenoid Squaan (i25:0)
und eine unbekannte Verbindung detektiert werden, die dem Zerfdlspektrum und der relativen Re-
tentionszeit eines von Vink et al. (1998) nachgewiesenen 10-Ethyl-2,6,15,19-Tetramethylicosan
(Cye-1soprenoid: i126:0) stark ahnelte.
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Abbildung 20: Zusammensetzung der PLEL des Testbodens

Untersuchungen der polaren Lipidfraktion

Es gt sch nun die Frage, woher diese diphatischen Kohlenwasserstoffe kommen, die neben den
Isoprenoiden bel der PLEL -Seitenkettenbestimmung (Abb. 19 und Abb. 20) auftraten. Daher wurde
die polare Lipid- sprich, die Phospholipidfraktion des Mischextrakts untersucht, ob:
A) Spuren von freien, nicht gebundenen Kohlenwassarstoffe in ihr enthaten snd
B) leicht hydrolysierbare Phospholipide Verbindungen freisetzen, die nach reduktiver Dehaloge-
nierung mit Zn/Eisessg zu diphatischen Kohlenwasserstoffen reagieren.
Zusétzlich wurde untersucht, ob
C) ein Phospholipid Standard, basierend auf Esterbindungen und
D) ein Gemisch aus freien Fettsturemethylestern (FAME) bel der PLEL -Satenkettenbestimmung
diphatische K ohlenwasserstoffe liefern.

Vorgehensveise
A) Ein Aliquot der Phosphalipidfraktion des “Mischextrakts fir Testzwecke”, wurde entsprechend 5
g TSdirekt in den GC/MSinjiziert.
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B) Ein Aliquot des Phospholipidextrakts entsprechend 10 g TS wurde zuerst der sauren Hydrolyse
und danach der reduktiven Deha ogenierung unterzogen und entsprechend am GC/M S gemessen.

C) 25 mg 1,2 Diacyl-sn-glycero-3-phosphocholine (SSGMA P9671) wurden in 5 ml Methanol ge-
|64, davon 50 pl zur Untersuchung entnommen.

D) Eswurden jeweils 50 pl der folgenden FAME-StandardiGsungen (SSGMA) entnommen und zu-
sammen in ein Aufschlulglas pipettiert: 16:0 (5 mg/ml in Hexan), 18:0 (5 mg/ml in Hexan), 16:1,c9
(5mg/ml in i-Octan), 18:1,c11 (5 mg/ml in i-Octan).

Nach Abdampfen der Losungsmittel wurden die Extrakte aus C) und D) der Etherspaltung und der

reduktiven Deha ogenierung unterzogen.

Alle Untersuchungen erfolgten jewells in dreifacher Wiederholung durchgeftinrt.

Ergebnisse

Weder bei Untersuchung A) noch be Untersuchung B) konnten aiphatische Kohlenwasserstoffe
Uber die Spekirenbibliothek fur PLEL-Kohlenwasserstoffe nachgewiesen werden. Untersuchung A)
ergab im Mittd von drei Wiederholungen lediglich Spuren von n-Hexadecan (Abb. 21: Peak bel
20,66 min), die jedoch, aufgrund der geringen Konzentration, hochstwahrscheinlich auf Kontaminati-
on zurtickzuftihren Sind.

Be Untersuchung B) wurden im Mittel von drei Wiederholungen rund 150 Pegks regidtriert (Abb.
22). Die Auswertung der Spektren ergab, dal3 die Mehrzahl dieser Peaks, so zum Belspidl der Peak
ba 28,85 min (Abb. 23), auf nicht-hydroxysubgtituierte Fettsiuremethylester (= UNSFA) zuriick-
zufthren sind. D.h., dal3 nach der sauren Hydrolyse hydroxy- und nicht-hydroxysubgtituierte FAME
freigesatzt und durch die Resktion mit Zn und Eisessig zur niedrigsten Oxidationsstufe hydriert bzw.
reduziert wurden.

Aus den Untersuchungen A) und B) kann aso gefolgert werden, dald die mit der PLEL-
Seitenkettenbestimmung erfalden Kohlenwasserstoffe nicht von freien Kohlenwasserstoffen aus der
Phospholipidfraktion des Bodenextraktes ssammen. Aul¥erdem werden die durch saure Hydrolyse
freigesetzten Satenketten durch anschliefiende Reduktion bzw. Hydrierung nicht zu Kohlenwasser-
doffe, sondern vorwiegend zu Fettsduren umgewanddt.

Weder nach Untersuchung des Extrakts aus C) noch des Extrakts aus D) konnten aliphatische Koh-
lenwassergtoffe mit der Spektrenbibliothek fur PLEL-Kohlenwasserstoffe nachgewiesen werden.
Die in beiden Chromatogrammen (Abb. 24 und Abb. 25) detektierten Substanzen sind auf nicht-
diphatische Verunreinigungen (z.B. Phtdate) zurlickzuftihren. Es ist zu vermuten, dal3 Fettsduren
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bereits durch die Einwirkung von Jodwasserstoffsure bel 100°C zerstort werden. Aus diesen bei-
den Untersuchungen kann aso gefolgert werden, dal3 weder aus Acylphospholipiden noch aus freien
FAME durch Etherspaltung und Reduktion K ohlenwassersioffe entstehen.
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Abbildung 21: Totalionenchromatogramm (T1C) der Phospholipidfraktion aus dem Bodenmischextrakt
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Abbildung 22: T1C des Bodenmischextrakts nach saurer Hydrolyse und reduktiver Dehalogenierung.
IS = Interner Standard
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Abbildung 25: TI1C eines FAM E-Gemisches nach Ether spaltung und reduktiver Dehal ogenier ung

Charakteriserung der Kernlipide mittelsLC/M S

Wahrend mit Etherspaltung/reduktiver Dehaogenierung und Messung am GC/MS die Satenketten
der Etherlipide nachgewiesen werden, liefert die Hissgkeitschromatographie/Massengpektrometrie
(LC/MS) Aussagen Uber die Grofie der Ausgangsmolekile, sprich der Kernlipide. Die schonende
loniserung ermdglicht die Bestimmung der Molekiilmasse.

Ein Aliquot des Bodenextrakts (= 15 g TS) wurde nach der sauren Hydrolyse mittels Hamilton-
Spritze in die HPLC-Saule des Finnigan LCQ injiziert und anschlief3end der Bodenextrakt in ca. 80
Pesks getrennt (Abb. 26), von denen 10 durch zusitzliche lonisation (ms? oder MS/MS), bzw.
durch den Vergleich mit aufgereinigten Etherlipiden aus Methanosarcina barkeri und Sulfolobus
solfataricus identifiziert werden konnten. Nach 585 min (s. Abb. 26) konnte ein Cjs-
Hydroxymonoether Hydroxypentadecylglycerol, s. Tab. 12) nachgewiesen werden. Die aus der
zweifachen lonisation erhdtenen Fragmente und die korrespondierenden Molekilstrukturen sind in
Abb. 27 dargestelIt. Nach 6,52 min wurde ein Cy6-Diether nachgewiesen, dessen Identitét neben der
Fragmentation durch den Vergleich mit einem C,¢-Diether-Standard belegt werden konnte.
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Abbildung 26: Auftrennung der PLEL -K er nlipide aus dem Bodenmischextrakt mittelsLC/M S

Co0-Cxo-Archaeol duierte nach 11,57 min und konnte durch das Monoether-Fragment (Abb.28)
eindeutig identifiziert werden. Cddarchaeole (azyklische + zyklische) duierten nach 23,89 min lie-
ferten dlerdings nach zweifacher Anregung (ms?) keine lonenfragmente (Tab. 12). Die Molekiilionen
und auch die Retentionszeiten der jewelligen Verbindungen wurden durch den Vergleich von Cadar-
chaeolen aus Sulfol obus solfataricus bestimmt, so dal? ene Identifizierung gewahrleistet war.

Mit der LC/MS-Besimmung konnten enige Strukturen identifiziert werden (Tab. 12), die nach
Ethergpdtung im TIC der GC/MS-Andyse dgnifikante Pesks von Cis-,Cie-, Cos-, Cao-
Saitenketten, sowie von Isoprenciden mit den Kettenlangen Cy und Cyo hervorbrachten. Aufgrund
fehlender Fragmentationen bzw. fehlender Standardsubstanzen konnte hier nicht gezeigt werden, ob
es sch be den Satenketten mit den Kettenldngen Gs, Cxs und Gy um n-Alkane oder einfach-
verzweigte Kohlenwasserstoffe handelte. Diese kommen as potentielle Seitenketten der in ver-
gleichsweise hohen Konzentrationen auftretenden ib15:0 (iso-branched), ab15:0 (anteiso-branched),
n16:0, n25:0 und n30:0 Kohlenwasserstoffe im TIC in Abb. 19 in Frage. Es blalbt offen, aus wel-

chen Molekilstrukturen z.B. die Kohlenwassersoffe n18:0, n26:0 und n28:0 sammen. Eine weiter-
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fuhrende LC/MSMSUntersuchung mit enem noch prézissr abgestimmten HPLC-
Trennungsprotokall konnte in diesem Zusammenhang weitere, bidang noch nicht in Bodenextrakten
detektierte Etherlipide zum Vorschein bringen.

Tabelle12: Darstdlung der Gber LC/M Sbzw. LC/M SM Sidentifizierten Etherlipide

Peak Chemische m/z | Fragmentation durch | Lange der | Relative
(min) Struktur [M+H] “Full ms® (m/z) | Seitenkett | Intensitat
585 Hydroxypenta 321 285, 303 Css 20
decylglyceral
6,52 Dihexadecylglycerol 541 317 Cis 31
1157 Archaeol 653 373 Cx 61
1252 | Pentacosanyltricosanyl- | 863 Cx & Cy 64
glyceral
23,89 Caldarcheol 1301 Capo 81
2395 Caldarchaeol-1cy 1299 Cuo 9
24,04 Caldarchaeol-2cy 1297 Cup 8
24,19 Caldarchaeol-3cy 1295 Cuo 28
24,24 Caldarchaeol-4cy 1293 Cuo 18
24,29 Caldarchaeol-5cy 1291 Cao 7
+
T: +1;Od Full ms2 3359‘0 [80‘06 -‘350.00] m/Z 303 - . O_/\/\/\/\/\/\/\ . H 2031
% 50 m/z285 = | i o= NNNNNN + H 2851
| SRRLINNLENL N L L L L L L L L L L L L Y L L L O

0
LI DL
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
miz

Abbildung 27: Fragmentation eines C,s-Hydroxymonoethers. Fragment m/z 303 wurde nach Abspaltung von
H,O von der Alkylkette des,, Molekiilions+H* (M+H)" erhalten. Fragment my/z 285 entstand nach
Abspaltung von H,O vom Glyceringerist des Fragmentsm/z 303
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Abbildung 28: Fragmentation von Archaeol. Fragment m/z 373 stellt ein Monoether dar, entstanden nach Abspal-
tung der Phytanylkette von Cy-C,-Archaeol

3.1.1.5. Quantifizierung der aus den Phospholipid-Etherlipiden freigesetzten Kohlenwas-
serstoffe

Ermittlung von Responsefaktoren

Aus ene definierten Mischung an diphatischen Kohlenwasserstoffen (New Jarsey TRPH Mix,
Promochem) mit geradzahligen Kohlenwasserstoffketten von C;, bis Cyp Sowie den beiden Isopre-
noiden Pristan und Phytan (i19:0 und i20:0) wurden Responsefaktoren experimentd| ermittelt und
dabel zu den drei New Jersey TRPH-Replikaten jeweils 100 pl 19:0 FAME pipettiert. Um sowohl
die Streuung, verursacht durch das Pipettieren ds auch verursacht durch das GC/MS System zu
minimieren, wurde jedes der drel Untersuchungsglaschen dreima am GC/MS gemessen, anschlie-
[2end die ermittelten Responsefaktoren fur die jeweiligen Substanzen in die Spektrenbibliothek aufge-
nommen (Tab. 13).

Jeder neue Eintrag in die Spektrenbibliothek, unabhéngig davon, ob diese Substanz aus Reinkulturen
oder aus Bodenproben ssammite, bekam einer der obigen Faktoren zugeordnet. Dabel wurde der
Faktor jener Kohlenwasserstoffkette aus Tab. 13 ausgewahit, deren relative Retentionszeit der neu

aufzunehmenden Substanz am Néachsten stand.
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Tabelle 13: Ermittelte Responsefaktoren fir die Quantifizierung der PL EL -Seitenketenbestimmung

Substanz |[Molmasse| Einwaage | Konzentration | Responsefaktor| SD
[0] [ng 100p] | [nMol 100 pl™Y [%]
19:0 FAME 312 10000,00 32,05 1,000 0,00
n12:0% 170 19900,08 117,06 3,050 3,65
nl14:0 198 19820,16 100,10 2,529 2,52
nl16:0 226 19780,20 87,52 2,407 3,21
nl7:0 240 19989,34 83,29 2,214 2,70
i19:0° 268 19938,92 74,40 1,858 4,00
n18:0 254 20039,84 78,90 1,837 1,71
i20:0 282 19730,81 69,97 1,564 1,95
n20:0 282 20039,94 71,06 1,808 1,40
n22:0 310 19837,90 63,99 1,663 0,76
n24:0 338 19601,68 57,99 1,629 0,10
n26:0 366 20019,88 54,70 1,613 0,99
n28:0 394 19467,90 49,41 1,517 1,07
n30:0 422 19929,28 47,23 1,572 0,48
n32:0 450 19596,22 43,55 1,578 1,60
n34:0 478 18624,69 38,96 1,833 0,04
n36:0 506 20815,40 41,14 2,429 0,22
n38:0 534 18825,40 35,25 3,017 0,06
n40:0 562 20018,73 35,62 4,092 2,54

¥ n12:0 bedeutet: n-Alkan mit C,,-K ette ohne Doppel bindung
®119:0 bedeutet: |soprenoid-K ohlenwasserstoff mit Cyo-K ette ohne Doppel bindung

Bestimmung der Ausbeute bei der PLEL -Seitenkettenbestimmung

Wird die PLEL-Methode zur Abschétzung der PopulationsgrélRe von Archaeen im Okosystem an
gewendet, so ist die Ausbeute der PLEL -Satenkettenbestimmung von grof3er Bedeutung.

Vorgehensveise

Hierzu wurde eine StammiGsung von 1,2 Di- O-hexadecyl-rac-glycero-3-phosphocholine (SIGMA
P3777) hergestelIt (c=1mg mi™ in Chloroform). Die beiden ethergebundenen Seitenketten dieses
Phospholipids bestehen aus n-Hexadecan (n16:0, bzw. Ci6Hs4). Folgende K onzentrationsstufen
wurden in dreifacher Wiederholung angesetzt:
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1) 100 pl StammlGsung entsprechend 284 nMol Hexadecan

2) 200 pl StammlGsung entsprechend 568 nMol Hexadecan

3) 500 pul StammlGsung entsprechend 1420 nMol Hexadecan

Diese Untersuchungd 6sungen wurden der Etherspatung und der reduktiven Dehal ogenierung unter-
zogen. Die Quantifizierung an freigesetztem Hexadecan erfolgte mittdds GC/M S unter V erwendung
von 19:0 FAME as internen Standard und dem zuvor ermittelten Responsefaktor von 2,407.

Ergebnisse

Aus Konzentrationsstufe 1) wurden durchschnittlich 211,6 nMol Hexadecan erhadten (= 74,5%
Ausbeute), aus Konzentrationsstufe 2) durchschnittlich 398,7 nMol (= 70,2% Ausbeute) und aus
Stufe 3) konnten durchschnittlich 870,5 nMol Hexadecan, entsprechend einer Ausbeute von 61,3%,

nachgewiesen werden (Abb. 29).
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Abbildung 29: Ausbeute an freigesetztem Hexadecan nach Ether spaltung/reduktiver Dehalogenierung

Es zeigte Sich, dal3 Sch die Ausbeute mit zunehmender Konzentration an PLEL-Standard verringer-
te. Als Grinde dafir kénnen genannt werden: &) Die nachlassende Effizienz der Etherspatung und /
oder der reduktiven Dehdogenierung und b) einen sich mit zunehmender Konzentration an Hexade-
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can &ndernden Responsefaktor bel der GC/MS-Andyse. Dal’ gemél’ Ursache a) bel einer PLEL-
Konzentration von 1420 nMol Hexadecan-Aquivalenten nicht mehr geniigend Etherbindungen g
spaten wurden, bzw. nicht gentigend Alkyljodide reduziert werden konnten, ist eher unwahrschein-
lich. In den beiden Origindarbaten, auf welchen die PLEL -Saitenkettenbestimmung beruht, wurde
fUr eine wesentlich groléere Einwaege an Etherlipiden nur en Drittel bzw. die Hafte an Reagenzien
eingesetzt (s. Kates et al., 1965 und Panganamaa et al., 1971). AulRerdem wurde im vorliegenden
Experiment kein Hexadecyljodid nachgewiesen, was einen unvollstdndigen Resktionsverlauf aus-
schlief?en 183%. Schomburg (1987) empfiehit fir gaschromatographische Untersuchungen bel der
Verwendung der “internen-Standard-Methode” eine Substanz aus der gleichen chemischen Stoff-
gruppe ds internen Standard heranzuziehen, um etwaige Unrege méldigkeiten bei den Signdlauspré-
gungen durch die GC-, bzw. GC/MS-Andyse zu minimieren. Das wiirde bedeuten, dal3 n19:0 Alkan
dem hierbel verwendeten 19:0 FAME vorzuziehen ist. Jedoch wurden im Testbodenextrakt in Kap.
3.1.1.4 auch ggnifikante Mengen an ethergebundenem n19:0 Alkan nachgewiesen, was wiederum zu
Fehlern bel der Quantifizierung fuhrt, wenn die gleiche Substanz auch as IS hinzugegeben wird. Mo-
rii und Koga (1993) erzidten mit einer anderen PLEL-Bestimmungsmethode (Etherspatung mit HI
und Reduktion mit LiAIH,) bel Methanobacterium ther moautotr ophicum eine Ausbeute an ether-
gebundenen Isoprenoiden von durchschnittlich 80,5%, dlerdings wurden in dieser Arbait keine ver-
schiedenen Konzentrationsstufen an PLEL verglichen. Es ig in diesem Zusammenhang nicht ausar
schlief3en, dal3 die Konzentrationsstufen 2) und 3) in der vorliegenden Arbeit Sch am Rande, bzw.
aul¥erhdb der, fir das Mel3system zugrunde liegenden Linearitét zwischen Konzentration und Signal-
ausprégung befanden und dies die Ursache fir die geringeren Ausbeuten bel den Konzentrationsstu-
fen 2) und 3) im vorliegenden Experiment darstdlte.

In Kap. 3.1.1.4 wurden ethergebundene Isoprenoide in einer Konzentration von rund 17,3 nMol g*
TS Boden bestimmt. Das bedeutet, dal3 bel der eingesetzten Bodeneinwaage von 31 g TS 536,3
nMol Isoprenoide erhdten wurden. Diese Substanzmenge befindet sich in dem Bereich, in dem, nach
Abb. 29, die Ausbeute an freigesetzten K ohlenwasserstoffketten zwischen 75 und 70% variierte.
Um in den nachfolgenden Untersuchungen eine hohe Ausbeute, bzw. eine Vergleichbarkeit der B-
gebnisse ba der PLEL-Besimmung zu gewéhrleisten, wurden immer die gleichen Mengen an TS
Aquivaenten fiir die Untersuchungen von Reinkulturen (» 25 mg) und Bodenproben (» 12,5 g) ein-
gesetzt.
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Computer gestiitzte Auswertung mit der HP ChemStation

Identifizierung und Quantifizierung von PLEL-K ohlenwasserstoffen wurden mit dem gleichen Soft-
warepaket wie fir die Bestimmung der PLFA ausgewertet. Dieses Programm zieht zur Pesk-
Erkennung Kohlenwasserstoff-Spektren und Retentionszeit aus der Vergleichsbibliothek “ak320”
heran, die aus Standardsubstanzen, Reinkulturen und Bodenextrakten gewonnenen Eintragen besteht

und je nach Situation prézisert und erweitert werden kann.

3.1.2. Quantitative Bestimmung von PLEL und PLFA in ausgewahlten mikrobiellen Re-

inkulturen

Das Zid dieses Ansaizes bestand darin von einer Auswahl von Reinkulturen quantitative Lipid-
Profile zu ergtdlen.

Einersaits sollten in diesem Zusammenhang Archaeen auf ihre quantitative PLEL -Zusammensetzung
untersucht werden, um daraus etwaige Faktoren fur die Umrechnung von Zelzahlen abzuleiten. An-
derersaits sollte die Eignung der neu entwickelten Bestimmungsmethode von PLEL -Biomarker und
die etablierte Methode der PLFA-Bestimmung zur taxonomischen Differenzierung von mikrobidlen
Gemeinschaften untersucht werden, bevor diese Methoden bel der Untersuchung von Bodendkosy-
semen Anwendung finden.

3.1.2.1.PLEL-Zusammensetzung

Die Untersuchungen basierten auf insgesamt neun Archaeen, wobel es sch um acht Organismen der
Gruppe Euryarchaeota und bei Sulfolobus solfataricus (SUS) um einen Vertreter der Crenar-
chaeota handelte. Die Lipide von vier Archaeen wurden sowohl nach der Methode von Coallins
(1980; Extraktion A) as auch nach Ba und Zelles (1997; Extraktion B) extrahiert (s. Kap. 2.5.2).
Tabelle 14A zeigt die Zusammensetzung an ethergebundenen Isoprenoiden in den jewelligen Orga-

nismen.



68

LET el | =087 E) W NEREE
s [GF ol Tl — (667 ¥ — eprouzados]
Y, [0zt
H=¥% 0014
=W 0-c gl
| A4-¥ -0z
_ J YHI[BLIASUDITEAPUTLUL S

(0t = i & “__.._.n__...“_____w_”..r. ¥ RIS s L___u__._..._ng.v-_:._”._.“_ A PUn Y WOIYRICy qaru P UE OMI00EII0XE00 G2 ._._“.__m._...u_...._.ﬂ_.._.._F EAL AR B L

Gunpuigaddan JaU2 W SRF%-S0 W EOIEIRSEEMURIYTH-FouRIdas] Lo Bunsisadomany wals qi

Gunpuegaddog suyo aypes-0r I Jopsisssemus|yoyd-prossados) enspag A20-0:081 Gunpug s Uy aised-Fho I IoSmssEmED|L oo pHoUaI00s] 18Inapsq 5L
‘uaqaBabus agow wsany apouaicos)

ST T USUSIYS]E0 190 uALENUETUNY M PUis Sauer E0E1) e 1B BS0y 80 UIEU ) UDIHEIRD oA PUEpURIS-pIdUaLEg saasjient UjE I Be) Sniusiuniig Wasam uog,
(LE5L) SD19Z pUn jeg Yoy g ueqyesps (0asL) SuoD YoaBu iy BoipEImEg |

FR A e e g0 0 5 0) 5 pun g UoyRED] Jap USLUTEeE MEaAlUZUEYHIUES SaUDpeIyosIaiun USISZIpU) USEEE0ang Sl payssELIn

Ergebnisse und Diskussion

iy 0w'g ot BE11 FIO GEUL LESE BOT [E¥E 0% [BFL LS T4 |
BL0H Fo°9 61°L 08 BLIT T T |SEE WSTF 9 G0 [EEFD SFI1 | sprousados
Pu 08l 681 A B1°0 ‘i ™ oIF L FF0D EL0 S50 |Pu v 1:0et
IR o e ‘Fu ‘Fu pu i P pu g gl U P Aap-gipit
LR 1T pu pu Py T e ru P P M Fu Pu pu ASE-D:p
Nl 1T gl P 1+ 0 P P gt i pru fru P P FE A0
LEAV AN pu o &' {pw ‘iz T u i pu i o P A=
1960 P o LLD 19°11 A0 P00 [pu ar U e Q60T FTR 00k
pu LRy o0 pu pu Fa Ty ™ i L0000 LD u ‘pu
L a4l fra &e' AL AU0  BET |#BE LT L9STT GFe 007 ITE
i i ™I ™ o0 Py Bu pu pu pu [ o o
-k £ il W W 4 ¥ H ¥ | b il b
s A5 ASI M1 LI AL WS HVH (14 AxqIEmoNg
R TR s FRLARIRG BREORERA FFETHAR LT shpaLa 1Az R R nnenunl
Frgap .._..._..z L% BIRORT PURYIRY T sarsAn” Ty LT Bl s SMNLLF N RS ] RN ORR T SN2
BRaZ PRI b BIOAPYINERT |

(§ = 0 spramal) uamegady uangeaafzns ur (g1 (-3 popyi] Sumassuam sy e SVET MR EL



Ergebnisse und Diskussion 69

Die Standardabweichungen der einzelnen ethergebundenen | soprencide lagen in dem Bereich von 0
10% (Daten nicht dargestellt). Es ist vorab anzumerken, dal? ausschliefldich isoprenoid-verzweigte
Kohlenwasserstoffe, d.h. weder n- noch einfach-verzweigte Alkane oder Alkene in den Reinkulturen
nachgewiesen wurden. Aul3erdem fallt auf, dal? die Ketten der gefundenen Methanogen-Isoprenoide
hauptsachlich aus G0 und Cyo aufgebaut waren, in zwel Féllen zuséizlich aus Cs und in enem Fdl
auch aus Spuren von C;s bestanden. Die geringe Variabilitdt an Alkylketten in den PLEL von Ar-
chaeen und Spuren von C;s- und Cos-1soprenoiden in Methanogenen deckt sich mit den Ergebnissen
von Mancuso et al. (1985), welche die PLEL -Zusammensetzung in 25 Methanogenen untersuchten.
Abweichend von anderen Studien ist die Tatsache, dal? ungeéttigte i20:1 |soprenoide (Artefakte aus
der Spdtung von Hydroxyarcheeol) in  Halobacterium halobium, Methanobacterium
thermoautorophicum und Methanopyrus kandleri auftreten, wenngleich in deutlich niedrigeren
Konzentrationen ds in den dre Vertretern der Methanosarcinacaea, fur die Hydroxyarchaeole
charakteristisch snd (De Rosa und Gambacorta, 1994).

Abweichend von den Untersuchungen von Hafenbradl et al. (1996) wurden in MPK neben
Archaeol, die Satenketten von azyklischen und zyklischen Caddarchaeolen ds auch
Hydroxyarchaeol nachgewiesen. Diese Abwechungen konnen durch die unterschiedlichen
Extraktionsverfahren verursacht worden sain, da Hafenbradl et al. (1996) die polaren Lipide aus
Methanopyrus kandleri nach der Methode von Nishihara und Koga (1987) unter Verwendung von
Trichloressigséure gewonnen haben.

Die Zusammensetzung der PLEL in Sulfolobus solfataricus entsprach den Untersuchungen von De
Rosa et al. (1983) und zeichnete sch durch einen hohen Antell von zyklischen Biphytanen aus, die
insgesamt 98,4% der PLEL -1soprenoide einnahmen.

Aus der Konzentration der PLEL -Isoprenide |83 sich die Konzentration an Archaeolen und Cadar-
chaeolen ausgedrtickt in PLEL berechnen. Da 1 Mol PLEL 2 Mol PLEL-Isoprenoide enthdten, ist
die PLEL-Konzentration hab so grol3, wie die der jewelligen PLEL -Isoprenoide.

Obwohl es innerhab der vier fir den Extraktionsvergleich herangezogenen Archaeen sgnifikante
Unterschiede in der PLEL-Konzentration gab (Tabdle 14B), wirkte dch dies in der
Gesamtbetrachtung nicht aus. Werden die Lipide nach Methode A extrahiert, so ergab sch mit
einem durchschnittlichen PLEL-Gehdt von 35 pMol ¢! TS (Median 3,6) kein dtatistischer
Unterschied zur Methode B, nach welcher ein durchschnittlicher Wert von 3,3 uMol g* TS erhalten
wurde (Median 2,7). Auffalend igt, dal3 mit Extraktionsmethode B aus Halobacterium und
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Methanosarcina mazei sgnifikant mehr i20:1 Isoprenoide, sprich Hydroxyarcheole nachgewiesen

wurden.
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Abbildung 30: Bandbreiteder ermittelten PLEL -K onzentrationen in mikrobiellen Reinkulturen

Aus Abb. 30 wird die Bandbreite, bzw. die Streuung der ermittelten PLEL-Werte sichtbar. In dieser
Box-Plot Dargtellung wird die Bandbreite der PLEL-Konzentrationen nach unten von Metha-
nothermus fervidus und nach oben von Methanobacterium ther moautotr ophicum begrenzt. Die
hierbel ermittdten, auffdlig niedrigen PLEL-Konzentrationen in Methanothermus fervidus kénnen
damit erklart werden, dal3 am vorhandenen GC/MS-System nur ein Tell der Seitenketten erfald
wurden. Nach Morii et al. (1998) setzen sich die PLEL dieses Archaeums hauptséchlich aus Cald-
archaeolen zusammen, deren Cyo-Seitenketten Uber eine C-C-Bindung miteinander verbunden sind
und ein sogenanntes H-férmiges, Cgo-ISoprenoid aushilden, welches aufgrund seiner Molekiilgrolie
(m/z 1122) mit dem vorhandenen GC/MS System nicht zu bestimmen it (s. auch Abb. 3, Struktur
).

Eswerden zwar Einfliisse der Lipidextraktion auf die Streuung der Einzelwerte bzw. auf die Mediane
sichtbar, doch wirkten sch diese, wie bereits erwahnt, nicht in enem sgnifikanten Unterschied zwi-
schen den PLEL-Gehalten der beiden Extraktionsmethoden A und B aus. In den insgesamt 12 Ex-
trakten wurde eine durchschnittliche PLEL -K onzentration von rund 4,1 pMol g* gefriergetrocknetes
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ZdImaterid (Median: 35 uMol ') festgestdlt. Nichols et al. (1987) ermittdlten in methanogenen
Reinkulturen, die sch sowohl in Herkunft und Kultivierungsbedingen as auch in der Zusammenset-
zung an Archaeolen und Cadarchaeolen unterschieden, eine durchschnittliche PLEL-Konzentration
von 2,5 pMol ¢ TS. Betrachtet man die Unterschiede der verwendeten Bestimmungsmethoden
(Bestimmung der PLEL-Satenketten mittels GC/MS in der vorliegenden Arbeit versus Bestimmung
der PLEL mittds HPLC), so gdangen beide Untersuchungen zu vergleichbaren PLEL-

K onzentrationen.

3.1.2.2. PLEL- und PLFA-Zusammensetzung in Bakterien und Archaeen

In 11 Reinkulturen, darunter drei Bakterien- und acht Archaeenst@mme, wurde neben der Zusam-
mensetzung an PLEL auch die der PLFA untersucht. Zusétzlich diente ein fir die Anzucht vider
Reinkulturen verwendeter Hefeextrakt (Difcoo) ds Kontrolle. In Tab. 15 ist die PLFA-
Zusammensatzung der untersuchten Organismen dargestellt.

Dies ig die erste Untersuchung, in der PLFA in Archaeen systematisch untersucht worden sind.
Jones und Holzer (1991) fanden free Fettsduren in der neutrden Lipid-Fraktion von Metha-
nosphaera stadtmanae und Q. I. Ba (unverdffentlichte Ergebnisse) detektierte EL- und NEL-
PLFA in Methanobacterium ther moautotr ophicum und Hal obacterium hal obium, was den Aus-
schlag dafr gab, in ener groferen Anzahl von Archaeen PLFA zu betsmmen. Die Standardabwe-
chungen der einzelnen Fettséuren lagen in dem Bereich von 0-10% (Daten nicht dargestellt). Es hier-
bel anzumerken, dal3 der Hefeextrakt im ungterilen Zustand der Lipiduntersuchung unterzogen wur-
de.

Wenngleich, wie aus Tab. 15 hervorgeht, die drei untersuchten Bakterien (Clostridium butyricum,
Clostridium aceticum und Holophaga foetida) wesentlich hdhere Konzentrationen an PLFA ds
die untersuchten Archaeen aufwiesen, so konnten auch in letztgenannten sgnifikante PLFA-
Konzentrationen festgestellt werden. Wahrend der Antell an estergebundenen Fettsduren (EL-
PLFA) in den beiden Clostridien-Stammen mit 82,48 bzw. 89,21% Uberwog (Tab. 16), waren de-
ren Konzentrationen in der Archaeen-Membran wesentlich niedriger. Der Antell an EL-PLFA &-
greckte sich in den acht Archaeen von 4,79 in Halobacterium halobium (HAB) bis 14,49% in

Methanococcus jannaschii (MCJ).
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Die PLFA-Zusammensetzung von Hol ophaga foetida (HOP) unterschied sich deutlich von den
beiden anderen Vertretern der Doméne Bacteria. Wahrend in diesen der Anteil an EL-PLFA Uber-
wog und zudem p-PLEL nachgewiesen werden konten (Tab. 16), dominierten NEL-PLFA in HOP.
Aul¥erdem konnte in diesem Organismus keine PLEL-Verbindung detektiert werden.

Die absoluten Konzentrationen an EL-PLFA (Tab. 16) variierten in den untersuchten Archaeen zwi-
schen 0,122 pMol g* TSin Halobacterium halobium (HAB) und 0,464 in Methanococcus jan-
naschii (MCJ). Die Bandbreite der NEL-PLFA Werte erdireckte sich in den Archaeen-Zdlen von
1,481 uMol g" TSin Methanopyrus kandleri (MPK) bis 3,017 in Methanosarcina barkeri
(MSB). Von den PLFA in den hier aufgefiihrten Archaea dominierten die nicht-ester-gebundenen
Fettsduren (NEL-PLFA), deren relative Konzentrationen von 85,51 in Methanococcus jannaschii
(MCJ) bis 95,21% in Halobacterium halobium (HAB) variierten (Tab. 15). Den grofden Antell
innerhalb der Gruppe der NEL-PLFA wurde von den geradkettigen, nicht-hydroxysubstituierten
Fettsauren (UNSFA-nor) eingenommen. Innerhab der Gruppe der EL-PLFA dominierten ebenso
die geradkettigen Fettsduren (SATFA-nor).

Clodridien enthdten in ihren Membranlipiden besondere Phospholipid-Strukturen, sogenannte
Pasmaogene, deren Glycerinmolekil Uber eine Egsterbindung mit ener Fettsture und mit ener
Etherbindung mit enem ungesitigten Kohlenwasserstoff (Cie- oder Cig-Kette) verbunden it
(Thidle, 1979). Mit der PLEL-Seitenkettenbestimmung kénnen diese zwar as Hexadecan bzw.
Octadecan erfad werden (Bieniek, personliche Mitteilung), jedoch liegen keine Informationen vor,
wie hoch deren Ausbeute sch in bezug auf das Plasmdogen-Molekll verhdt. Diese Etherlipid-
Satenketten wurden jedenfals in den beiden Clostridien bestimmt und s p-PLEL bezeichnet. Aus
der Addition der PLEL -1soprencide und der PLFA ergibt sich die Summe der Gesamtphospholipide
(PL). Die beiden Clogtridienst@mme besal3en in der Zusammenstellung von Tab. 16 die hoheren PL-
Konzentrationen as die untersuchten Archaeen. Nach White et al., (1979) enthdten Bakterien
durchschnittlich 100 pMol PLFA g* TS. Die rdativ geringen PLFA-Konzentrationen in den beiden
Clodridien lassen dsich dadurch erklaren, dal3 deren Membranlipide sich hauptsachlich aus
Plasma ogenen zusammensetzen und 1 Mol dieser Plasma ogen-Phospholipide nur 1 Mol Fettsduren
enthaten, im Gegensatz zu den herkdmmlichen Diacylphospholipiden (1 Mol Diacylphospholipide
enthdten 2 Mol Fettsduren; Thide, 1979). Obwohl in den untersuchten Archaeen dgnifikante
Konzentrationen an PLFA detektiert wurden, Uberwog, bis auf die Ausnahme in Methanothermus
fervidus (MTF), der Anteil an PLEL in den Gesamtphospholipiden (PL), wie aus Tab. 16 zu
ersehen. Auch hierbel konnte das mit der vorhandenen GC/MS nicht zu bestimmende Cgo-
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Isoprenoid in Methanothermus fervidus, zu dem von dlen anderen Archaeen abweichenden
PLEL/PLFA-Verhdtnis beigetragen haben.

Da die NEL-PLFA in der routinemédgen PLFA-Anaytik von Reinkulturen kaum berlickschtigt
werden, verwundert es nicht, dal3 die Existenz dieser Verbindungen in Archaeen erst jetzt und mit
diesem methodischen Ansatz detektiert werden konnte.

3.1.2.3. Chemotaxonomische Unterscheidung von Mikroorganismenstdmmen anhand von
Phospholipid-Profilen
In der bakteridlen Taxonomie werden Lipid-Muster, bzw. -Profile neben der morphologischen und
molekularbiologischen Charakteriserung, as wichtiges biochemisches Beschreibungsmerkma von
Mikroorganismen herangezogen. Dabei ergeben sich in der Regel gute Ubereingtimmungen zwischen
phanotypischen  (Pospholipidfettsiuren, Gesamtlipid-Fettsduren) und phylogenetischen (DNA,
rRNA) Charakteriserungsmethoden (Guckert et al., 1991; Kohring et al., 1994). In der vorliegen-
den Arbet wurden nacheinander die zuvor in den Reinkulturen ermittelten und log-transformierten
Konzentrationen [Mol%] der Phospholipid-Biomarker zwecks Ahnlichkeitsiberprifungen einer
Hauptkomponentenanadyse unterzogen, um dadurch die taxonomische Bedeutung der PLEL- und
PLFA-Biomarker zu untersuchen.
In dem Kompentendiagramm in Abb. 31 treten vier Gruppierungen bzw. Clugter deutlich hervor, die
es emoglichen die Organismen nach Clodridien (=Bakterien), thermophilen Euryarchaeota,
mesophilen Euryarchaeota und Crenarchaeota zu gliedern. Dies i en Indiz daftr, da3 die
zugrundeliegenden Biomarker auf dieser Ebene zu taxonomischen Gruppierungen fiihren, die der von
Woese et al. (1990) begriindeten Phylogenie der Organismen entsprechen.
Die deutliche Separation des Clugters | von den Gruppierungen I, 111 und IV steht im Einklang mit
den phylogenetischen Untersuchungen von Woese und Fox (1977) und Woese et al. (1990), die auf
der Basis von rRNA-Sequenzen Verwandtschaftsheziehungen zwischen alen Lebewesen und die
Untertellung der belebten Welt in dra Primé&rzweige, bzw. in die drel Doménen Eukarya, Bacteria
und Archaea begrindeten. Die deutliche phénotypische Unterscheidung der Bacteria, hier
représentiert durch Clogtridien, von den Archaea ergibt sich aus dem Vorhandensein der p-PLEL
und dem Fehlen der Archaeen-spezifischen i-PLEL (vgl. Tab. 16) in CLA und CLB.
Dadurch, dal3 der Organismus HOP a's auch der Hefeextrakt (HEF) keine PLEL -Biomarker
enthieten, war eine Gruppierung mittels Hauptkomponentenanayse nicht moglich.
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Die Archaeen konnten ihrersaits anhand ihrer PLEL-Profile in thermophile und mesophile Euryar-
chaeota und in Crenar chaeota unterschieden werden, was sich in Ubereingtimmung mit den phylo-
genetischen Untersuchungen von Barns et al. (1996) befindet. Diese Unterscheidung anhand der
PLEL-Profile resultierte daraus, dal3 die Organismen der Gruppe |l (thermophile Euryarchaeota)
C4o-PLEL-Isoprenoide besal3en, die den Organismen der Gruppe 111 (mesophile Euryarchaeota)
ganzlich fehlten, und die Crenarchaeoata as einzige Organismen sgnifikante Konzentrationen an
zyklischen Isoprenoiden aufwiesen (s. auch Tab. 14). Die deutliche Trennung von Methanopyrus
kandleri (MPK) von den anderen Vertretern innerhalb der Gruppe |1 steht in Einklang mit den Un-
tersuchungen von Huber et al. (1989), wonach sich dieses Archaeum auf der Basis von 16S rRNA
Sequenzen am deutlichsten von dlen anderen Euryar chaeota unterscheidet. Die phénotypische Se-
paration von MPK innerhab der Gruppe Il ergab sch hierbel aus dem Vorhandensein von zykli-

schen Caldarchaeolen.
Cluster Il
(thermophile Euryarchaeota)
18 T
MCJ-a+MCJ-b
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Abbildung 31: Hauptkomponentendiagramm der PLEL -Profile von Clostridia und Archaea. Komponente 1
erklart 60,0% der Variation und Komponente 2 18,5% der V ariation des Ursprungsdatensatzes.
Kleinbuchstaben hinter der Organismenkennung kennzeichnen die Extraktionsmethode A oder B.
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Sowohl in dem von Barns et al. (1996) verifizierten phylogenetischen Stammbaum as auch in der
vorliegenden PLEL -Gruppierung, besitzen die Organismen der Gattung Methanother mus (MTF)
die grofde Verwandschaft zu Methanopyrus (MPK), gefolgt von der Gattung Methanobacterium
(MBT) und der Gattung Methanococcus (MCJ), wobel |etztere in dieser Auswvahl die geringste
Ahnlichkeit aufweis.

Waéhrend die PLEL-Profile auf eine grofRere Verwandschaft von MBT zu MCJ ds zwischen MBT
zu MTF hinwiesen, zeigen die phylogenetischen Untersuchungen von Barns et al. (1996) genau das
Gegenteil. Diese Diskrepanz 183 sich folgendermalien erklaren. MCJ enth&lt neben herkdmmlichem
Archaeol und Cadarchaeol auch ein sogenanntes makrozyklisches Archaeol (Comita et al., 1984),
welches nach Etherspdtung und Zn-Reduktion Diphytan liefert, dso ein Go-1soprenoid, das sich
mittedls GC/MS nicht von Cye-Biphytan unterscheiden 183 und dadurch Ahnlichkeit zu dem PLEL-
Profil von MBT gewinnt (s. Tab. 14).

In der Gruppe Il (mesophile Euryarchaeota), befanden sich die drel Vertreter aus der Familie der
Methanosar cinaceae und der halophile Organismus Halobacterium halobium (HAB), welches in
Einklang mit den taxonomischen Unterscheidungen von Woese et al. (1990) steht. Bis auf MSM-a
bildeten die untersuchten Lipid-Extrakte der Methanosarcinaceae eine eigensténdige Untergruppe
innerhab der Gruppe I11, was sich mit der engen Verwandtschaft der drel Methanosar cina-Stamme
deckte. Allerdings zeigte die Lokaisierung der PLEL-Profile des haophilen Archaeums, dald mit den
zugrundeliegenden Biomarkern innerhab der Gruppe der mesophilen Euryarchaeota keine ausge-
prégte Trennung von methanogenen und haophilen Archaeen erreicht werden konnte. Dies wird
besonders daran deutlich, dal3 HAB-b eine gréRere Ahnlichkeit zu MSM-a aufwies, ds zu HAB-a.
Diese Beigpid zeigt auch, dal3 die Wahl der Extraktionsmethode (A oder B) sich auf die PLEL-

Zusammensetzung und damit auf die taxonomische Einordnung auswirken kann.

Ein etwas anderes Bild as Abb. 31 liefert das Komponentendiagramm in Abb. 32, welches die
Gruppierung der PLFA-Profile von Reinkulturen darstellt. Dadurch, dal3 PLFA auch in der Ko+
trolle (HEF), wenngleich nur in niedrigen Konzentrationen festgestellt wurden, wurde HEF genauso
wie HOP be diessr Hauptkomponentenandyse bertickschtigt; SUS dagegen nicht. HEF
(Hefeextrakt® Eucarya) und CLA+CLB (Clogtridien® Bacteria) unterschieden sch hingchtlich
ihrer PLFA-Profile deutlich von dlen anderen Organismen (Holophaga und Euryarchaeota), wel-
ches sich mit den phylogenetischen Grundlagearbeiten von Woese und Fox (1977) deckt.
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Waéhrend sich die Archaeen in ihren PLEL-Profilen, wie in Abb. 31 dargestdlt, eindeutig in meso-
phile und thermophile Organismen unterschieden werden konnten, ist dies mit PLFA-Profilen nicht
maglich (Abb. 32). Das PLFA-Profil von MPK, einem hyperthermophilen Archaeum, ghnelte eher
den Profilen der mesophilen as denen der thermophilen Euryarchaeota. Umgekehrt, dhnelte das
Profil von MSB, einem mesophilen Archaeum, eher den PLFA-Profilen der thermophilen as denen
der mesophilen Archaeen. Es zeigen sich aber auch hier Ubereingtimmungen mit den Untersuchungen
von Barns et al. (1996), wonach Methanopyrus (MPK) enen isolierten Zweig hinschtlich saines
Genotyps im phylogenetischen Baum der Euryar chaeota darselit.

Komponentendiagramm
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Abbildung 32: Hauptkomponentendiagramm der PL FA-Pr ofile von ausgewahlten Reinkulturen.

In Abb. 32 wird aulerdem eine Ahnlichkeit zwischen der PLFA-Zusammensetzung von Holophaga
foetida (HOP) und Halobacterium halobium (HAB) deutlich. Eine enge phylogenetische Bezie-
hung besteht zwischen beiden jedoch nicht (G. Kirchhof, personliche Mitteilung), obwohl das ho-
moacetogene Bakterium Holophaga foetida (HOP), en isoliertes Phylum innerhdb der Bacteria
darselt (Liesack et al., 1994). Be HAB dagegen handdt es sich um ein mesophiles, haophiles
Archaeum der Gruppe Euryarchaeota (DSMZ, 1998; Woese et al., 1990). Es igt in diesem 4+
sammenhang anzumerken, dal3 die Pogtionierung der Profile nur die Verwandtschaftsbeziehungen,
der in dieser Hauptkomponentenanalyse betrachteten Organismen wiedergeben und daher deren
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Verwandtschaft nur as relative und nicht ds absolute Beziehung zu betrachten ist. Abschlief3end 183
sch aus dem Komponentendiagramm in Abb. 32 das Fazit ziehen, dal3 den zugrunddiegenden
PLFA-Biomarkern taxonomische Bedeutung nicht nur bel der Unterscheidung zwischen Archaea
und den beiden anderen Doménen zukommt, sondern auch bel Unterscheidungen von Organismen

innerhdb der Doméne Archaea.

Wenn zu den PLFA-Profilen die PLEL-Profile hinzugezogen werden, wird erwartungsgemd eine
auggepragtere Differenzierung zwischen Bacteria, Eucarya und Archaea ereicht. Nach dem in
Abb. 33 dargestellten Hauptkomponentediagramm konnen folgende Gruppen auf Bass ihrer
PLEL+PLFA-Biomarker zusammengefald werden: CLA+CLB (Clodtridien), HEF (Hefeextrakt,
Eukarya), HOP (Holophaga), HAB+MSV+MSM (mesophile Archaeen), MPK (Methanopyrus
kandleri), MSB (Methanosarcina barkeri), MCHMTFMBT (thermophile Archaeen).

Komponentendiagramm

8
Clostridien (= Bacteria)
<>
67 CLA CLB
14_
Holophaga (= Bacteria)
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=
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Abbildung 33: Hauptkomponentendiagramm der Phospholipid-Profile (PLEL +PLFA) von ausgewéhlten Rein-
kulturen

Auf der Bads von PLEL+PLFA-Profilen sind aso keine deutlichen Unterscheidungen zwischen
thermophilen und mesophilen Euryarchaeota zu erreichen. Jedoch stimmt die Postionierung der
Profile innerhdb der Gruppe MCHMTFMBT, nach der Hauptkomponentenanalyse von
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PLEL+PLFA, im Gegensatz zu den Profil-Vergleichen in Abb. 31 und Abb. 32, am ehesten mit den
von Bans et al. (1996) erwahnten phylogenetischen Positionierungen dieser drei Organismen Uber-

an.
3.1.3. Konsequenzen fir die Untersuchungen von Bodenokosystemen

3.1.3.1. Taxonomische Bedeutung der PLEL -Biomarker

Obwohl PLFA-Profile zur taxonomischen Charakteriserung von Archaeen herangezogen werden
kénnen (s. Abb. 32), empfienlt es Sch fur 6kosystemare Anwendungen PLEL as Biomarker fir
Archaeen zubevorzugen. Durch Beriicksichtigung der Etherbindung in den polaren Membranlipiden
der methanogenen Archaea, wird namlich eine schérfere Abgrenzung von anderen obligat anaeroben
Organismen, wie z.B. Holophaga foetida erreicht, wie aus dem Vergleich der beiden Komponen
tendiagrammen in Abb. 32 und Abb. 33 hervorgeht.

Es konnen zwar die in dieser Arbeit untersuchten Archaeen anhand ihrer PLEL-Profile in vier Grup-
pen bzw. Clugter unterteilt werden, jedoch erfillt diese Gruppierung keinen Absolutheitsanspruch, da
nur en Tell der kultivierten und nur ein Bruchtell der tatséchlich in Bodentkosysteren vorkommen-
den Euryarchaeota untersucht werden konnte. Es ist davon auszugehen, dald in das Clugter
“thermophile Euryarchaeota’ auch mesophile Euryarchaeota wie z.B. Methanobacterium formi-
cium, Methanospirillum hungateii oder Methanoculleus bourgense fadlen wirden, da diese nach
Kogaet al. (1993) ebenso Archaeol und Cadarchaeol enthaten.

Eswird bereits an der kleinen Auswahl der anadlysierten Euryarchaeota deutlich, dal3 auf der Basis
von PLEL keine deutliche Differenzierung zwischen methanogenen und haophilen Archaeen erreicht
werden kann. Eine Differenzierung dieser beiden Organismengruppen in Bodendkosystemen auf der
Basis von PLEL -Profilen erscheint daher ds nicht moglich.

Angeschts dieser Sachverhdte erscheint es sinnvoll, eine Differenzierung von Archaeenpopulaionen
in Bodenokosystemen mittels PLEL -Biomarker auf der obersten taxonomischen Ebene innerhab der
Domane Archaea durchzufiihren. Demnach werden mit den PLEL -Isoprenoiden i15:0, i120:0, i125:0,
i40:0, i120:1, die ds EURY-PLEL bezeichnet werden, Euryarchaeota erfald. Die CREN-PLEL
140:0-1cy, i140:0-2cy, i40:0-3cy und i40:0-4cy charakterisieren Crenarchaeota (Tab. 17).

Obwohl, wie aus den Tabdlen 14A und 17 hervorgeht, zyklische Biphytane in Euryarchaeota und
Phytan und Biphytan in Crenarchaeota gefunden wurden, sind diese Uberschneidungen firr die
Anwendung in Bodentkosystemen zu dem derzeitigen Stand der Wissenschaft zu vernachlassigen:
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Zum enen handdt es d9ch ba dem Organismus MPK, um en absolut hyperthermophiles
Euryarchaeum (s. Tabelle 2), welches 16,8% zyklische Biphytane enthdt und sich sowohl genetisch
as auch physiologisch ds extremer Vertreter der Euryarchaeota erwelst (Huber et al., 1989),
dessen Exigenz in Bodenhorizonten eher auszuschliel}en i, zum anderen nehmen in dem
untersuchten (hyperthermophilen) Crenarchaeum SUS Phytan und Biphytan insgesamt nur 1,6% der
gesamten PLEL -Konzentration ein. Allerdings liegen bisher keine Hinweise vor, inwiefern die PLEL -
Zusammens=tzung von potentiellen Boden besiedelnden, nonthermophilen Crenarchaeota von den
thermophilen Crenarchaeota abweicht. ES wurden zwar Crenarchaeota in mehreren
Bodenokosystemen der gemddgten Breiten nachgewiesen, darunter Wad- Acker- und
Grinlandstandorte, (Ueda et al., 1995; Bintrim et al., 1997; Jurgens et al., 1997; Sandaa et al.,
1999), doch konnte noch kein entsprechender nonthermophiler Organismus in Reinkultur gewonnen

werden (Delong et al., 1998; R. Huber, personliche Mittellung).

Tabelle 16: Unter scheidung von Mikroor ganismen anhand i-PL EL -Biomar ker

Archaea Bacteria Eucarya
i-PLEL EURY-PLEL?® |CREN-PLEL"

i15.0 + -
i20:0 + *)
i25.0 +

i40:0 + +)
i40:0-1cy +) +
i40:0-2cy +) +
i40:0-3cy +
i40:0-4cy +
i20:1 +

4 EURY-PLEL: PLEL, die charakteristisch fiir Euryarchaeota sind; ® CREN-PLEL : PLEL, die charakteristisch fiir
Crenar chaeota sind; Angaben in Klammern verweisen auf vergleichsweise niedrige Gehalte an den jeweiligen
Biomarkern

Aus den PLEL -Untersuchungen von Bodenextrakten (s. Kap. 3.1.1.4) und Clostridienst@mmen
(Tab. 16) gent hervor, dal3 die ethergebundenen Kohlenwasserstoffe nicht nur aus Isoprenoiden (®
i-PLEL) bestehen, sondern auch aus anderen diphatischen Kohlenwasserstoffen. Esist daher anzu-
nehmen, dal3 neben den PLEL -Isoprenoiden auch andere PLEL -Seitenketten als Biomarker zu be-
trachten Sind. Diese lassen sich zu vier taxonomisch relevanten Gruppen zusammenfassen (Tab. 18).
Esig hierbe anzumerken, dal3 n16:0 und n18:0 Saitenketten sowohl unter p-PLEL as auch unter x-
PLEL subsummiert sind. In der vorliegenden Arbeit werden diese ausschliefdich den p-PLEL zuge-
ordnet.
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Tabelle17: Darstellung der ver schiedenen PLEL -Gruppen und deren Vorkommen in mikrobiellen Struk-
tureinheiten (Populationen)

Gruppe Analysierte Seitenketten VVorkommer
i-PLEL I soprenoide: i15:0, i20:0,i20:1, i25:0, Archaea (vorliegende Arbeit)

i40:0, i40:0, i40:0-1cy, i40:0-2cy, i40:0-
3cy, i140:0-4cy; (s. Tabelle 14)

p-PLEL n-Alkane: n16:0 und n18:0 Clostridien (vorliegende Arbeit)
(s. Tab. 16)
x-PLEL Einfach verzweigte Alkane und n- Thermodesulfobacterium commune
Alkane: ib16:0, n16:0, ib17:0, a17:0, i18:0,|(Langworthy et al., 1983); Thermotoga
nl18:0,i19:0,a19:.0 maritima (De Rosaet al ., 1988; De Rosa et
al., 1989); Aquifex pyrophilus(Huber et al .,
1992)
y-PLEL | soprenoide: i19:0; 126:0 (mit einer Bisher noch nicht in Reinkulturen
Ethylverzweigung) nachgewiesen. Nach Vink et al. (1998)

kdnnte i26:0 aus Archaeen stammen

3.1.3.2. Taxonomische Bedeutung der PLFA-Biomarker

Dadurch, da? es hinsichtlich der PLFA-Fraktionen zu mehreren Uberschneidungen zwischen den
Doménen Bacteria, Eucarya und Archaea kommt, lassen diese Biomarker im Vergleich zu den
PLEL-Isoprenciden nur eine “unschéarfere” taxonomische Differenzierung zu. In Tab. 19 sind diese
Merkmae zusammengestdlt, die auf den vorliegenden Untersuchungen ds auch auf den Arbeiten von
Zdlles (1997; 1999a und 1999b) basieren.

Tabelle 18: PLFA alsBiomarker flir Organismen der Doméanen Bacteria, Eucarya und Archaea

Bacteria Eucarya Archaea
PLFA
SATFA + + (+)
MUFA + + (+)
PUFA (+) + (+)
PLOH + (+) (+)
UNOH + + +
UNSFA + + +

Angaben in Klammern verweisen auf vergleichsweise niedrige Gehalte an den jeweiligen PLFA

Inwieweit Sch einzelne Subgruppen diverser PLFA-Fraktionen, wie z.B a-UNOH (charakteristisch
fir Sphingomonas spp. nach Bakwill et al., 1997) oder sogar einzelne Fettsduren, wie z.B. 18:2w6
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(nach Frostegérd et al., 1996 charakteristisch furr Pilze) zum spezifischen Nachweis von Organismen
auf dem Gattungs- oder Doménenniveau eignen, wird in der Literatur kontrovers diskutiert (Zelles,
1999a). Prazisere Aussagen werden gewonnen, wenn moglichst vide, potentiell vorkommende
PLFA ener Organismengruppe zur taxonomischen Differenzierung in komplexen Gemeinschaften
bzw. Systemen herangezogen werden (Zdlles, 1999a; 1999hb).

3.1.3.3. Berechnung von Zellzahlen im Okosystem auf der Basis von PLEL- und PLFA-

Konzentrationen

Wie bereits erwdhnt, wurde in den insgesamt 12 Lipidextrakten aus Archaea eine durchschnittliche
PL EL-Konzentration von rund 4,1 uMol g* TS (Median: 3,5 uMol g*) festgestellt. Jedoch kann aus
diesen Daten nicht auf ene dlgemengtiltige, durchschnittliche PLEL-Konzentration in Archaeen ¢
schlossen werden. Dafir wére die Andyse einer grolieren Anzahl von Archaeen-Reinkulturen nétig.
Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird der von Nichols et al. (1987) ermittelte Wert von 2,5 Mol
g' TS zur Umrechnung von Biomarker-K onzentrationen in Archaeenzellzahlen benutzt. In der ni-
krobiellen Okologie wurde dieser Faktor schon mehrfach eingesetzt (Nichols et al., 1987; Mancuso
et al., 1990; Boon et al., 1996; Guezennec und Fida-Medioni, 1996, Ba et al., 2000; Wachinger
et al., 2000), so dal? bel dessen Verwendung eine Vergleichbarkeit von Ergebnissen dieser Autoren
gewdhrleiget is.

Aufgrund der bereits dargestdlten Sachverhdte 18 sich auf der Basis von PLFA-Biomarker nur
eine vergleichsweise grobe Ermittlung von Zdlzahlen rediseren. In den Arbeiten von White et al.,
(1979) und Balkwill et al. (1988) wurde ausgehend von E. coli éin Wert von 100 uMol PLFA g*
TS Bakterien-Zdlmaterid vorgeschlagen und ein Naherungswert ermittelt, wonach 1 g Bakterien
biomasse 5,9~ 10" Zdlen entspricht. In der vorliegenden Arbeit wurde zwar in den drei Bakteri-
enstdmmen eine durchschnittliche PLFA-Konzentration von 30 pMol ¢* TS ermittet, doch kann
diesr Wert, aufgrund der niedrigen Anzahl von Proben, nicht fir algemeinglitge Zdlzahl-
Bestimmungen empfohlen werden. In der Literatur wurde bisher nur von dem berdts erwahnten
Umrechnungsfaktor von 100 pMol g* TS berichtet, so da dieser auch in dieser Arbeit zur Bestim-
mung von bakteriellen + eukaryotischen Zelen herangezogen wurde.

Folgende Umrechnungsformeln fanden Anwendung bel der Ermittlung von mikrobiellen Biomassen
bzw. Zdlzahlen:
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Euryarchaeota/Crenarchaeota: Zdlzehl =  ------------mmmmmmoeooeee 59" 10%

Bacteria +Eucarya: Zdlzahl = oo 59" 10%
100" DFF " (100/ TScenat)

Zdlzah: Zdlzahl pro Volumen Frischsubstanz [omi]
Cipee: Konzentration i-PLEL [uMol g* TS|
ChLra: Konzentration PLFA [uMol g* TS

DFF: Dichte des feldfeuchten Bodens [g cm]
TScetat: Trockensubstanzgehat [%0]

3.2. Charakteriserung von mikrobiellen Gemeinschaften in entwasserten (oxischen) und

wieder ver naldten (anoxischen) Nieder moor 6k osystemen

3.2.1. Kenndaten der Bodentkosysteme

3.1.2.1. Allgemeine Charakterisierung der Beprobungshorizonte

Vom Versuchsstandort Donaumoos (s. Abb. 6) wurden zu vier verschiedenen Terminen Bodenpro-
ben entnommen. Die Referenzfléche (R) sdlte eine entwéasserte Grinlandfléche dar, die zu dlen
Beprobungsterminen in dem Beprobungshorizont einen Anteil an wassergeséttigtem Porenvolumen
WFPS < 100% aufwies (Tab. 20). Dieses Bodentkosystem wird as oxisch bezeichnet, da noch
Luft bzw. O, fihrender Porenraum zur Verfligung stand.

Die Beprobungshorizonte in Becken 1 und 2 (B1 und B2) werden ds anoxisch bezeichnet, da zu
alen Beprobungsterminen das wassergefullte Porenvolumen WFPS > 100% war, was durch den
permanenten Wasserpegd von 40 bzw. 20 cm verursacht wurde. Am O-Gehdt des Beckenwas-
sers wird bereits en Gradient der Anoxie zwischen B1 und B2 schtbar. Dieser war in B2 immer

hoher dsin B1, was auf e@nen htheren Antell an anaeroben Prozessen in B2 schlief2en 183
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Tabelle 19: Beschreibende Parameter der Ver suchspar zellen (Donaumoos)

November 1998 Februar 1999 Mai 1999 September 1999
(14.11.98) (25.02.99) (03.05.99) (16.09.99)

R Bl1 B2 R B1 B2 R B1 B2 R Bl1 B2
PV [%] 58,4 686 73,7608 556 654]| 620 558 602 (539 634 67,7
WFPS [%)] 96,7 132,5 127,4| 98,8 145,55 135,8| 84,1 142,4 133,7 | 46,4 128,5 125,1
pH (im Boden)? - e | - -~ - |67/66 75/737,6/75| - - -
Wasserstand [cm] -9 40 20 -6 40 20 -68 40 20 |-117 40 20
Wassertemp. ["C]b 8,8 16,0 152 | 129 14,1 15,3
OrGehalt[mgL™P | - -~ | - -~ |02 67 26 |01 29 07
pH (im Wasser)® - 7,30 7,57 | --- 7,74 7,92 7,47 7,56 - 7,29 7,60
Wassertemp. [°C]° - 497 458 -- 219 2,18 17,49 17,44 | --- 14,56 16,00
Letfahigkeit - 097 081 --- 0,77 0,77 0,92 0,88 - 092 0,78
(mScmt)©
OyGehalt[mgLY¢ | - 11,21 981 | -- 1814 17,08 -- 506 4,99 | - 2,31 292

*pH Werte: pHyz0/ pPHeci2

® Werte ermittelt mit Sauerstofftaschenmef3gerat Oxi 340-B; Temperatur und O,-Gehalt wurden im Grundwasser der
Referenzflache bestimmt

¢ Parameter (gemittelte Werte) wurden durch kontinuierliche Messungen an den M ef3stationen erfafit

Folgende Abkirzungen wurden im Verlauf der Arbeit zur vereinfachten Probenbeze chnung verwen-
det:

Tabelle 20: Bezeichnungen der Proben aus dem Versuchstandort Donaumoos

Referenzflache Becken 1 Becken 2
November 1998 R-1 Bi1-1 B2-1
Februar 1999 R-2 B1-2 B2-2
Mai 1999 R-3 B1-3 B2-3
September 1999 R-4 B1-4 B2-4

Die Bezeichnungen der beiden Stauwasserproben, enthommen bel der September-Beprobung, lau-
teten W1 (Becken 1) und W2 (Becken 2).

3.1.2.2. MethanflufRraten in den drei Untersuchungsparzellen

Pardld zu den Beprobungen fir die mikrobiologischen Untersuchungen wurden Spurengasmessun
gen durchgefihrt. Die Methanflul3raten zu den vier Beprobungsterminen sind in Abb. 34 dargestdit.

Die geringsten FluRraten wies zu alen vier Beprobungsterminen mit durchschnittlich -18,3 pg CH, nf
h' die Referenzflache auf, die damit a's Netto-Methansenke zu bezeichnen ist. Zum Beprobungster-
min November emittierte diese FHiache Methan, was auf Wassersédttigung in dem obersten Bodenho-
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rizont zurlickzufUhren ist (vgl. Tab. 20). Aus den Uberfluteten Héchen wurden dagegen stets Methar
nemissonen festgestdIt. Im Mittel der vier Beprobungen betrug die Emisson im Becken 1 80,7 ug
CH, n? hi* und im Becken 2 38.609 pug CH, n? h. Der pH-Wert der beiden tberstauten Flachen
befand sich in dem fir die Methanproduktion giingtigen Bereich von 7,0-7,5 (Conrad, 1996). Die
geringsten Emissionen wurden zum Beprobungstermin Februar gemessen, was mit ener verringerten
Mikrobenaktivitdt be niedrigen Temperaturen und dem Vorhandensein einer Eisdecke in beiden
Becken erklart werden kann. Der Verlauf der Methanflul¥raten aus den beiden Becken wies bis auf
die September-Beprobung grole Ahnlichkeiten auf. Wahrend die hichste Methanemission im Bek-
ken 1 bel der Mai-Beprobung festgestdlt wurde, wurde der hdchste Wert fur das Becken 2 im
September ermittelt. Auffallend igt, dal? die Emissionen aus Becken 2 durchschnittlich 450 ma héher
waren ds die aus Becken 1. Die Methanaufnahme der Referenzfléche lag im gleichen Bereich, wie
die von trockengelegten Mooren in Skandinavien (Martikainen et al., 1995) Dagegen emittieren
sowohl “permanent wetlands’ (Wassertiefe bis 2,2 m) ds auch “ ephemera wetlands® (Wassertiefe O
bis>2m)” in Audrdien (Boon and Mitchell, 1995; Boon et al., 1996) mehr Methan as Becken 1.
Deren Methanflul¥raten bewegen sich in dersalben Grolienordnung wie die in Becken 2.

80000

60000 -

40000 ~

—@— Becken 1
S 20000 A 1 —O— Becken 2
= —w— Referenz

CH, [ugm™

Abbildung 34: Methanflul3raten in den 3 Parzellen des Standorts Donaumoos. Fehlerbalken symbolisieren Stan-
dardabweichungen.
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Aufgrund der hohen Standardawe chungen lassen sch in Becken 1 keine sgnifikanten Unterschiede
zwischen den Emissionen zu kalten und warmen Jahreszeiten feststellen.

Die auffallend hohen Standardabwel chungen be enigen der ermittelten Methanflul¥raten ergeben sich
aus der raumlichen Varigbilitét der Parzellen, die jedoch in Einklang mit den Variationsbereichen
anderer Autoren ist (in Ambus und Christensen, 1995), jedoch fihrt dies dazu, dal3 in Becken 1
zwischen den Beprobungen keine datigtisch absicherbare Unterschiede in den Methanemissionen
vorlagen.

Es [} sch zusammenfassen, dal?3 die Methanfliisse der drei Parzdllen jahreszetlich bedingte
Schwankungen zeigten, diese in vidlen Fdlen jedoch nicht gatistisch sgnifkant waren. Ausgeprégtere
Unterschiede liefert dagegen der Vergleich der durchschnittlichen Methanflul¥raten der drel Flachen:
Referenzflache £ Becken 1 << Becken 2.

3.2.2. Betrachtung von Gesamtpopulationen auf der Basis von Phospholipid-Profilen

3.2.2.1. PLEL- und PLFA-Profilein den Untersuchungsparzellen

Gesamtbetrachtungen

Die Ergebnisse der Andyse der Phospholipidfettsauern (PLFA) sowie der Phospholipid-Etherlipide
(PLEL) sind in den Tabellen 22 bis 25 dargestellt. Um den Uberblick zu erleichtern, wurden Frak-
tionen bzw. Gruppen von Fettsduren und Etherlipide anhand ihrer chemischen Eigenschaften zusam-
mengefald. Dabe stdllen die Gesamtphospholipide (PL) die Summe aus PLFA und i-PLEL dar; die
Addition von p-, x-, und y-PLEL ergibt pxy-PLEL. Die Anzahl der zu der jeweiligen Gruppe geho-
renden Biomarker Snd in der linken Spdte, die absoluten Konzentrationen sind jewells in der mittle-
ren Spalte und der relative Anteil der einzelnen Gruppen (in Mol%) an den Gesamtphospholipiden
bzw. pxy-PLEL sind in der rechten Tabellenspalte aufgefiihrt. Die Standardabweichungen der einzel-
nen Fettsduren und ethergebundenen Kohlenwasserstoffe lagen in dem Bereich von 0-30%, wobel
Standardabwei chungen < 15% typisch waren (Daten nicht dargestelIt).

Die Anzahl an detektierten PLFA in den Bodenproben der drel Untersuchungsparzellen befindet sich
in Einklang mit den Zahlen von Zdles (1999), fur ackerbaulich genutzte oxische und anoxische
(Rels”) Boden. In den hiesigen Parzdllen bewegte sich die Zahl an detektierten PLFA zwischen 336
in B1-3 und 415 in B2-1 und in den Wasserproben zwischen 74 in W1 und 104 in W2. Dabei wies
in dlen Proben die UNOH-Fraktion zahlenm&3g die meisten PLFA auf, wéhrend die wenigsten
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PLFA in der PUFA-Fraktion detektiert wurden. Die hochsten Gesamtphospholipid-K onzentrationen
(PL) wurden in den Proben der Referenzfléche festgestdIt, wahrend das Konzentrationsniveau in den
beiden Uberstauten Flachen bis auf die November-Beprobung auf dhnlich niedrigerem Niveau war.
Das deutet daraufhin, dal3 in den Proben der Referenzfléche mehr Mikroorganismen vorhanden we-
ren, dsin den Uberstauten Bodenhorizonten. Deutlich weniger PLFA wurden in den Stauwasserpro-
ben W1 (2,4 nMol cmi®) und W2 (3,2 nMol cm®) bestimmt. Da sich einige PLFA in den Wasser-
proben nahe der Nachweisgrenze der PLFA-Bestimmung von 0,018 nMol g* (Mélter, 2000) be-
wegten, Snd die PLFA-Konzentrationen in Tab. 25 mit drel Dezimalstellen angegeben.

Die Dominanz der MUFA in den Proben der Referenzfléche, die darin einen Antell zwischen 42,5
und 50,7 mol% einnahmen, it nach Zdles (1999a) ein Charakteristikum fur kultivierte, oxisch ¢g-
prégte Bodentkosysteme, wéahrend in den beiden Uberstauten Becken, bis auf die November-
Beprobung in Becken 1, die Fraktion der SATFA dominierten. In den Wasserpoben dagegen Uber-
wiegten die nicht-estergebundenen NEL-PLFA, wahrend MUFA nur weniger ds 2% der totalen
PLFA Konzentration ennahmen, was auf eine vollig andere Zusammensetzung der mikrobidlen Ge-
meinschaft asin den Bodenproben schlief3en 143.

Der in den B2-Proben deutlich hthere Antell an NEL-PLFA gegentiber den Proben aus den beiden
anderen Parzellen charakterigert ein hoheres Vorkommen von anaeroben Organismen in diesem
Standort, welches auch durch die héchsten Methanflul¥aten bestétigt wird. Nach Zelles (1999a)
kommen NEL-PLFA in erhéhtem Male in verschiedenen anaeroben Bakterien vor, und wie aus
Kap. 3.1.2 hervorgeht, kommen diese PLFA (UNOH und UNSFA) auch in methanogenen Archae-
en vor.

Die Proben der Referenzfléche wiesen tendenzidll die hochsten absoluten Konzentrationen an i-
PLEL-Biomarkern auf, wahrend in den B1- und B2-Proben diese Biomarker die htheren Anteile an
den Gesamtphospholipiden zeigten.

Obwohl zwischen 120 und 160 ethergebundene Kohlenwassersoffe in den verschiedenen Boden+
proben des Standorts Donaumoos festgestellt wurden (s. auch Kap. 3.1.1.4), kdénnen nach dem
derzeitigen Stand des Wissens, wie in den jewelligen Tabdlen dargestelt, nur 8-10 verschiedene
Kohlenwassergtoffe zu den jewelligen PLEL-Gruppen zugeordnet und fir taxonomische Zwecke
herangezogen werden. Die Proben der Referenzfléche wiesen dabel eine tendenzidl hohere pxy-
PLEL-Konzentration auf, a's die Proben der beiden anderen Parzellen. In den Wasserproben konn-

ten dagegen keine PLEL -Biomarker nachgewiesen werden.
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Tabelle 21: Phospholipid-Zusammensetzung in den Proben aus der Referenzflache (Donaumoos)

Referenzflache
November 1998 Februar 1999 Mai 1999 September 1999
R-1 R-2 R-3 R-4
n Konz. mol% n Konz. mol% n Konz. mol% n Konz. mol%
SATFA 65 989 349 76 1125 366 72 854 394 5 1309 390
MUFA 43 1377 486 38 1558 50,7 31 920 425 40 1401 418
PUFA 24 60 21 26 10,7 35 24 70 32 2 65 19
PLOH 2 79 28 66 27 09 67 46 21 80 83 25
EL- 224 2505 883 206 2817 91,7 194 1889 873 196 2858 853
UNOH N 142 50 115 72 2,3 98 75 34 112 189 57
UNSFA 52 145 51 73 127 41 68 165 7,6 67 243 7.2
NEL- 151 288 101 188 199 65 166 239 110 179 433 129
PLFA total 375 279,3 98,5 394 301,7 98,2 360 212,8 98,3| 375 329,1 982
EURY- 7 24 08 5 31 10 5 24 11 5 32 09
CREN- 2 19 07 2 23 07 2 12 06 2 30 09
i-PLEL 9 43 15 7 54 1,8 7 36 1,7 7 62 18
PL 384 283,6 100,0f 401 307,1 100,0f 367 216,5 100,0f 382 335,3 100,0
p-PLEL 2 86 747 2 136 708 2 106 765 2 182 681
x-PLEL 6 25 216 7 48 249 7 29 205 5 72 269
y-PLEL 1 04 37| 1 08 4.3 1 04 29 1 13 50
pxy-PLEL 9 11,5 100,0 10 19,2 100,0 8 13,9 100,0 8 26,8 100,0
n: Anzahl Biomarker; Konz.: Konzentrationin nMol cm® FS
Tabelle 22: Phospholipid-Zusammensetzung in den Proben aus Becken 1 (Donaumoos)
Becken 1
November 1998| Februar 1999 Mai 1999 September 1999
B1-1 B1-2 B1-3 B1-4

n Konz. mo% n Konz. mol% n Konz. mol% n Konz. mol%
SATFA 72 874 369 69 841 450 70 716 471 71 630 384
MUFA 40 1123 473 33 744 398 40 569 374 34 570 348
PUFA 19 36 15 17 28 15 19 30 20 19 24 15
PLOH 84 65 2.8 69 14 0,8 56 3,2 21 85 48 29
EL- 215 2099 885 183 1626 870 185 1347 886 209 1272 776
UNOH 118 110 46 106 66 35 8 46 30 131 126 77
UNSFA 66 133 56 71 133 71 67 98 65 72 205 125
NEL- 184 243 103 177/ 199 101 151 144 95 203 331 202
PLFA total 399 234,2 98,7 365 1825 97,6] 336 1492 98,1| 412 160,3 97,7
EURY- 7 20 0,8 6 31 1,7 5 25 17 4 28 17
CREN- 2 11 05 2 13 07 2 04 02 2 09 05
i-PLEL 9 31 13 8 44 24 7 29 1,9 6 37 23
PL 408 237,3 100,0 373 186,9 100,0f 343 152,0 100,0| 418 164,0 100,0
p-PLEL 2 96 811 2 51 759 2 78 76,6 2 150 731
x-PLEL 6 17 148 7 12 177 5 19 186 5 42 205
y-PLEL 1 05 41 1 04 64 1 05 48 1 13 64
pxy-PLEL 9 11,8 100,0 10 6,7 100,0 8 10,1 100,0 8 20,5 100,0
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Tabelle 23: Phospholipid-Zusammensetzung in den Proben aus Becken 2 (Donaumoos)

Becken 2

November 1998 Februar 1999 Mai 1999 September 1999

B2-1 B2-2 B2-3 B2-4
n Konz. mol% n Konz. mol% n Konz. mol% n Konz. mol%
SATFA 63 636 421 64 679 465 71 750 447 74 593 397
MUFA 41 502 333 3B 458 313 34 580 345 3 489 328
PUFA 2 62 4] 2 2,6 18 17 2,6 15 23 22 15
PLOH M9 46 30 69 31 21 7 38 2,2 69 39 26
EL- 220 1246 826 190 1194 81,7 197 1393 829 201 1143 765
UNOH 120 83 55 118 6,7 44 113 8,6 51 108 125 84
UNSFA 75 125 83 68 138 94 71 165 98 73 186 125
NEL- 195 208 138 186 205 141 184 251 149 181 311 208
PLFA total 415 1454 96,4 376 140,0 95,71 381 164,55 97,9 382 1453 97,3
EURY- 5 41 2,7] 5 44 30 5 29 17 3 29 19
CREN- 2 13 09 2 18 1,2 2 07 04 2 11 07
i-PLEL 7 55 3,6 9 62 4,3 7 35 2,1 5 40 27
PL 422 150,9 100,0/ 385 146,2 100,00 388 168,0 100,0(f 387 149,3 100,0
p-PLEL 2 124 734 2 89 656 2 94 753 2 173 723
x-PLEL 6 35 206 7 37 274 5 25 199 5 52 218
y-PLEL 1 1,0 6,0 1 09 70 1 0,6 47 1 14 59
pxy-PLEL 9 17,0 100,0 10 13,5 100,0 8 12,5 100,0 8 23,9 100,0

Tabelle 24: Phospholipid-Zusammensetzung in den Stauwasser proben (Donaumoos)

Stauwasser proben (Sep. 1999)
W1 W 2

n Konz. mol% n Konz. mol%

SATFA 7 0359 150 23 0642 200
MUFA 2 0023 10 2 0051 149
PUFA 4 0030 13 2 002 07
PLOH 10 0078 33 18 0,138 43
EL- 23 0490 205 45 0853 26,7
UNOH 28 0251 106 37 0281 88
UNSFA 23 1611 688 2 2045 644
NEL- 51 1861 795 59 2325 733
PLFA total 74 2,351 100,0f 104 3,178 100,0
PLEL nd. nd nd| nd nd nd

In den Bodenproben nahmen die p-PLEL Verbindungen den grofden Antell an der totaen pxy-
PLEL-Konzentration ein. Es wurden zwar p-PLEL, wenn auch in niedrigen Konzentrationen, in

Clodtridienst@mmen nachgewiesen (s. Tab. 16), doch liegen keine Angaben Uber deren durchschnitt-
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lichen Gehdte in einer grol¥eren Auswahl von Clogtridien und anderer Plasma ogen-hdtigen Mikro-
organismen vor. Daher kénnen keine Aussagen getroffen werden, ob eine absolute Konzentration an
p-PLEL von 18,2 nMol cm® FSin der Probe R-4 gegeniiber einer i-PLEL-Konzentration von 7,6
nMol ci® FS mit einem gréReren Vorkommen von Clostridia gegeniiber Archaea einhergeht.
Zwischen 14,8 in B1-2 und 26,9 in R-4 bewegten sch die prozentuden Antelle der x-PLEL, woraus
gefolgert werden kann, dal3 diese Biomarker in sgnifikantem Mal3e in Moordkosystemen auftreten
und zudem berechtigte Grinde zur Annahme bestehen, dal3 in diesen Bodenhorizonten jene
Bakterien vorkommen, welche phylogengtisch den Organsmen Thermodesulfobacterium
commune, Thermotoga und Aquifex sehr nahe stehen. Bisher wurden solche PLEL-Verbindungen
nur in den genannten Organismen nachgewiesen, die auschliedich thermophile  bzw.
hyperthermaophile Wachsumsbedingungen aufweisen (Langworthy et al., 1983; De Rosa et al.,
1988; De Rosaet al., 1989; Huber et al., 1992).

Vergleich von mikrobiellen Populationen

Um die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft in den verschiedenen Proben miteinander
vergleichen zu konnen, wurden die log-transformierten Werte der einzelnen PLFA- bzw. i-PLEL-
Biomarker (in Mol%) der Hauptkomponentenanadyse unterzogen. Der Datensatz umfaldte insgesamt
702 Eintrége an PLFA- und i-PLEL -Biomarkern.

Aus Abb. 35 geht hervor, dal3 nicht nur Unterschiede in der Phospholipid-Zusammensetzung in den
Proben aus den verschiedenen Parzellen bestehen, sondern auch Unterschiede, bedingt durch die
verschiedenen Probenahmezeitpunkte. In PCA |, wo die Biomarker-Daten aller Proben berticksich-
tigt wurden, setzen sich die Profile der beiden Gewésserproben W1 und W2 deutlich von den Bo-
denproben ab. Bel den letztgenannten ist eine deutliche Separation der Profile aus der September-
Beprobung von alen anderen Phospholipid-Profilen zu erkennen, die aus den Proben R-2 und aus
Proben des Clugter X stammten. In einer zweiten Hauptkomponentenanayse (PCA 11) wurden die
letztgenannten Lipid-Profile (R-2 und Cluster X) genauer betrachtet, wobel eine Separation in
» Referenzflache® und ,, Becken 1 & 2* schtbar wurde.

Zur Interpretation der unterschiedlichen mikrobiellen Populationen werden die Daten aus den Tabel-
len 22-25 herangezogen: Die stark abwel chende Zusammensatzung der mikrobiellen Gemeinschaft in
den beiden Gewasserproben ist auf den vergleichsweise niedrigen Anteil an EL-PLFA bzw. auf den
relativ hohen Antell an NEL-PLFA zuriickzufiihren. Hinter dem hohen Antell an NEL-PLFA konnen
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sch anaerobe Bakterien und eukaryotische Mikroorganismen, wie Algen, Filze und Protozoen ver-

bergen (s. Tab. 1).
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Abbildung 35: Hauptkomponentendiagramm der Phospholipid-Zusammensetzung in den ver schiedenen Proben

aus dem Standort Donaumoos

Die Lipid-Profile in den Proben R-4, B1-4 und B2-4 unterscheiden sich von denen aus alen anderen

Bodenproben durch den vergleichsweise hohen Antell an NEL-PLFA, bzw. den reativ geringen
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Anteil an EL-PLFA. Innerhdb dieser Profilgruppe weisen B1-4 und B2-4 aus den anoxischen Hori-
zonten die grolte Ahnlichkeit auf. Die Population dieser beiden Proben zeichnet sich durch einen
ahnlich hohen Antell an Archaeen aus, was aus den i-PLEL-Konzentrationen von 2,3% in B1-4,
bzw. 2,7% in B2-4 hervorgeht. In R-4 wurden dagegen nur 1,8% i-PLEL festgestellt und eine nied-
rigere Konzentration an UNOH-Biomarker, die ebenso auf einen geringeren Antell an Archaeen
hindeutet. Die Proben aus dem Clugter ,,Referenzflache’ (PCA 11) weisen einen hoheren Antell an
SATFA, MUFA und einen tendenziell htheren Anteill an PUFA auf, as die Proben aus Becken 1
und 2. MUFA snd charakteristisch fir Gram-negative Bakterien, PUFA fir Eukaryoten, insbeson
dere Rilze (s. Tabdle 1). Innerhab der Gruppe ,,Becken 1 & 2 weisen die Lipidprofile aus der No-
vember- und Februar-Beprobung die grolte Ahnlichkeit zueinander auf, wahrend sich die Proben
aus der Mai-Beprobung (B1-3 und B2-3) von diesen stérker unterscheiden. Letztere zeichnen sich
durch eine erhdhte i-PLEL -Konzentration in B1-3 und durch einen erhdhten Anteil an NEL-PLFA in

Becken 2 aus.

3.2.2.2.Bestimmung von Zellzahlen auf der Basis von PLEL/PLFA-Konzentrationen

Mit Hilfe der in Kagp. 3.1.3.3 ergtdlten Umrechnungsformeln wurden ausgehend von i-PLEL- und
PLFA-Konzentrationen mikrobielle Zdlzahlen ermittdt. Die Werte fir die gesamte Mikroorganis-
mengemeinschaft ergaben sch demnach aus der Summe der Tellpopulationen (Tab. 26). Die Ge-
samtzdlzahlen (Archaea+ Bacteria+Eucarya) ersreckten sich von 0,14 ~ 10° in W1 bis 26,7 ~

10° cm® FSiin R-4 und befanden sich damit in einem Bereich, den Boon et al. (1996) durch Phos-
pholipid-Anadysen fir zwe audtraische Feuchtgebiete ermittelt hatten. Die hochsten Gesamitzellzahlen
wurden in den Proben der Referenzflache festgestellt, wahrend in den beiden Uberstauten Becken
keine sgnifikanten Unterschiede vorlagen. In der Referenzflache war zur September-Beprobung die
Mikroflora bzw. die mikrobielle Biomasse am grélden. In den Proben aus den beiden Uberstauten
Becken dagegen wurde im November (B1), bzw. Februar (B2) die grofde Gesamtzedllzahl ermittelt.
Die sgnifikant htchsten Zdlzahlen an Bacteria+ Eucarya wurden in den Proben der Referenzfléche
festgestdlt, wohingegen die Ubergauten Parzdllen keine signifikanten Unterschiede in den Zdlzahlen

dieser Organismen aufwiesen.
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Die Archaeenzellzahlen erstreckten schvon 34~ 10° in B1-3 bis 7,3~ 10° cmi® FSin R-4. Diese
Zahlen bewegen sch in der gleichen Grolenordnung wie jene, ermittelt in austrdischen Feuchtge-
bieten (Boon et al., 1996) und in chinesischen Reishdden (Ba et al., 2000). Die drei Flachen im
Donaumoos unterschieden sich zwar nicht in der Archaeen-Gesamtzellzahl, jedoch wies das Becken
2 mit 38,8% den ggnifikant hochsten Anteil von Archaeen an der gesamten mikrobidlen Zdlzahl im
Vergleich zu den beiden anderen Parzellen auf. Es wurden in den Proben des Becken 2 mit 4,2 °
10° cm® FS die hochsten Zdlzahlen an Euryar chaeota nachgewiesen werden, jedoch unterschieden
sich diese nicht sgnifikant von den Proben der beiden anderen Parzdlen. Es konnte in den B2-
Proben mit 29,0% der hdchste Anteill an Euryarchaeota in der mikrobidlen Biomasse festgestdt
werden, was auch die sgnifikant hochsten Methanflul¥raten in Becken 2 erklért. Die meisten Cren-
archaeota-Zellen wurden mit 25" 10° cmi® FS in den Proben der Referenzfléche gemessen, signi-
fikant niedrigere Abundanzen wiesen dagegen die Proben aus den Uberstauten Becken auf. Wéhrend
in diesen Proben 2-3 ma mehr Euryarchaeota ds Crenarchaeota vorhanden waren, konnten in
den Proben der Referenzflache nahezu gleiche Abundanzen beider Organismengruppen nachgewie-
sen werden, was auf eine abweichende Archaeenpopulation im Vergleich zu B1 und B2 hindeutet
und auch den vorwiegend oxischen Charakter dieser Flache widerspiegdt. Auch Ba et al. (2000)
begtimmten mehr Crenarchaeota in entwésserten as in Uberstauten Parzellen eines Reisstandortes.
In den beiden Gewasserproben W1 und W2 konnten nur Zellzahlen an Bacteria+ Eucarya ermittelt
werden. Dabel wies die Probe W2 mit 0,19~ 10° signifikant mehr Zellen ds die Probe W1 auf
(0,14 10° cm® Wasser). Dies steht im Zusammenhang mit den makroskopisch sichtbaren Al-

genansammlungen, die im Becken 2 ausgeprégter waren dsim Becken 1.

3.2.3. Charakteriserung von mikrobiellen Populationen mit molekular biologischen M etho-

den

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Bodenproben aus dem Becken 1 und 2 aus der Mai-Beprobung
sowie Boden- und Wasserproben derselben Flachen aus der September-Beprobung molekularbio-
logischen Untersuchungen unterzogen. Gesamtzdllzahlen wurden mit dem DNA-Farbstoff DA,
Bakterienzellen mit der 16S rRNA-gerichteten Oligonukleotidsonde EUB338 und Archaeenpopul a-
tionen mit der Oligonukleotidsonde ARCH915 ermittelt (s. Tab. 8).
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3.1.2.1. In situ-Detektion mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie

In Abb. 36 sind reprasentativ fur die in situ-Detektion von Mikrorganismen in den beprobten Bo-
denhorizonten DAPI-geféarbte Zellen und solche, die mit der Sonde EUB338 reagierten, dargestellt.
Berdts aus dem quditativen Vergleich der Aufnahmen A und B wird ersichtlich, dal3 nicht dle
DAPI-markierte Zdlen (blaue Farbung) Bakterien (rote Farbung) sind. Einige dieser blau geférbten
Zdlen reagierten auch mit der ARCH915-Sonde und konnten entsprechend als Archaea identifiziert
werden. Andere dagegen blieben undedektiert. Esist unklar, um welche Organismen es sich handdlt,
die weder mit EUB338 noch mit der Sonde ARCH915 reagierten. Neef et al. (1998) fanden her-

aus, dal? z.B. Verrucomicrobia und Planctomyces, beides Vertreter der Doméane Bacteria, nicht
mit der Sonde EUB338 hybrididerten.

Abbildung 36: I n situ Detektion von Mikroor ganismen mittelskonfokaler L aser scanning-Mikroskopiein
Bodenproben des Becken 2 (Donaumoos, Mai 1999) visualisiert mit zwei unter schiedlichen
Fluoreszenzfar bstoffen (blau: DAPI; rot: cy3 gekoppet mit der Sonde EUB338). Aufnahmen A
und B zeigen denselben Bildausschnitt.

In Abb. 37 sind représentativ fur die in situ-Detektion von Mikrorganismen in den Wasserproben

DAPI-gefarbte Zdlen und solche, die mit der Sonde EUB338 hybridiserten, dargestdlt. Aus dem

guditativen Vergleich der Aufnahmen B und D falt auf, dal3 Aufnahme D (Becken 2) deutlich weni-

ger Hintergrundférbung (roter Schleier) zeigt, ds Aufnahme B (Becken 1) und dedurch auf ein Fo-

heres Signa/Hintergrund-Verhdtnis in der Gewasserprobe aus Becken 2 schlief3en |44, Ein héheres

Signd/Hintergrund-Verhditnis |18 auf eine hdhere Zdlaktivitét in der Wasserphase des Becken 2 ds
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in Becken 1 schlief¥en (M. Stoffels, personliche Mitteilung). Aulerdem unterscheiden sch die Zelen
der beiden Becken in ihrer Morphologie. So weisen Aufnahme C und D ene Vidzahl von U-
formigen Mikroorganismen auf, die auf ein mdgliches Vorkommen von Corynebakterien im Becken
2 hinweisen (M. Stoffels, personliche Mitteilung). Die Mikroorganismen in Becken 1 setzen Sch
dagegen hauptsichlich aus stdochenférmigen Zdlen zusammen. Stark ausgeprégte U-formige Zelen
wie in den Aufnahmen C und D konnten weder in den Aufnahmen A und B noch in anderen mikro-

skopischen Bildausschnitten (nicht abgebildet) aus dem Becken 1 detektiert werden.

Abbildung 37: I n situ-Detektion von Mikroor ganismen mittelskonfokaler Laser scanning-Mikroskopiein
Gewasser proben der Becken 1 und 2 (Donaumoos, September 1999) visualisiert mit zwel unter -
schiedlichen Fluoreszenzfar bstoffen (blau: DAPI; rot: cy3 gekoppelt mit der Sonde EUB338).
Aufnahmen A und B (Becken 1) und Aufnahmen C und D (Becken 2) zeigen jeweils denselben
Bildausschnitt.
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3.1.2.2. Quantitative Bestimmung von mikrobiellen Populationen nach DAPI-Farbung
und in situ-Hybridisierung (FI1 SH) mittels Epifluoreszenzmikroskopie

Die mittdls DAPI und FISH bestimmten Zdlzahlen in den Boden- und Wasserproben der beiden
Uberstauten Becken sind in Abb. 38 dargestellt.

Dabe nahmen die mit ARCH915 markierten Zelen (Archaea) einen Bereich von 7,3~ 10° bis 6,6
" 10" Zellen pro on? Boden/Wasser ein, wahrend die EUB338 markierten Organismen in Abur
danzenvon 3,2 10° bis4,1” 10° Zellen pro cnt Boden/Wasser auftraten. Es ist hierbel anzumer-
ken, dal? bel der September-Beprobung die Abundanz der Archaeen im Becken 2, aufgrund sehr
niedriger Zdlzahlen nicht genau ermittelt werden konnte. Daher wurde deren Antell lediglich mit <
0,1% der vorhandenen Mikroorganismengemeinschaft oder mit < 7,3~ 10° Zelen pro cn? FS an
gegeben (Tab. 27). Dies kam dadurch zustande, dal3 bel der mikroskopischen Auswertung der B2-
Probe nur in 7 von den 20 ausgezahlten Bildausschnitten Uberhaupt Archaeen detektiert werden
konnten. Eine gleichm&3gere Vertellung (in 17 von 20 ausgewéhlten Bildausschnitten wurden Ar-
chaeen detektiert) und dadurch auch entsprechend hohere Zdllzahlen wurden in der Bodenprobe aus
dem Becken 1 nachgewiesen.

Keine Archaeen konnten in den beiden Gewasserproben aus Becken 1 und 2 detektiert werden. In
den Bodenhorizonten der beiden Becken war die Bakterienpopulation um den Faktor 10% groRer ds
die der Archaeen, wie aus Tab. 27 hervorgeht. Diese Populationsverhdtnisse befinden sch in guter
Ubereingtimmung mit den Untersuchungen von Wachinger et al. (2000). Sie detektierten in methan-
produzierenden Moorgley-Zylindern bel anaerober Inkubation unter Verwendung des gleichen Son
densatzes Archaeenzellzahlen von Kleiner 10” bis1,4 " 10’ Zdlen pro g FS (Boden) und Bakterien
zellzahlen, die sich von 2,0 bis 28 ~ 10° Zdlen pro g FS (Boden) erstreckten. Wahrend bei
Waechinger et al. (2000) die Archaeenpopulation etwa 7% der Mikroorganismen in hoch produkti-
ven Methan emittierenden Moorgley-Zylindern ausmachte, betrug deren Antell in dem Bodenhori-
zont des “hoch produktiven” Becken 2 lediglich zwischen 0,1-0,5% der aktiven Mikroflora (Tab.
27). Die Archaeenpopulation im Becken 1 dagegen war bel der September-Beprobung deutlich
groler ds die im Becken 2, was sch im Widerspruch zu den sgnifikant hoheren Methanemissionen
aus dem Becken 2 befindet (s. Abb. 34). Griinde fur diese widerspriichlichen Zellzahlen snd in der
Art und Beschaffenheit der Probenmatrix zu suchen. Die FISH-Methode eignet sich vornehmlich for
kleine Probemengen, bzw -volumina mit hohen Zdldichten (Biofilme, Belebtschlamm:-Proben, Sedi-
mente). Die verenigten Bohrkerne der beiden Uberstauten Becken, aus denen 0,3 ml Probe fur
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DAPI und FISH entnommen wurden, nahmen inggesamt ein Volumen zwischen 2000 und 3000 ml
ein, o dal3 hohe Anforderungen an die Homogenisierung des Probenmaterids gestellt werden muf3-
ten. Obwohl durch st8ndiges Umriihren die Homogenitét einer zéhfliissgen Probe, wie die aus den
beiden Becken wesentlich erhoht wird, ist nicht auszuschlief¥en, dal’ bei einer Entnahme von 0,3 ml
Probe ,, nicht-représentative’ Bodenkompartimente zur Untersuchung gelangen. Dies konnte bel der
Probe B2 im September 1999 der Fall gewesen sein. Da Archaea, wie mit FISH und DAPI ermit-
telt wurde, nicht zu den dominanten Organismen der beprobten Bodenhorizonte in den beiden Bek-
ken gehdren (Abundanz <5%), kam es vor, dal3 einige der jewells 20 ausgezéhlten und zufdlig aus-
gewahiten, untersuchten Feldern auf dem Objektréger, keine Archaeen-Zdlen aufwiesen, andere
dagegen 3, 4 oder 5 Zellen. Diese heterogene Verteilung erklért auch die grofRe Standardabweichung
der Archaeenzellzahlen in Abb. 38. Deuitlich geringere Schwankungen dagegen besal¥en die Zdllzah
len der Wasserproben, obwohl die Zelldichten mit 10° und 10” Zellen pro cnv denen der Archaeen
aus B1 und B2 entsprachen und z.T. sogar kleiner waren. In den Wasserproben war offengchtlich
ene gleichmédgere Vertellung der untersuchten Organismen gewéhrleistet.

Mai September
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Abbildung 38: Z€llzahlen in den Boden- und Wasser proben der beiden tber stauten Becken (Donaumoos) nach
Anwendung von molekular biologischen M ethoden zur Identifizierung und Quantifizierung von
Mikroor ganismen. Fehlerbalken symbolisieren Standardabweichungen.
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Tabelle 26: Zellzahlen von Archaea (ARCH915) und Eubacteria (EUB338: Bacteria) in den je-
weiligen Proben desVersuchsstandorts Donaumoos

Mai 1999 September 1999
B1-3 B2-3 B1-4 B2-4 w1 W2
ARCH915 20" 10| 26”10’ | 6,6~ 10" [<7,3" 10°| n.d. n.d.
% v. DAPI 0,4 0,5 4,3 <0,1%

EUB338 1,27 10°| 20" 10° | 22" 10°| 4,1 10°| 3,2" 10°| 43" 10°

% v. DAPI 25,5 40,8 31,9 56,2 32,0 39,1
DAPI 47" 10° | 49  10° |69  10°| 7,3 10°| 1,0" 10’ | 1,1 10’

% 100 100 100 100 100 100

3.24Vergleich der mit FISH/DAPI und mit PLEL/PLFA ermittelten Zellzahlen

Zum Vergleich der mittels molekularbiologischen (FISH/DAP!) und biochemischen (i-PLEL/PLFA)
Methoden bestimmten Zellzahlen wurden folgende Parameter betrachtet:

1) Archaea: i-PLEL versusin situ-Hybridiserung (FISH) mit ARCH915

2) Bacteria (+ Eucarya): PLFA versusin situ-Hybridiserung (FISH) mit EUB338

3) Gesamtzellzahl (Archaea+Bacteriat+Eucarya): Gesamtphospholipide (PL) versus DAPI

Qualitativer Vergleich

Aus Abb. 39 geht hervor, dal3 bei der Mai-Beprobung (A) die mit FISH/DAPI ermittelten Zdllzahlen
den gleichen Trend wiedergeben, wie die mit PLEL/PLFA bestimmten Abundanzen. So konnten
sowohl mit PLEL/PLFA ds auch mit FISH/DAPI héhere, jedoch nicht Satistisch absicherbare,
Zdlzahlen in den B2-Proben ds in den B1-Proben bei adlen betrachteten mikrobiellen Populationen
ermittelt werden.

Geringfligige Diskrepanzen zwischen den beiden Bestimmungsansétzen sind aus der Darstdlung B
bel der September-Beprobung zu entnehmen. So wurden in den B1-Proben geringfiigig héhere
Zdlzahlen mit der PLFA und PLFA+PLEL Besimmung ermittelt, wéhrend mit EUB338 und DAPI
hohere Zdlzahlen in den B2-Proben erzidt wurden. Jedoch lieferte kein Bestimmungansaiz Signifi-
kante Unterschiede in den Zdlzahlen zwischen den Bodenproben aus Becken 1 und Becken 2. Da
bel der September-Beprobung die Abundanz der Archaeen im Becken 2 aufgrund sehr niedriger und
ungleich vertellter Zelen nicht genau ermittelt werden konnte, snd deren Abundanzen niedriger asim
Becken 1 und konnten lediglich mit < 7,3 ~ 10° cm® FS angegeben werden. Mit der PLEL-
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Begtimmung wurden dagegen in B2 geringfligig mehr Archaeen dsin B1 emittelt. In der Gewésser-
probe W2 wurden mit der Phospholipid-Methodik signifikant hohere Zdlzahlen dsin W1 bestimmt.
Dieser Trend spieglte sch auch in den FISH/DAPI-Anaysen wider, jedoch waren die Unterschiede

nicht Sgnifikant.
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Abbildung 39: Vergleich zwischen Zellzahlen basierend auf Phospholipid-Biomarker und molekularbiologi-
schen M ethoden, untersucht in Boden- und Gewasser proben (Donaumoos) im Mai (A) und Sep-
tember 1999 (B). Unterschiedliche Buchstaben indizieren unterschiedliches Signifikanzniveau
zwischen B1 und B2 und zwischen W1 und W2.
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Quantitativer Vergleich

Bel der Betrachtung der Groflenordungen der mit PLEL/PLFA und mit FISH/DAPI ermittelten
Zd|zahlen falt auf, dal3 aus den PLEL/PLFA-Anaysen sgnifikant hohere Werte resultierten.
Wahrend die Gesamtphospholipide (PL) und auch die PLFA um den Faktor 10 hohere Gesant-
zdlzahlen ergaben ds die auf DAPI und EUB338 baserenden Werte, wurden ausgehend von i-
PLEL-Konzentrationen etwa 100 ma mehr Archaeen detektiert, as mit der Oligonukleotidsonde

ARCH915. Fir diese Diskrepanzen kénnen folgende Erklarungen angefiihrt werden:

A)

B)

C)

Fur Phospholipid-Analysen wurden insgesamt 50 g TS-Aquivalente des frischen
Bodenhomogenisates entnommen, wéahrend es bei FISH/DAPI weniger als 0,5 g waren, so dal3
sch fur die FISH/DAPI-Methodik wesentlich héhere Anforderungen an die Homogenitét der
Proben ergaben. Es it anzunehmen, dal3 sich diese Problematik nicht nur auf die absoluten
Zd|zahlen, sondern auch auf den Antell von mikrobiellen Populationen auswirkte: So wurden in
der Probe B1-4 en Anteil von 30,4% Archaeen, basierend auf Phospholipiden bestimmt (Tab.
26), wéhrend mit dem FISH/DAPI-Ansatz nur 4,3% der totalen Mikrobenpopulation as
Archaeen detektiert wurden (Tab. 27).

Bel der Bestimmung von Archaeen mit der Sonde ARCH915 wurden nur jene Zdlen ausgezéhlt,
die auch eine blaue Farbung zeigten. Kiper (1998) detektierte mittels rRNA-Sonden in Belebt-
schlammproben Crenarchaeota, die kaum, bzw. keinerle DAPI-Farbung zeigten. Dies konnte
auch von Bauer (1998) bei FISH-Anaysen von Bodenproben bestétigt werden.

Dies bedeutet, dal3 in der vorliegenden Arbeit die mit DAPI ermittelten Gesamtzdllzahlen ds zu
niedrig betrachtet werden konnen, ebenso die mittedls ARCH915 und EUB338 bestimmten
Werte, da deren Quantifizierung sich nach den DAPI-Zd|zahlen richtete.

Nach Asakawa et al. (1998) werden mit der Phospholipid-Methode (i-PLEL und PLFA) zu
hohe Zd|zahlen bestimmt, da z. T. auch Phospholipide aus toten Zellen extrahiert werden. Im
Widerspruch dazu steht die Feststellung von White et al. (1979), wonach in Ful3sedimenten die
Phosphatgruppe der Phospholipide innerhab weniger Minuten bis Stunden nach dem Zdlltod ab-
gespaten wird und das resultierende Kernlipid dadurch nicht mehr durch die Lipidextraktion ds
PLFA und i-PLEL erfal3 werden kann.

Es bleibt jedoch die Frage, inwieweit Phospholipide, umgeben von Bodenpartikeln, in den be-
treffenden Niedermoorokosystemen nach dem Zdlltod abgebaut werden.
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Aus den 0.g. Sachverhdten |83 sich das Fazit ziehen, dal3 i-PLEL/PLFA- und FISH/DAPI- Analy-
sen be der quditativen Betrachtung zu weitgehend identischen Ergebnissen fihren. Diskrepanzen
beim quantitativen Vergleich der beiden Ansitze snd moglicherweise darauf zuriickzuftihren, dal3
FISH/DAR - eher niedrige und PLEL/PLFA-Anaysen eher zu hohe Zdllzahlen hervorbringen.

3.2.5. Charakterisierung von methanogenen und methanotrophen Mikroor ganismen mittels

spezifischer PLEL - und PLFA-Biomarker

Wie aus Kap. 3.1.2.3 hervorgeht, besitzen die PLEL-Profile von haophilen Euryarchaeota grof3e
Ahnlichkeiten mit denen von methanogenen Euryarchaeota. Da die Beprobungshorizonte im
Donaumoos Bedingungen aufweisen, die eher methanogene as haophile Mikroorganismen fordern,
it davon auszugehen, dal3 durch den Nachwels von EURY -PLEL hauptséchlich Methanogene &-
fald werden.

Es lassen sch aus dem ggnifikant hoheren Antell an Euryar chaeota-Zelen in den B2-Proben zwar
Erkl&rungen fur die vergleichsweise hohen Methanemissionen des Becken 2 ableiten, jedoch lassen
sch damit nicht die unterschiedlichen Methanfluf¥raten des Becken 1 und der Referenzflache erkla-
ren. Da entstehendes Methan durch methanotrophe Bakterien abgebaut wird, ist es notwendig diese
Organismen in die Betrachtungen der mikrobiologischen Ursachen von Methanemissionen miteinzu-
beziehen.

Die fur methanotrophe Bakterien charakteristischen PLFA, die s MOB-PLFA bezeichnet werden,
snd in Tab. 28 aufgefiihrt. Deren Vorkommen wurde in Untersuchungen an methanotrophen Rein-
kulturen (Bowman et al., 1991) und in Laborstudien an CH, abbauenden Bodensaulen (Nichols et
al., 1987; Boschker et al., 1998; Holmes et al., 1999) belegt. In den Arbeiten von Boschker et al.
(1998) und Holmes et al. (1999) konnte durch **C- bzw. **C-Markierung von CH, die Markierung
in diversen PLFA wiedergefunden und somit ein funktiondler Zusammenhang zum Methanabbau
gezeigt werden.

Daim Gegensaiz zu den i-PLEL-Biomarkern den ausgewahlten MOB-PLFA eine bedeutend niedri-
gere Spezifitét zukommt, kann auf der Bass dieser PLFA keine Ermittlung von Methanotrophen-
Zd|zahlen erfolgen. Daher wird in diesem Kapitd eine Bilanzierung von Methanogenen- und Methe
notrophenpopulationen nicht auf Bass von Zdlzahlen, sondern auf Basis von PLEL/PLFA-
K onzentrationen durchgeftirt.
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Tabele27: Zusammenstellung der fir Methan oxidierende (methanotrophe) Bakterien charakteristischen

Fettsiuren (MOB-PLFA)

Typ MOB-PLFA Fraktion in Methanotrophen Signalfettsaure?
nachgewiesen’
| 14:0% SATFA B,C,D -
| i15:1 MUFA A,D -
| als:1 MUFA D -
| 16:0* SATFA B,C,D -
| 16:1w5* MUFA D,B,C,D -
| 16:1w6 MUFA (©),D -
| 16:1w7 MUFA D,B,C -
| 16:1w8 MUFA B, (©) +
| 16:1w9* MUFA A C -
U |16:1w10* MUFA A -
U |16:1wll* MUFA A -
u [ia7or SATFA D -
U |al7.0* SATFA D -
U |171w8 MUFA D -
U |i17:1we MUFA A -
U |17:1we MUFA A -
Il 18:1w7 MUFA B,C,D -
Il 18:1w8 MUFA B,(C),D +
Il 18:1wo* MUFA A,B,D -
Il 18:1w10* MUFA A -
Il 18:1w11* MUFA A -
Il 18:1w13* MUFA A,B -
Il cy19:0* SATFA B -

* sind in den Donaumoos-Fl&chen nachgewiesen worden

2 Signalfettsauren sind bisher nur in diesen Organismen nachgewiesen worden

® Referenzen zusammengestellt aus:

A: Nicholset al. (1987)
B: Bowmanet al. (1991)
C: Boschker et al. (1998)
D: Holmeset al . (1999)
¢ Die zum Typ bzw. zur Typ U (= unbekannt) gehdrendenen MOB-PLFA, wurden in nachweislich CH, abbauen-

den Habitaten, nicht jedoch in Reinkulturen bestimmt.

3.2.5.1. Zusammenhang zwischen Methanflufdraten und PLEL/PLFA-Konzentrationen

Jahresgang der i-PLEL/MOB-PL FA-K onzentrationen und der M ethangasfllisse

Es zeigt Sch bereits in Abb. 34, dal3 die Methanflul¥aten, besonders in Becken 1 keine statistisch

sgnifikanten Unterschiede zwischen den Beprobungszaitpunkten aufwiesen. Daher soll in diesem
Kapitd der jahreszatliche Trend von Methanflulraten mit den PLEL/MOB-PLFA-Konzentrationen

verglichen werden.

In der Dargellung A in Abb. 40 snd die Konzentrationen der fur Archaeen charakteristischen

PLEL-Isoprenocide der Referenzflache aufgetragen; Darstellung B zeigt die Konzentrationen der
MOB-PLFA sowie die Methanflul¥raten zu den jewelligen Zetpunkten. Der Verlauf der beiden i-
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PLEL-Kurven spiegelt eine ausgeprégte Dynamik der Archaeenpopulation wieder. Die hdchsten
Konzentrationen wurden im September, die niedrigsten im November (EURY -PLEL ), bzw. im Mai
(CREN-PLEL) gemessen. Interessanterweise wurde die hochste Konzentration der EURY -PLEL,
welche am ehesten die Methanogene charakteriseren, bel der September-Beprobung festgestellt,
obwohl zu diesem Zeitpunkt der Antell an wassergefulltem Porenvolumen (WFPS; vgl. Tab. 20) im
Beprobungshorizont am niedriggen war. Wéhrend den erden drei Beprobungen verhdten sich
EURY - und CREN-PLEL-Kurven nahezu pardld zueinander, was auf dhnliche Archaeenpopulatio-
nen schlief3en 18%. Zu dem Beprobungstermin im September jedoch ndhern sich die Konzentrationen
dieser beiden Marker einander an, was auf eine Verschiebung innerhab der Archaeenpopulation im
Vergleich zu den drel vorangegangenen Terminen deutet. Bis auf die November-Beprobung verlau
fen die EURY-PLEL Konzentrationen und die Methanabbauraten (Darstellung B) pardld zueinan-
der, was auf methanogene Populationen hindeutet, die aktiv die Methanflul¥aten in der vorwiegend
oxisch geprégten Grinlandfléche beainflulden.

Die Tatsache, dal’3 methanogene Archaeen, also strikt anaerobe Organismen, in oxischen Bodenhori-
zonten vorkommen, ist nicht neu. So haben zB. Peters und Conrad (1995) mittels MPN-
Kultivierung Methanogene in einem Marburger Acker- (Dystric Cambisol) und Waldboden (Orthic
Luvisol) nachgewiesen. Sdbg in isradlischen Wistenbdden wurden methanogene Archaea festge-
gdlt (Q. Y. Ba , personliche Mitteilung). Allerdings konnte in den genannten oxischen Bodentkosy-
stermen noch nicht deren Methanproduktion in situ nachgewiesen werden. Auch in der vorliegende-
nen Arbet kann nicht gekl&rt werden, inwiewelt es Sch um aktive, methanogene Organismen han
ddte, die ds Euryarchaeota zu den Beprobungsterminen Ma und September in der Referenzflache
detektiert wurden, wo der Beprobungshorizont ein wassergeflites Porenvolumen von 85, bzw. 46%
aufwies,

Die totden MOB-PLFA-Biomarker und die der Typ I Methanotrophen zeigten die grofe Dynamik
auf, wie aus Dargtdlung B in Abb. 40 hervorgeht. Der Verlauf der gemessenen Konzentrationen ist
nahezu identisch. Bel dlen Methanotrophen-Gruppen wurden die niedrigsten PLFA-Konzentrationen
im Ma festgestdlt. Interessanterweise wurden im kdtesten Monat Februar hohe MOB-PLFA-
Gehdte festgestdlt.

Dadurch, dal3 in der Referenzflache methanabbauende Prozesse dominierten, wurden die jewelligen
Methanflul¥aten (= Methanaufnahmeraten), zum bessaren Verglech zu den MOB-PLFA-
Konzentrationen in der Grafik B aufgetragen. Bis auf die Mai-Beprobung verliefen die MOB-PLFA-
Konzentrationen umgekehrt proportional zu den ermittelten Methanflul¥aten. Eine umgekehrt pro-



Ergebnisse und Diskussion 106

portionae Beziehung zwischen diesen beiden Parametern war auch theoretisch zu erwarten, d.h. eine
hohe MOB-PLFA-K onzentration bzw. eine grolie Methanotrophenpopulation geht mit einer erhdh-
ten Methanabbaurate, bzw einer erniedrigten Methanemission einher: Wéahrend die Methanemission
von November bis Februar signifikant abnahm, stieg die Konzentration der totalen MOB-PLFA im
gleichen Zetraum an, dlerdings war diessr Angtieg nicht sgnifikant. Be Betrachtung der Standar-
dabweichungen der Methanflul¥aten im Mai und September, lassen sich zwischen den Methanauf-
nahmeraten der Beprobungen Februar, Ma und September keine dtatistischen Unterschiede fest-

selen.
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Insofern entsprechen die statistisch gleichen MOB-PLFA Konzentrationen im Februar und Septem:

ber den korrespondierenden Methanflissen. Lediglich die fir den Beprobungszeitpunkt Mai ermit-

telte MOB-PLFA-K onzentration wich, da sie die sgnifikant niedrigste darstellte, von der umgekehrt

proportionaen Beziehung zwischen Methanflufl¥raten und M OB-PLFA-Konzentrationen ab. Bio-

marker der Typ Il Methanotrophen wiesen zu dlen Terminen sgnifikant hthere Konzentrationen auf,
dsdie Biomarker charakterigtisch fir Typ | und Typ U, wobel letztere die niedrigsten Konzentratio-

nen zeigten.
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In Abb. 41 i der Jahresgang der PLEL/MOB-PLFA-Konzentrationen im Vergleich zu den
Methanflissen im Becken 1 (40 cm Stauwasserhohe) dargestdlt. Die hochsten i-PLEL-
Konzentrationen wurden im Februar gemessen, wahrend zu diesem Termin die Methanflul¥ate mit
durchschnittlich -0,8 ug CH, n? h* am niedrigsten war. Allerdings befand sich zu diesem Zeitpunkt
eine Eisschicht auf der Wasserflache, so dal3 eine Diffusondbarriere fur Methan vorhanden war, was
Zu einer erniedrigten Emission fuhrte. Vergleiche zwischen den vier Spurengasmessungen im Novent
ber und den Messungen zu den 6 esfreen Tagen im Januar und Februar zeigten dlerdings keine
sgnifikanten Unterschiede (Wild et al., 2000b). Fir den Beprobungstermin Februar kann daher eine
dem Monat November vergleichbare Methanfreisetzung aus dem Uberstauten Bodenkorper ange-
nommen werden.

Bel der Betrachtung der EURY-PLEL, die am ehesten die Methanogene représentieren, lassen sich
Zusammenhange zu den Methanfllissen ableiten. Sowohl die Methanogen-Biomarker (EURY -PLEL)
as auch die Methanflul¥raten ergaben zu den Beprobungen im Ma und September hohere Werte ds
zur November-Beprobung. Auffalend ist, dal3 im Februar die Population der Crenarchaeota ds
auch der Euryarchaeota am gréfden war, obwohl zu dieser Zeit eine bedeutend niedrigere Was-
sertemperatur ds im Ma und September vorherrschte (Tab. 20). Die Existenz einer aktiven,
methanproduzierenden Euryar chaeota-Population konnte salbst in den Sedimenten eines permanent
e shedeckten Sees in der Antarktis nachgewiesen werden (Mancuso et al., 1990). Diese bestimmten
sogar um den Faktor 10 hthere EURY -PLEL-Konzentrationen as in der vorliegenden Arbet im
Becken 1 zum Zeitpunkt der Februar-Beprobung. Die Untersuchungen von Mancuso et al. (1990)
unterstiitzen daher die Vermutung, dal3 selbst bel niedrigen Temperaturen, wie zur Februarbepro-
bung, eine aktive Methanogen-Population im Becken 1 vorhanden war.

Waéhrend im Becken 1 die CREN-PLEL- Konzentration im Februar bedeutend hoher war, as zu
den Beprobungen im Mai und September, 1&% sich dieses fir die EURY-PLEL nicht feststellen. Die
Populationsgrof3e der Euryarchaeota schien daher in dem glachen Zatraum nur geringflgig zu
schwanken. Im Becken 1 lassen sich somit Veranderungen in der Archaeenpopulation wahrend des
Beprobungszeitraums ableiten.

In der Darstellung B der Abb. 41 sind entsprechend die MOB-PLFA-Konzentrationen zu den ver-
schiedenen Zeitpunkten aufgetragen. Trotz des stark anaeroben Milieus im Bodenkorper des Becken
1, traten die fUr methanotrophe (aerobe) Bakterien charakteristische PLFA, abgekirzt ds MOB-
PLFA auf. MOB-PLFA, wie z.B. 16:1w5, 16:1w6 und 18:1w8 wurden auch in audralischen
Methan emittierenden ,,wetland sediments’ gefunden (Boon et al., 1996).
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Obwohl die Hohe des Wassergtands fir eine grobe Untertellung in oxische und anoxische Horizonte
in Moorokosysteme herangezogen werden kann (Benstead und Lloyd, 1994; Whden et al. 1996)
konnen, bedingt durch den Sauerstoff-Transport der Gefal3pflanzen zu den Wurzeln, oxische Zonen
unterhab des Wasserspiegds entstehen (Armstrong and Armstrong, 1988). Umgekehrt kénnen im
Moorkérper anoxische Zonen in den vorwiegend oxischen Bodenhorizonten oberhadb des
Wasserspiegels  entstehen, wie es moglicherweise bel der November-Beprobung in  der
Referenzfl&che gewesen sein konnte.

Im Jahresgang der Methanotrophen-Biomarker in Becken 1 fadlt auf, dal3 die hochsten Werte im
November festigestellt wurden und danach eine sukzessve Abnahme der totden MOB-PLFA-
Konzentrationen Settfand. Dies kann en Indiz dafir sein, dal3 ein Rickgang der Methanotrophen-
population erst &b einer gewissen Zeit nach der Wiederbefeuchtung stattfand. Die kontrollierte Was-
serbeschickung begann am 23.06.98. Nach etwa 8 (Feb *99), 11 (Mai ‘99), oder 14 Monaten (Sep
‘99), waren die Konzentrationen an totalen und an Typ || MOB-PLFA sgnifikant niedriger ds nach
knapp 5 Monaten (Nov ‘98). Dieses Phanomen konnte in dieser starken Auspragung weder in den
Biomarkern des Typs | noch des Typs U nachgewiesen werden. Zu den Beprobungen von Februar
bis September wurden dagegen nur geringfligige Schwankungen in den Biomarker-K onzentrationen
festgestdlt, so dal? daraus nur schwach ausgepragte Anderungen in der Methanotrophenpopulation

abzuleiten snd.

In Abb. 42 ist der Jahresgang der i-PLEL/MOB-PLFA-Konzentrationen im Vergleich zu den
Methanflissen im Becken 2 (20 cm Stauwasserhohe) dargestdllt. Daraus geht hervor, dal3 die hoch
gen PLEL-Konzentrationen im Februar gemessen wurden, wahrend zu diesem Termin die Methe
nemisson mit durchschnittlich 2376 pg CH, mi? h* am niedrigsten war. Auch hier befand sich zu
diesem Zeitpunkt eine Eisschicht auf der Wassarflache, so dal3 durch diese Diffusonsbariere die
Methanemisson aufgrund physikaischer Ursachen erniedrigt wurde. Vergleiche zwischen den vier
Spurengasmessungen im November und den Messungen zu den 6 esfreien Tagen im Januar und
Februar zeigten keine Satigtisch sgnifikanten Unterschiede, so dal? auch flr den Zetpunkt Februar
eine dem Monat November vergleichbare Methanfreisetzung aus dem Uberstauten Bodenkorper
angenommen werden kann (Wild et al., 2000b). Betrachtet man die EURY-PLEL, die am ehesten
die Methanogene représentieren, so lassen sch umgekehrt proportionde Beziehungen zu den
Methanfllissen ableiten. Wahrend die M ethanemissionen zur September-Beprobung signifikant hoher

waren dsim November und Februar, war umgekehrt die Konzentration an Methanogen-Biomarkern
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im September sgnifikant niedriger dsim November und Februar. Als Erkl&rung wirde sch anbieten,
dal? bei niedrigen Umgebungstemperaturen, wie im November und Februar (s. Tab. 20) eine grole
Euryar chaeota-Population vorherrscht, deren Stoffwechsel wenig aktiv ist und entsprechend wen-
ger Methan produziert. Bel erhdhten Temperaturen, in den Monaten Mai und September, hingegen,
verkleinert sch die Archaeenpopulation, se ist jedoch stoffwechsdaktiver und produziert mehr
Methan. Die Vermutung, dal3 Temperaturerhhung eher zur Erhdhung der Einzelzdll-Aktivitét von
Methanogenen ds zu Zdlvermehrung fihrt, wird auch von Boon et al. (1996) gestelt und befindet
schin Einklang mit dem beobachteten Effekt von Temperatur auf die Methanogenese in vitro (Boon
und Mitchdl, 1995).
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Aus den Konzentrationsdnderungen der beiden i-PLEL-Biomarker |&3 sch auch im Becken 2 eine
Verschiebung innerhab der Archaeenpopulation zwischen den Beprobungen im Ma und September
ableiten, die jedoch im Vergleich zum Becken 1 (Abb. 41) abgeschwéchter verlief.

In der Darstellung B von Abb. 42 sind die MOB-PLFA-Konzentrationen zu den verschiedenen
Zetpunkten aufgetragen. Der Jahresgang der MOB-PLFA gestdtet sich in Becken 2 anders gegen
Uber jenem in Becken 1. Wahrend in Becken 1 die totale MOB-PLFA-K onzentration von 124
nMol cmi® FS bei der November-Beprobung sukzessiv auf einen Wert von 67 bei der Mai-, bzw.

68 nMol cni® FSbei der September-Beprobung zuriickging, fluktuierte im Becken 2 die MOB-
PLFA Konzentration zwischen den beiden Extremavon 54 bei der Februar- und 69 nMol cmi® FS
bei der Mai-Probenahme. Aul3erdem fallt auf, dal? zwischen dem Verlauf der EURY -PLEL- und der
totalen MOB-PLFA-K onzentrationen eine umgekehrt proportionae Beziehung besteht, wahrend
dieser Zusammenhang fiir das Becken 1 nicht formuliert werden kann. Anderungen in der Methe-
notrophenpopulation lassen sich auch im Becken 2 feststellen, wobe auch hier Organismen des Typs

Il zu dominieren schienen.
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Abbildung 43: M OB-PL FA-Konzentrationen in den beiden Stauwasser proben desVer suchsstandor ts Donau-
moos (Sep. 1999)

Pardld zu den Bodenbeprobungen wurden im September auch Gewasserproben aus den beiden
Becken entnommen. Die Ergebnisse der Biomarker-Untersuchungen sind in Abb. 43 aufgefihrt.
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Demnach konnten in keinem der beiden Wasserproben PLEL -V erbindungen nachgewiesen werden.
Lediglich MOB-PLFA wurden bestimmt, deren Konzentrationen sich dlerdings an der Nachweis-
grenze bewegten und um den Faktor 20 kleiner waren, as die in den Bodenhorizonten detektierten
MOB-PLFA. In W2 wurden zwar hthere Werte ds in W1 nachgewiesen, jedoch sind diese Unter-
schiede nicht sgnifikant. Anders ds in den Boden- wurde in den Wasserproben eine Dominanz von
Methanotrophen des Typs | festgestdlt, was sich in Einklang mit den Untersuchungen von Ross et
al. (1997) befindet. Diese fanden im Bakterioplankton von australischen ,, freshwater wetlands® signi-
fikant mehr Typ | Methanotrophe as Organismen des Typs 1.

Vergleich der Biomar ker-Quotienten

Aus dem vorhergehenden Kapitel wird deutlich, dal3 der jahreszeitliche Verlauf der Methanflulraten
in einigen Falen nicht saine Entsprechung in den jeweiligen Biomarker-K onzentrationen findet. Diese
Diskrepanzen sind z.T. physkalisch bedingt, wie z. B. durch die Eisdecke wahrend der Februar-
Beprobung. Aus der Gegentberstellung von EURY-PLEL- und MOB-PLFA-Konzentrationen
dleine lassen Sch die Verlaufe der Methanflul¥aten daher nur bedingt erkl&ren. Legt man den Ansatz
von White et al. (1979) und Bakwill et al. (1988) zugrunde, nach dem Mikroorganismen in situ,
selbst unter sch &ndernden Umwetbedingungen, gleiche Anteile an Phospholipid-Komponenten in
ihrer Membran besitzen, so lassen sich aus dem Quotient von PLEL:PLFA die zu betrachtenden
Proben, bzw. Standorte hinsichtlich ihres Besiedlungsgrades an methanogenen und methanotrophen
Organismen vergleichen. In Abb. 44 snd der Besedlungsggrad an methanogenen und
methanotrophen Organismen, ausgedrickt ds EURY-PLEL:MOB-PLFA und die jeweligen
MethanflUisse dargestelt.

Bis auf eine Ausnahme zur November-Beprobung sind die Quotienten EURY -PLEL:MOB-PLFA in
den beiden Uberfluteten Becken zu den jewelligen Terminen deutlich hoher dsin der Referenzfléche
und verhaten sch gemd? der Rethung: Referenzflache < Becken 1 < Becken 2, was Schim Einklang
mit der Rethung der ermittelten Methanemissionen befindet. Die ungewohnlich hohe MOB-PLFA-
Konzentration in Becken 1 zur November-Probennahme (s. Abb. 42) dtirfte wesentlich dazu beige-
tragen haben, dal3 sch zu diesem Zeitpunkt die Quotienten von Referenzfléche und Becken 1 dek-
ken, was saine Entsprechung in den statistisch gleichen Methanflul¥raten der beiden Héchen findet.
Nach (Wild et al., 2000b) bestand in den beiden Becken kein sgnifikanter Unterschied zwischen
den Methanemissonen an den drei esfreien Tagen umittelbar nach dem 25.02. (05.03., 15.03,,
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22.03.) und den Beprobungen um den 03.05. (22.04., 03.05., 06.05.), daher konnen in beiden
Becken fir die Februar- und Mai-Beprobung datistisch gleiche Emissonen angenommen werden.
Diesfindet seine Entsprechung in den gtatistisch gleichen Biomarker-Quotienten im Becken 1 bel der
Februar- und Mai-Beprobung. In Becken 2 dagegen fdlt der Biomarker-Quotient der Mai-
Beprobung deutlich gegentiber dem Wert aus der Februar-Beprobung ab. Griinde fur dieses Phé:

nomen kénnen aus den vorhandenen Daten nicht abgel eitet werden.
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Abbildung 44: Vergleich zwischen dem EURY -PLEL :M OB-PL FA Biomar ker ver hdltnisund den M ethanfliissen
in den Par zellen des Unter suchungsstandor ts Donaumoos

Es |d% sch aus dem Vergleich ,, Biomarker-Quotienten und Methanfluraten” zusammenfassen, dal3
die jahreszeitlichen Schwankungen der Biomarker-Quotienten die der Methanflul¥raten nur bedingt
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erkldren, jedoch die Reihung der Biomarker-Quotienten (Referenzflache < Becken 1 < Becken 2)
der Reihung der Methanflul¥aten in den drel Parzellen entspricht.

3.2.5.2. GrofRe und Struktur von Euryarchaeota- und Methanotrophenpopulationen

Waéhrend in Kap. 3.2.2 Gesamtpopulationen in den verschiedenen Proben auf der Basis dler ermit-

telten PLFA- und i-PLEL-Biomarker miteinander verglichen wurden, geht es hierbel um die B
trachtung von Tellpopulationen, die direkt an den beobachtenen Methanflul¥raten betalligt Snd.

Es ig anzunehmen, dad sowohl Populationsgrofe as auch Populationsstruktur die Hohe der
Methanflul¥raten der drei Bodentkosysteme beeinflul. Es wurden zwar die héchste EURY -PLEL -
Konzentration bzw. die meisten Euryarchaeota in den Bodenproben des Becken 2 nachgewiesen,
jedoch bestand kein sgnifikanter Unterschied zu den Proben aus dem Becken 1 und der Refererz-
fléche (Tab. 29). Die Rangordnung der gemitteten EURY -PLEL-Konzentrationen, indikativ fur die
Grofe der Euryarchaeota-Populationen in den drel Parzellen 1&% sich folgendermal3en wiederge-
ben: BLER £ B2

Die sgnifikant htchsten Konzentrationen an den verschiedenen MOB-PLFA wurden in den Proben
der Referenzflache und die niedrigsten Werte in den Proben aus Becken 2 nachgewiesen. Die Rang-
ordnung der gemittelten MOB-PLFA-Konzentrationen, indikativ fur die Grofe der Methanotro-
phenpopuletion in den drel Parzellen, gestdltete Sch wiefolgt: B2£ B1<R.

Die Zusammensetzung der Methanotrophenpopulation war in den beprobten Bodenhorizonten aler
drel Untersuchungsparzdllen geprégt von der Dominanz von Typ Il Methanotrophen, gefolgt von
Organismen des Typs | und des Typs U.

Tabelle 28: Absolute[nMol cm® FS] und rélative K onzentrationen von EURY-PLEL - und MOB-PLFA-
Biomarker im Mittel von vier Beprobungster minen (Donaumoos)

Referenzflache Becken 1 Becken 2
Konz. Md% | Konz Mol% Konz. Mol%
EURY-PLEL total 28 100 2,6° 100 36° 100
MOB-PLFA  total 1435 100 82 100 603 100
Typ | 44 309 203F 348 217 352
Typ I 790° 551 421 500 286 474
TypU 201° 140 128 152 106 176

Unterschiedliche Buchstaben indizieren unterschiedliches Signifikanzniveau (p £ 0,05)

Aus den relativen Konzentrationen bzw. den Antellen der MOB-PLFA Gruppen (in Mol%) an der
totalen MOB-PLFA Konzentration 18% sich die Populationsstruktur in den Proben der drel Bo-
dendkosysteme ableiten. Wéahrend die Biomarker der Typ 11 Methanotrophen in der Referenzflache
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einen Antell an 55,1% einnahmen, lagen deren Antelle in den Proben des Becken 1 bel 50,0% und
des Becken 2 bel 47,4%. Umgekehrt lagen die Konzentrationen der Typ | Biomarker in den Proben
des Becken 2 bei 35,2%, im Becken 1 bei 34,8% und in der Referenzfléche bel 30,9%. Ebenso
wiesen die Proben des Becken 2 die hochsten Konzentrationen an Typ U Biomarker auf (17,6%),
gefolgt von den Proben des Becken 1 mit 15,2% und der Referenzflache mit 14,0%. Diese unter-
schiedlichen MOB-PLFA-Profile deuten daraufhin, dal3 in den beprobten Bodenhorizonten der drel
Parzellen unterschiedlich zusammengesetzte M ethanotrophenpopul ationen vorhanden waren.

Um etwaige Anderungen von Euryarchaeota-Populaionen und deren EinfluR auf die Methanflu-
raten genauer abschétzen zu kénnen, wurden die log-transformierten EURY -PLEL -K onzentrationen
einer Hauptkomponentenanadyse unterzogen. Dabel sollte auf Basis von Kovariationen von EURY -
PLEL-Profilen sowie den dazugehdrigen Bodeneigenschaften und Methanflul¥aten die Euryar-
chaeota-Populationen genauer charakterisert werden. Abb. 45 zeigt das Hauptkomponentendia-
granm der EURY-PLEL-Profile der verschiedenen Untersuchungsparzellen zu den jewelligen Pro-
benahmezeitpunkten. Diese lassen sich zu sechs Gruppen bzw. Cluster zusammenfassen: Clugter |
setzt sch auschlielich aus R-4 zusammen; Cluster 11 besteht aus R-2 und R-3, Cluster 111 aus-
schlieflich aus B1-3; in Clugter IV sind ausschlielich B2-4 Profile enthdten; in Clugter V sind die
EURY-PLEL Profile B2-1, B2-2, B2-3 und B1-1 und B1-2 zusammengefad und in Cluster VI die
Profile R-1 und B1-4. Da EURY-PLEL-Profile die Zusammensetzung von Euryarchaeota
Populationen und damit auch die der Methanogene charakteriseren, lassen sch aus diesen Grup-
pierungen Erkl&rungsmuster fur die Hohe der Methanfllisse zu den jeweiligen Beprobungen ablaten.
Als wichtiggen Aspekt gilt herauszugtellen, dal? dle EURY -Profile aus der Referenzfléche, die mit
sgnifikanten Methanabbauraten korrespondieren (Cluster | und I1) sich deutlich von den Profilen der
anderen Proben unterscheiden, die mit methanbildenden Prozessen in Verbindung stehen (Cluster 111,
IV, V und VI). Dadurch lassen sch die jewelligen Cluster zu den Ubergeordneten Gruppen bzw.
Merkmaen “Methanoxidation” und Methanproduktion” zuordnen.

Besonders stark weichen die Clugter | (Gruppe “Methanoxidation”) und Clugter 1V (Gruppe
“Methanproduktion”) von einander ab: Cluster | enthdlt ausschliefdich R-4 Profile, die mit einem
wassergefullten Porenvolumen (WFPS) < 50% (Tabelle 19) und einer ausgepragten Methanoxidati-
on (Abb. 32) korrespondieren. Clugter 1V setzt sch ausschlieldich aus B2-4 Profilen zusammen, die
mit der hochsten Methanemission und eéinem WFPS > 120% in Zusammenhang stehen. Diese beiden
Profil-Gruppen nehmen einen grof3en Abstand zueinander ein, so dal3 Se aufgrund der mit den jewel-
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ligen PLEL-Daten verkniipften Bodeneigenschaften ds Antipoden betrachtet werden konnen. So it
die Population in R-4, welche stark von der Population in B2-4 abweicht, geprégt von “wenig pro-
duktiv” in Bezug auf die Methanogenese, wahrend die Population in B2-4 “hoch produktive’ Eigen
schaften aufweist.

Auch innerhdb der beiden Gruppen “Methanoxidation” und “Methanproduktion” treten Unterschie-
dein den Euryarchaeota-Populationen auf. So besitzen z.B. Clugter 111 (EURY-PLEL-Profile aus
B1-3) und Cluster V gréRere Ahnlichkeiten zum “hochproduktiven” Cluster IV ds das Cluster VI,
welches die Profile aus R-1 und B1-4 enthdlt.

Abschlief?end |83 sch aus den Ergebnissen der Hauptkomponentenanalyse zusammenfassen, dal3
die Struktur der Euryarchaeota-Populaionen mit den Methanemissonen in Beziehung zu stehen
scheint. So unterscheiden sich Euryar chaeota-Populationen aus methanabbauenden Horizonten
deutlich von denen aus methanproduzierenden Horizonten. Ferner werden auch Populationsunter-

schiede in den Proben innerha b der Gruppen “Methanproduktion” und “Methanoxidation” deutlich.
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Abbildung 45: Hauptkomponentendiagramm der EURY -PL EL -Profilein den ver schiedenen Bodenproben aus
dem Standort Donaumoos
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4 Uber greifende Diskussion

4.1. Methodische Aspekte zur Bestimmung von Phospholipid-Etherlipiden (PLEL) und
Phospholipidfettsduren (PLFA)

Die in der vorliegenden Arbeit entwickdte Bestimmungsmethode von Phospholipid-Etherlipiden
(PLEL) basiert auf der Erfassung der ethergebundenen PLEL -Seitenketten.

Obwohl die PLEL-Satenkettenbestimmung relativ zeitaufwendig ist, ermdglicht diese mittels GC/MS
die ganze Bandbreite der Isoprenoid-Seitenketten (i-PLEL) von Cis bis C4 in mikrobidlen
Reinkulturen und Bodenproben abzudecken. Fritze et al. (1999) fanden lediglich ene enzige i-
PLEL-Verbindung in Hochmoortorf und in der Mullauflage von finnischen Wadbdden. Dieses
Phénomen scheint hauptsachlich methodisch bedingt zu sein, da mittels konventiondler GC/MS nach
TMS-Derivatiserung, wie durch eigene Experimente bestétigt, Cadarchaeole wegen der hohen

Schme zpunkte nicht bestimmt, und somit auch keine Crenar chaeota nachgewiesen werden kénnen.

Ein Nachteil der vorliegenden PLEL-Satenkettenbestimmung liegt darin, dal3 die Herkunft vieer
unverzweigter und einfach-verzweigter Kohlenwasserstoffe aus Bodenextrakten nicht zurtickverfolgt

werden kann, da deren Ausgangsmolekiile, bzw. Kernlipide nicht bekannt sind.

Hier bietet Sch sch das Instrumentarium der Hissigketschromatographie / Massengpektrometrie
(LC/MYS) ds Alternative an, mit der nach entsprechender Trennung auf einer vorgeschalteten HPLC-
Saule die Molekiimassen der Kernlipide bestimmit werden konnen. Allerdings reicht die Information
der Molektlmasse zur Strukturaufkl&rung in den meisten Fallen nicht aus, besonders, wenn keine
Referenzsubstanzen zur Bestimmung der Retentionszeit verfigbar sind und im MS/MS-Modus (=
ms’) keine charakteristischen Fragmente erhalten werden kénnen. Die Kernlipide der PLEL aus
Archaeen und anderer Organismen unterscheiden sich haupséchlich durch die diphatischen Seiten-
ketten. Aus diesen wiederum lassen sich bei der schonenden lonisierung der APCI-LC/MS salbst im
MSMS-Modus nur bedingt Fragmente zur Strukturaufklarung erziden. Hier kdnnte eine vorge-
schdtete Trennung von Modedlsubstanzen (Kernlipide aus Archaea und Thermotoga) auf SPE-
Saulen in Verbindung mit einem noch préziser abgestimmten HPLC-Trennungsverfahren zu einer
verbesserten Detektion fuhren, so dal3 es moglich erscheint, langfristig PLEL -Bestimmungen mittels
LC/MS durchzufiihren. Jedoch kénnen mit LC/MS keine *C/*C-Diskriminierungen in Lipiden ur
tersucht werden, was sich jedoch mit der PLEL -Seitenkettenbestimmung am GC/MS oder am GC-
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C-IRMS (,, Gaschromatography combustion isotope ratio mass spectrometry“) redisieren 18 (J.
Oeld mann/Finnigan-Thermoquest, personliche Mittellung).

In Experimenten mit Standardsubstanzen und Bodenextrakten konnte gezeigt werden, dal3 die bei
der PLEL-Seitenkettenandyse mittds GC/MS bestimmten Kohlenwasserstoffe ausschliefdich aus
schwer hydrolysierbaren Lipiden ssammen. So ist es sehr wahrscheinlich, dal3 die neben den Isopre-
noiden (i15:0, i20:0, i25:0, i40:0, i140:0-1cy, i40:0-2cy, i20:1) detektierten Kohlenwasserstoffe mit
Kettenlangen von G4 bis Gs aus Etherlipiden sammen. Jedoch kénnen bidang nur die Alkane
ib16:0, n16:0, ib17:0, a17:0, ib18:0, n18:0, ib19:0 und &19:0 taxonomisch zugeordnet werden.
Diese wurden in der Gruppe der x-PLEL zusammengefald und entsprachen den Seitenketten, diein
verschiedenen hyperthermophilen Bakterien nachgewiesen wurden (Langworthy et al., 1983; De
Rosaet al., 1988; De Rosa et al., 1989; Huber et al., 1992). Mittels einem breit angelegten phylo-
genetischen Ansatz bestimmten Ueda et al. (1995) und Bornemann et al. (1996) mikrobielle Ge-
meinschaften in zwe verschiedenen Bodenokosystemen, ohne jedoch RNA-Sequenzen von Mikro-
organismen zu detektieren, die mit x-PLEL-Biomarker in Verbindung gebracht werden kénnten. Es
ist dennoch nicht unwahrscheinlich, dal3 in weiteren Studien und bel verbesserter Methodik RNA-
Sequenzen in Boden gefunden werden, die der Gattung Thermotoga oder Aquifex sehr nahe ste-
hen. So war es z.B. der Fall bel den Crenarchaeota, von denen man anfangs glaubte, dal3 se aus-

schlieldich zu den hyperthermophilen Archaeen zahlien.

Die von viden Autoren beschriebene Bedeutung der i-PLEL fir die Systematik der Prokaryoten
konnte auch in dieser Arbeit exemplarisch an einigen Reinkulturen von Archaeen und Bakterien
durch Hauptkomponentenandyse von PLEL-Profilen bedtétigt werden. Zu einem geringfligig
unschérferen Ergebnis be der multivariaten gatistischen Andyse fihrte die Berticksichtigung von
PLFA-Profilen. So konnten NEL-PLFA in erhdhten Anteilen in den verschiedenen Archaeen-
Stammen nachgewiesen werden, von deren Vorkommen in Euryarchaeota und Crenarchaeota in
der Literatur bidang noch nicht berichtet wurde.

K.O. Stetter (Personliche Mitteilung) vermutete, dal? die nachgewiesenen Fettsauren aus dem fir die
Anzucht verwendeten Kultursubgtrat und nicht aus den Membranlipiden von Archaeen sammen.
Diese Vermutung kann durch das Komponentendiagramm in Abb. 32 (S. 78) widerlegt werden,
wonach das PLFA-Profil von Methanothermus fervidus (MTF), welcher nur auf minerdischem
Medium gewachsen ist, groe Ahnlichkeit zu den PLFA-Profilen der Organismen Methanococcus
jannaschii (MCJ) und Methanobacterium thermoautotrophicum (MBT) aufwest, welche auf
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organischen Medien mit Hefeextrakt gewachsen snd. MCJ und MBT gellen in der Gruppe der 12
untersuchten Mikroorganismengtd@mme die néchsten phylogenetisch verwandten Arten zu MTF dar.
Dieser Sechverhalt bekréftigt die Aussage, dald PLFA auch as Biomarker fir Archaeen herangezo-
gen werden kénnen. Nichtsdestotrotz empfiehlt es sich, in einer Folgestudie *C-markiertes Substrat
fur die Anzucht des jewelligen Untersuchungsorganismus einzusetzen und durch dessen Inkorporation
in die Membranlipide die Bedeutung von NEL-PLFA in Archaeen zu untermauern. Zusétzlich konm-
ten durch strukturchemische Analysemethoden, wie NMR-Spekiroskopie und/oder Massenspek-
trometrie, die Kernlipide, aus denen die NEL-PLFA hervorgehen, genauer charakterisert werden.
Es ist denkbar, dal3 die in den Archaeen nachgewiesenen NEL-PLFA, &nlich wie die PLFA in
Sohingomonas spp. (Bakwill et al., 1997), Gber eine Amid-Bindung mit dem Phospholipidmol ekl

verbunden snd.

Die mit der PLEL-Setenkettenanalyse ermittelten i-PLEL-Konzentrationen in Reinkulturen und Bo-
denextrakten stimmen mit denen in der Literatur erwahnten i-PLEL -Konzentrationen (Nichols et al.,
1987; Mancuso et al., 1990; Ba et al., 2000) sehr gut Uberein. Daraus kann geschlossen werden,
dal} die vorliegende PLEL-Besimmungsmethode, bestehend aus nalichemischen Schritten
(Extraktion, Separation, Hydrolyse, Etherspaltung und Derivatiserung), GC/MS-Andytik und der
nachgd agerten Korrektur mit Hilfe von Responsefaktoren, den quantitativen Vergleichen mit anderen
PLEL -Besimmungsverfahren standhdten kann und damit wichtige Vorraussetzungen fir die quanti-
tative Besimmung von mikrobiellen Populationen in Bodenokosystemen exfuillt.

Durch den Vergleich der PLEL/PLFA-Methodik mit den molekularbiologischen FISH/DAPI-
Andysen konnte eine weitgehende Ubereingimmung in quditativer Hinsicht erreicht werden, jedoch
hat es den Anschein, dal3 FISH/DAPI- eher zu einer Unterschétzung, PLEL/PLFA-Anaysen eher zu
einer Uberschétzung der Zellzahlen fidhren. Allerdings gibt es bidang keine gesigneteren Methoden
fur die Quantifizierung von mikrobiellen Populationen in Bodenhorizonten as die beiden genannten.

Ein wesentlicher Vortell der erwelterten Phospholipid-Andytik (PLFA+PLEL) besteht darin, dal3
aus einem Ansatz, namlich durch die Extraktion der Phospholipide und die Bestimmung ihrer Seiten
ketten, Biomarker dler drei Doménen und ihrer verschiedenen Taxa gewonnen werden kénnen.
Dabel wird der in situ-Zustand der Lipide lediglich durch die Hydrolyse der Bindungen bzw. durch
die Derivatiserungsreaktionen verdndert, was sich aber durch die Verwendung von Standardsuo-
ganzen quditativ und quantitativ Uberwachen |&% (White et al., 1996). Fir die Erstellung von geneti-
schen , fingerprints’ auf Basis von rDNA- und rRNA-Profilen bedarf es dagegen die Zuhilfenahme
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vider spezifischer Primer, um dl die Taxa abzudecken, die mit der erweterten Phospholipid-
Methodik erfal® werden. Zudem werden die benétigten Primer und auch die fir die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) bendtigte tag-Polymerase sozusagen ex situ hergestdlt. Diese Hilfamittel
greifen wesentlich in die molekularbiologischen Untersuchungen ein. Da sich deren Wirkungsweisen
nur bedingt Uberwachen lassen (M. Schioter, personliche Mitteilung), kann es bel der Anwendung im
Labor zu Artefakten und somit zur Bildung von DNA-, bzw. RNA-Profilen kommen, die nicht mehr
dem in situ-Zustand einer mikrobidlen Gemeinschaft entsprechen (von Wintzingerode et al., 1997).
Ebenso i die FISH/DAPI-Methodik diversen Fehlerqudlen, bzw. Unsicherheiten ausgesetzt. So
konnen schwach ausgeprégte Signdintengtéten zu faschen Zdlzahlen fihren. Es konnen z.B. schndll
wachsende Mikroorganismenkulturen Zdlmembranen aufweisen, welche das zur Detektion nétige
Eindringen der Oligonukleotidsonden erschweren. Dieses Phanomen wird in der Literatur ds ,cdl-
wall limited probe accessibility” bezeichnet (Amann et al., 1995).

Fir die ,,sdektive Bestimmung der PLEL-Satenketten® (s. Abb. 17, S. 49) ist es notwendig, die
Kernlipide zuvor nach funktiondlen Gruppen zu trennen. Wéhrend es in Reinkulturen mittels SPE-
Saulen gelang, Hydroxyarchaeol, welches charakterigtisch fir Methanogene ist, von anderen Etherli-
piden zu trennen, war dies in Bodenextrakten nicht moglich. Hier bewirkte die zuvor durchgefiihrte
saure Hydrolyse-Reaktion eine Verdnderung der Molekllstruktur in der Gestdt, dal3 Hydroxyar-
chaeol nicht mehr von anderen Archaeolen zu trennen war. Um das Konzept der selektiven Bestinm:
mung der PLEL -Saitenketten auch an stark humosen Bodenproben redlisieren zu kdnnen, ist es not-
wendig, verschiedene, an Reinkulturen erprobte Verfahren zur Abspatung der polaren Gruppen von
Phospholipidmolekilen an Bodenextrakten zu testen. Dabel kommit den in Ferrante et al. (1988a),
Sprott et al. (1990) und Ohtsubo et al. (1993) beschriebenen Hydrolyseverfahren grof3e Bedeutung
zu, da diese den Erhdt der saurelabilen OH-Gruppen der Hydroxyarchaeole weitgehend ermégli-
chen.

Nach einer persinlichen Mitteilung von P. Nichols handelte es Sich bel dlen bisher detektierten unge-
satigten PLEL aus Archaeen um Artefakte, die durch die Degenerierung des Hydroxyarchaeols
entstanden. Das ungesdttigte Cyo- Coo-Archaeol, welches in der neutraen Lipidfraktion in Methano-
pyrus kandleri nachgewiesen wurde (Hafenbradl et al., 1993; Hafenbradl et al., 1996) und daher
nicht einer Hydrolyse zur Entfernung der polaren Gruppe unterzogen werden mul3 (Hafenbradl et al.,
1993), mag von dieser Behauptung ausgeschlossen sein. Aufbauend auf das beschriebene Tren
nungsverfahren mittels SPE-SCX-Saulen, kdnnte 0.g. Lipid aus Methanopyrus kandleri als Mo-
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ddlsubgtanz fir die Trennung von gedtigten und ungesittigten Archaeolen fir zukinftige Studien
eingesetzt werden. Nach Amann et al. (1995) snd nur maxima 15%, meist aber nur weniger as 1%
der Mikroorganismen eines Habitats mit bekannten Methoden kultivierbar. Demnach ist die Existenz
von ungesdtigten PLEL in Archaea nicht ausgeschlossen, und diese wiederum konnten in diversen
Bodenckosystemen vorhanden sein. Deren Nachweis ist dlerdings nur durch vorherige Trennung der
Kernlipide in funktionelle Gruppen und der nachgelagerten Charakterisierung des Alkylrests zu errei-
chen, wie es das Konzept der selektiven PLEL -Seitenkettenbestimmung vorseht.

4.2. Mikrobielle Gemeinschaften in oxischen und anoxischen Bodentkosystemen

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluf3 der Wiederverngssung eines degradierten Niedermoor-

standorts auf die Populationen von Bodenmikroorganismen hingchtlich folgender Aspekte untersucht:

- Mikrobielle Zdlzahlen bzw. Biomassen wurden mittels PLEL /PLFA-und molekularbio-logischen
Anadysen besimmt.

- Baderend auf Gesamtphaospholipid-Profilen erfolgte eine Beschreibung und ein Vergleich der Zu-
sammensetzung von mikrobidlen Gemeinschaften (Gesamtpopul ationen) in den verschiedenen Pro-
ben.

- AulZerdem wurden spezifische Biomarker zur Charakteriserung von methanogenen und methe-
notrophen Mikroorgans mengemenschaften herangezogen und zu einem funktionellen Parameter,
namlich der Methanflul¥ate, in Beziehung gesetzt.

Mikrobidle Zellzahlen

Die sgnifikant htchgten Gesamtzdlzahlen (Bacteria, Archaea, Eucarya) wurden in den Proben aus
der oxisch geprégten Referenzflache ermittelt, wahrend die Proben aus den beiden anoxisch geprég-
ten, Uberstauten Becken gleiche Gesamtzellzahlen aufwiesen. Dabel wurden in der Referenzfléche im
September ‘99 und in den beiden Uberstauten Becken im November ‘98 die htchsten Abundanzen
ermittelt. Mit 10" Zelen cmi® FS Boden bewegte sich die Gesamtzellzahl (» mikrobielle Biomasse)
in den Bodenproben des Donaumooses in derselben Grofenordnung wie die von aguatischen Sedi-
menten in audtralischen “wetlands’ (Boon et al., 1996) und in einem chinesschen Reisstandort (Bai
et al., 2000). Angaben Uber Gesamtzdlzahlen in vergleichbaren Moorokosystemen lagen bis dato

nicht vor.
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In den Proben der Referenzfl&che wurden dgnifikant hthere Zdlzahlen an Bacteria und Eucarya
ermittelt, as in den Proben aus anoxischen Horizonten. Eine Ursache dafir kann sein, dal3 die Refe-
renzflache mit einer dichten Grasnarbe bedeckt war und somit, trotz Entfernung von Pflanzenresten,
stark belebter Rhizosphérenboden in die Proben gelangte. In den Uberstauten Becken war dagegen
ausreichend Plaiz zwischen den Rohrkolbenpflanzen vorhanden, so dal3 es kein Problem war vege-
tationsfreie Bodenproben zu erhalten.

Aus der Betrachtung der Archaeenzellzahlen geht hervor, dald diese Doméne einen bedeutenden
Antel (R: 26,0%; B1: 28,0%; B2: 38,8% Archaea) an der mikrobiellen Biomasse in Moorokosy-
gemen ennimmt. Bis auf methanogene Euryarchaeota kann dieser Doméne bidang noch keine
Funktion in Bodentkosystemen zugewiesen werden (Conrad, 1996). In den Bodenproben der Re-
ferenzfléche wurden sgnifikant hohere Zdlzahlen an Crenarchaeota nachgewiesen. Bestétigt durch
die Ergebnisse von Bal et al. (2000) zeichnet sich ab, dal’ diese Organismen oxisch geprégte Bo-
denhorizonte bevorzugen, jedoch ist nicht bekannt, welche Funktionen sie in Bodentkosystemen
Uberhaupt ausiiben.

Hoefs et al. (1997) konnten mittels Isotopendiskriminierung nachweisen, dal3 Archagen einen we-
sentlichen Beitrag bem Aufbau der “toten” organischen Substanz in marinen Sedimenten leisten.
Deren Etherlipide, bzw. Kernlipide stdlen nach Abspdtung der polaren Phosphatgruppe eine sehr
dabile chemische Subgtanz dar und sind somiit ds Bestandteile der “ Dauerhumus’-Fraktion einzu-
ordnen. Daher besteht berechtigter Grund zur Annahme, dal3 die Akkummulation von organischer
Substanz in Moorbdden, wie z. B das Donaumoos in direkter Verbindung mit der hohen Abundanz
von Archaeen seht. Eine Untersuchung der Moorhumusfraktion auf Etherlipide unter Verwendung
von |sotopentechniken kénnte in diesem Zusammenhang genauere Aussagen bringen.

Betrachtung von Gesamtpopulationen

Aus der Hauptkomponentenanalyse geht hervor (Abb. 35, S. 92 ), dal3 jede der insgesamt 14 Um+
weltproben (12 Bodenproben, 2 Gewésserproben) ihre individuele Phospholipid-Zusammensetzung
bestzt und dadurch deutlich von dlen anderen Proben differenziert werden kann. Aufgrund von Ko-
varianzen lassen sch 4 Gruppen, bzw. Clugter erkennen. Diese setzen sich zusammen aus 1) den
Gewaéssarproben, 2) den Proben vom September 99, 3) den Proben aus der Referenzflache (Nov.,
Feb., Ma) und 4) den Proben aus Becken 1 und 2 (Nov., Feb., Mai). Daraus wird deutlich, dal3
sowohl Oxie/Anoxie as auch Probenahmezeitpunkt (= Jahreszeit), Anderungen in der mikrobiellen
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Gemeinschaft bewirkten. AulRerdem ist den Ergebnissen der Hauptkomponentenanalyse zu entneh-
men, dal3 sch die Mikroorganismengemeinschaften nach 1 Jahr Wiedervernéssung noch in der Suk-
zess ongphase befinden. Wahrend bei den Uberstauten Bodenhorizonten die Proben der November-
und Februar-Beprobung noch groRe Ahnlichkeiten in ihren mikrobiellen Populationen zeigten, trat mit
der Mai-Beprobung eine zunehmende Anderung der Populationsstruktur auf, die im Monat Septem-
ber am starksten ausgepragt war. Esist in diesem Zusammenhang anzumerken, dal3 bel der Noven
ber- und Februar-Beprobung, die Wassertemperaturen gleichermal?en niedrig, und bel der Bepro-
bung im Ma und September gleichermal3en hoch war.

Genauere Informationen hingchtlich der zukinftigen Entwicklung der Mikroorganismengemeinschaf-
ten in den Uberstauten Becken konnten weitere jahreszeitliche Untersuchungen von PLEL- und
PLFA-Biomarker liefern.

Wenngleich Anderungen in der Populationsstruktur durch die verdnderten  Phospholipid-
Zusammensetzungen erklart werden konnen, it es schwierig, diese Unterschiede in mikrobiolog-
scher Hingcht zu interpretieren (Olsson und Alstrdm, 2000). Esist davon auszugehen, dald zwar jede
Bakterien- bzw. Archaeenzelle ihr typisches Phospholipid-Profil (s. Zelles, 1999b) besitzt, doch gilt
es as eher unwahrscheinlich, dal3 eine Fettsdure bzw. ene funktionelle Gruppe von Fettsiuren nur in
ener enzigen Gattung/Familie von Mikroorganiamen anzutreffen ist (Zdles, 1999a; Mdlter, 2000).
Es lassen sch jedoch konkretere Aussagen dadurch gewinnen, wenn die Verdnderungen in den
Phospholipid-Profilen mit bodenphysikalischen, bodenchemischen und weiteren bodenbiol ogischen
Parametern verknipft werden, um dadurch jene Organismengruppe zu identifizieren, deren Populati-
on sch vergrolert, bzw. verkleinert hat.

So unterscheiden sich die Lipid-Profile in den Proben R-4, B1-4 und B2-4 von denen dler anderen
Bodenproben durch den vergleichsweise hohen Antell an NEL-PLFA bzw. den reativ geringen
Antell an EL-PLFA. Da die Proben B1-4 und B2-4 aus anoxischen Horizonten slammen, ist davon
auszugehen, dal3 die darin gemessenen NEL-PLFA génzlich andere Organismen charakteriseren, as
die in der Probe R-4, die einem oxisch gepragten, trockenen Bodenhorizont enthommen wurde.
Steinberger et al. (1999) wiesen in israglischen Wistenbdden NEL-PLFA Gehdlte von bis zu 40%
nach. Aul3erdem konnte in dieser Arbelt gezeigt werden, dal3 Archaea NEL-PLFA enthadten und
dal3 die Probe R-4 die htchgte Zdllzahl an Crenarchaeota aufwies. Daraus 18% sch die Vermutung
auRern, dal3 die erhdhten NEL-PLFA-Konzentrationen in der Probe R-4 auf aerobe Archaeen,
einchliedich Crenarchaeota, zurlickzufiihren sind, die Gber besondere Strategien bei Wasserstrel3
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verflgen. Die NEL-PLFA in den Proben B1-4 und B2-4 dagegen charakteriseren vorwiegend

anaerobe Organsmen, wie z.B. methanogene Archaea.

M ethanogene und methanotr ophe M ikr oor ganismengemeinschaften

Aufgrund von eigenen Untersuchungen und durch den Verglech mit anderen Arbeiten kommt
EURY-PLEL ds Biomarker fir Euryarchaeota hohe Spezifitét zu, jedoch gilt das wahrschenlich
nicht fir alle PLFA, die zu den MOB-PLFA zusammengefald wurden (Tab. 28, S. 104). So ist nicht
auszuschlief¥en, dal3 die beiden SATFA n14:0 und n16:0 nur in enem relaiv geringen Antell in den
Methanotrophen im Donaumoos vorlagen, da diese zu den ubiquitéren PLFA z&hlen. Die von viden
Autoren as Signdfettsauren fir Methanotrophe beschriebenen 16:1w6 und 18:1w8 MUFA konnten
in keiner der Donaumoos-Proben nachgewiesen werden. Wahrend Sundh et al. (1995) und Sundh
et al. (1997) in schwedischen Hochmoorokosysmen o.g. Signdfettsiuren in dgnifikanten
Konzentrationen messen und diese zudem direkt in Beziehung zu den Methanabbauraten setzen
konnten, wird in der jlngsten Arbat von Sundh et al. (2000) die Spezifité von 16:1w6 und 18:1w8
fir methanotrophe Bakterien in Frage gestellt. Dieser Sachverhdt verdeutlicht, ebenso wie die
Arbeiten von Zdles (1999a 1999b), dad} einzdne PLFA ds Sgndfettsauren fir die
Charakteriserung von taxonomischen Gruppen eher ungeeignet snd. Daher wurde der Ansaiz
gewahlt, moglichst vide PLFA auszuwéahlen, die aufgrund von Labor- und Frellandstudien potentielle
MOB-PLFA dagdlen. Die Bestimmung von Methanotrophenzdlzahlen is mit diessm Ansaz
jedoch nicht rediserbar.

In den Ergebnissen zeigt sich aber, dal? die ausgewahlten MOB-PLFA mit methanoxidierenden B-
genschaften in enger Beziehung stehen. Dies wird einersaits dadurch belegt, dal3 die Proben aus der
oxisch geprégten Referenzfléche die htchsten MOB-PLFA Konzentrationen aufwiesen, andererseits
dominierten MOB-PLFA, charakteristisch fur Typ [l Methanotrophe, in dlen Bodenproben, wah
rend in den beiden Wasserproben MOB-PLFA, charakterigtisch fur Typ I, am haufigsten waren.
Nach Sundh et al. (1995) und Edwards et al. (1998) dominieren Typ || Methanotrophe in Moo-
rokosystemen, wahrend in agquatischen Habitaten, wie z.B. Seewasser (Hanson und Hanson, 1996;
Ross et al., 1997) und Seesedimenten (Boschker et al., 1998) Organismen des Typs | vorherr-
schen.

Die geringen Konzentrationen von MOB-PLFA in den Stauwasserproben der beiden Becken deu-
ten daraufhin, dal3 bel der September-Beprobung in der Wassersiule keine nennenswerten Metha

notrophenpopulationen vorhanden waren. Dieses Phanomen wird noch durch die mikroskopischen
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Aufnahmen nach der in situ-Hybridiserung gestiitzt, wonach in Becken 2 “U-formige’ Bakterien,
die eher nach Corynebakterien aussahen, etwa die Hafte der mit EUB338 markierten Bakterien
ausmachten. Nach Ross et al. (1997) bestand das Bakterioplankton in der Wasserphase eines ar
sralischen Feuchtgebietes zu 10-46% aus methanotrophen Bakterien (ermittelt mit FISH), die in
Zdldichten zwischen 0,6 und 55~ 10° mi™ auftraten. In den beiden Donaumoos-Becken dagegen
belief sich die gesamte Bakterienzdlzahl nur zwischen 3,2 und 4,3~ 10° mi™ (Tab. 27, S. 100). Ge-
nauere Aussagen Uber das VVorkommen von Methanotrophen und deren Beitrag zum Methanabbau
im Stauwasser der Donaumoos-Parzellen konnen dadurch erhaten werden, indem neben Methan-
gasmessungen in der Wasserphase spezifische rRNA-gerichtete Sonden zur Detektion von Metha
notrophen oder zur Detektion des fur die Methanoxidation entscheidenden Enzyms Methanmo-

nooxygenase zum Einsatz kommen.

Esig in diesem Zusammenhang auch kritisch zu hinterfragen, ob durch die Beprobungstiefe von 0-10
cm die Funktionszone zur Untersuchung von Methanogenen/Methanotrophen in den drel Standorten
ausreichend erfald wurde. Da der Vergleich von mikrobidlen Gemeinschaften (nicht nur Methanoge-
ne/Methanotrophe) in oxischen und anoxischen Bodendkosystemen zu unterschiedlichen Jahreszeiten
im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand, wurde eine einhetliche Beprobungstiefe von 0-10 cm
gewahit. Dal3 diese Beprobungstiefe auch zum Nachwels der in situ-Funktion von Methanogenen
und Methanotrophen in Moorokosystemen gegignet ist, zeigen Untersuchungen von Krumholz et al.
(1995). Diese lokdigerten in intakten Bodenprofilen eines kanadischen Hochmoordkosystems bel
anaerober Inkubation (= anoxische Umgebung) die hochsten Methanproduktionsraten zwischen
Bodentiefen von 25-30 cm, und bei aerober Inkubation (= oxische Umgebung) wurden die hdchsten
M ethanabbauraten zwischen 4-9 cm unterhab der Bodenoberfléche festgestdt.

Die Bestimmung von EURY -PLEL - und MOB-PLFA-Biomarkern in den drel Parzdllen liefert B-
klérungsmuster fUr deren Unterschiede in den Methanflul¥raten:

Referenzflache < Becken 1 < Becken 2

Die Ergebnisse aus den einzelnen Betrachtungen kénnen wie folgt fir die Charakteriserung der Po-
pulationen an (methanogenen) Euryar chaeota und methanotrophen Bakterien in den drel Parzellen
zusammengefald werden:

Refer enzflache: Gleich grof3e Euryar chaeota-Population wie in Becken 1, deren strukturdle Zu-
sammensetzung einen mehr oder weniger schwach ausgepragten “ methano-genen Cher
rakter” zeigte. Groldte Population an methanotrophen Bakterien.
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Becken 1 Gleich grof3e Euryarchaeota-Population wie in der Referenzfléche, deren strukturdle
Zusammensetzung ausgeprégten “methanogenen” Charakter aufwies. Methanotrophen-
population war dhnlich grof3 wie in Becken 2, jedoch bedeutend kleiner asin der Re-
ferenzfléche.

Becken 2 Tendenzidl grolde Euryarchaeota-Population, deren srukturdle Zusammensetzung
ausgepragten bis stark ausgepragten “methanogenen” Charakter zeigte. Methanotro-
phenpopulation war dhnlich grof3 wie in Becken 1, jedoch bedeutend kleiner ds in der
Refererflache.

Aufgrund der obigen Sechverhdte liegt die Vermutung nahe, dal’ die quantifizierten EURY -PLEL-
Biomarker methanogene und einen mehr oder weniger grof3er Anteill an nicht-methanogenen Eu-
ryarchaeota erfalden. Es|&& sich jedoch nicht sagen, um welche Organismen es sich be den nicht-
methanogenen Euryar chaeota in den Bodenproben aus dem Donaumoos handelte und welche Rolle
gein den jewelligen Bodentkosystemen tbernehmen. Kiper (1998) hat mittels 16S rDNA Sequent
zierung in einem Ackerboden nicht-methanogene Euryar chaeota nachweisen konnen, die eine gro-
e Verwandtschaft zur Thermoplasma-Gruppe zeigten, von denen aber bidang nur thermophile

Vertreter isoliert werden konnten.

Die Unterschiede in den Euryarchaeota-, bzw. Methanogenenpopulationen in den beiden Uber-
gtauten Becken wurde wahrscheinlich durch die unterschiedliche Verfugbarkeit von O,/H, und gelo-
sten organischen Substraten verursacht (s. Chin und Conrad, 1995). Zur genaueren Klarung bieten
sich Messungen von **C/*C-Fraktionierungen an. So konnte der Einbau von potentiellen Substraten,
wie z.B. Essgsdure oder Methanol, in die Membranlipide von Methanogenen durch Ermittlung des
13C/*?C-Verhdtnisses von PLEL und PLFA untersucht werden, was auch gleichzeitig eine Bestim:
mung der in situ-Funktion von mikrobiellen Gemeinschaften dargellt.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit umfal¥ die Aspekte Entwicklung und Anwendung von Methoden zur Cha-
rakteriserung von mikrobidlen Gemeinschaften in oxischen und anoxischen Bodenokosystemen auf

der Basis von Phospholipid-Profilen.

Im Rahmen der Methodenentwicklung wurde das zur Charakteriserung von Bodenmikroorganismen

bereits etablierte Methodenspektrum der Bestimmung von Phospholipidfettsiuren (PLFA) so e-
weltert, dal3 auf Basis von Phospholipid-Etherlipiden (PLEL) nun auch Organismen der Doméne
Archaea erfald werden kénnen.

Die Besimmung der Phospholipid-Etherlipide basiert auf der Erfassung der ethergebundenen Seitent
ketten. Dabel wird nach Abspaltung der polaren Gruppe des Phospholipid-Molekils das Kernlipid
erhaten, aus dem durch Ethergpadtung mit Jodwasserstoffséure Alkyljodide freigesetzt werden, diein
ener zweiten Reaktion, der sogenannten reduktiven Dehaogenierung (Zn in Eisessg), zu Kohlen
wassergtoffe reagieren und somit geeignete Derivate fir die GC/MS-Andyse darstellen. Durch ver-
schiedene methodische Anpassungen ist es nun maglich, die ganze Bandbreite von ethergebundenen
I soprenoiden mit den Kettenldngen Cys bis Cyo in Bodenextrakten sowohl quditativ ds auch quanti-
tetiv, zu bestimmen.

So wurde in einer Auswahl von acht gefriergetrockneten Archaeenst@mmen unter Verwendung zwel-
er verschiedener Lipidextraktionsprotokolle eine durchschnittliche PLEL-Konzentration von 4,1
uMol ¢* gefriergetrocknetem Zdlmaterid (Median: 35 uMol g TS) ermittelt, die mit der von
Nichols et al. (1987) in 25 verschiedenen Archaeen bestimmten Durchschnittskonzentration ver-
gleichbar ist. Ebenso konnte exemplarisch an einer Auswahl von Archaeen und Bakterien die von
viden Autoren beschriebene Bedeutung der PLEL fir die Systematik der Prokaryoten mittels
Hauptkomponentenanayse von PLEL -Profilen bestétigt werden, wobei sich grofze Ubereingtimmun-
gen mit phylogenetischen Charakterisierungen von Archaeenpopulationen ergeben (u.a Barns et al.,
1996). Auch baserend auf PLFA-Prafilen zeigte sch eine taxonomische Differenzierung von Ar-
chaeenpopul ationen, die sich in weitgehender Ubereingimmung mit phylogenetischen Untersuchun-
gen befand. So ergab die erwelterte Phospholipid-Anaytik (PLFA+PLEL), dal3 die untersuchten
Archaeen neben den ethergebundenen Isoprenoiden in ihren Membranlipiden auch sgnifikante Kon-
zentrationen von nicht-estergebundenen Fettsduren (NEL-PLFA) aufwiesen, deren relaive Konzen

trationen in bezug auf Gesamtphospholipide zwischen 9,7 und 83,4% variierten.
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Die chemische Beeinflussung der OH-Gruppe von Hydroxyarchaeolen be der Etherspatung und der
reduktiven Dehdogenierung fihrte dazu, dal3 aus diesen die gleichen Saitenketten wie aus Cyo-Coo-
Archaeolen freigesetzt wurden, was einen Informationsverlugt hingchtlich der taxonomischen Aussa-
gekraft bedeutete. Daher wurde versucht die Kernlipide vor der Seitenkettenbestimmung nach funk-
tionellen Gruppen zu trennen (selektive Satenkettenbestimmung). Wéhrend dies in Reinkulturen ge-
lang, war es in Bodenextrakten nicht moglich, Kernlipide mittels Festphasenextraktion nach funktio-
nellen Gruppen zu trennen. Hier zeigte Sch Entwicklungsbedarf von Verfahren zur Abspaltung der
polaren Gruppen von PLEL-Molekilen, wobe die Hydrolyseverfahren sowohl fur stark humose
Bodenproben, ds auch zur Detektion von sdurdabilen Hydroxyarchaeolen geeignet sain sollten.

Neben den ethergebundenen Isoprenoiden wurden auch unverzweigte und einfach-verzweigte Koh-
lenwasserstoffe mit Kettenldngen von G4 bis G5 in der Phospholipidfraktion von Bodenextrakten
detektiert, die mittels LC/M S (Fl Uissi gkeitschromatographie/M assenspektro-metrie) z. T. auf Etherli-
pide zurlickgefihrt werden konnten, wie se in thermophilen Bakterien der Gattungen Thermotoga

und Aquifex vorliegen.

Bel der Anwendung der erweiterten Phospholipid-Methodik ging es darum, den Einflul3 der Wieder-
verndssung auf die Populationen von Bodenmikroorganismen bel der Rekultivierung eines degra-
dierten Niedermoor-Standorts (Donaumoos) zu untersuchen. Dazu fanden Bodenbeprobungen von
oxisch und anoxisch geprégten Moorokosystemen im November 1998, Februar 1999, Mai 1999
und September 1999 auf dem Versuchsstandort Donaumoos zeitgleich mit den Methangasmessun
gen statt. Es handelte sich bel den beprobten anoxischen Bodenokosystemen um zwel Flachen, die
sait Sommer 1998 mit nahrstoffbel astetem Wasser aus Entwasserungsgraben beschickt und zu dieser
Zeit auch mit Rohrkolben (Typha latifolia und Typha angustifolia) bepflanzt wurden. Die Staur
wasserhohe betrug in Becken 1 40 cm und in Becken 2 20 cm. Als Referenzflache diente eine ca. 4
~ 8 m grof¥e (nicht-verndlde) Parzelle, die weitgehend oxischen Charakter zeigte und ds Griinland
genutzt wurde.

Die Phospholipid-Untersuchungen der drel Parzellen ergaben, dald Archaea wesentlich zur
mikrobiellen Biomasse in den beprobten Moorokosystemen beitrugen. Thr Anteil an der ermittelten
Gesamtzdllzahl betrug im Durchschnitt der drel Flachen 26,0-38,8%, wobei  Crenarchaeota
vermehrt in der oxisch geprégten Referenzflache und Euryarchaeota vermehrt in den
wiederverndlden, anoxischen Horizonten der Becken 1 und 2 auftraten. Ein Methodenvergleich

zeigte, dad Phospholipid-Biomarker  weitgehend zu  densdben  Aussagen  flhrten  wie
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molekularbiologische Methoden, baserend auf FISH/DAP!, wenngleich die mittels Phospholipid-
Biomarker besimmten Zdlzahlen um den Faktor 10-100 hoher waren ds die mitteds
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden nach in situ-Hybridiserung (FISH) und DAPI-
Farbung.

Die Hauptkomponentenanalyse von Gesamtphospholipid-Profilen (PLFA+PLEL) ergab, dal? so-
wohl Probenahmezeitpunkt (= Jahreszeit), ds auch Oxie/Anoxie zu strukturellen Verénderungen in
den Gesamtpopulationen fuhrten. AulRerdem deuten die Ergebnisse daraufhin, dal3 sch die mikro-
bidlen Populationen in den beiden Uberstauten Becken nach 1 Jahr Wiederverndssung noch in der
Sukzess ongphase befanden.

Waéhrend die Referenzflache im Mittel der vier Beprobungen Methan aufnahm, emittierten die beiden
anoxisch geprégten, wiederverndden Parzdlen Methan, wobel die signifikant hochsten Werte im
Becken 2 festgestellt wurden. Die Unterschiede in den Methanflul¥raten zwischen den drel Flachen
lassen sich dadurch erkléren, dal3 die Euryar chaeota-Populationen in den beiden Uberstauten Bek-
ken ausgepragten bis stark ausgepragten methanogenen Charakter zeigten. Dabel wurden tendenzidll
grolere Euryar chaeota-Populationen in den Proben aus Becken 2 dsin Becken 1 festigestdllt. Au-
ferdem wiesen die Proben der Referenzflache grolere Populationen an methanotrophen (=
methanabbauenden) Bakterien auf, die zudem anders zusammengesetzt waren as in den Proben der
anoxisch gepragten Bodenhorizonte, wobel in Becken 1 eine tendenzidl gréf3ere Methanotrophen
population asin Becken 2 festgestd |t wurde.

Aus den Populationsuntersuchungen von methanogenen und methanotrophen Mikroorganismen,
baserend auf PLEL/PLFA-Biomarker, lassen sch die jahreszeitlichen Schwankungen der Methan-
flukraten fur die Referenzfléche und das Becken 1 weitgehend, und fir das Becken 2 nur bedingt
ableiten. Im Becken 2 zeigte sich, dal3 hohere Umgebungstemperaturen, wie es bel der Mai- und
September-Beprobung der Fal war, eher zur Erhdhung der Einzelzdllaktivitét as zur Zellvermehrung

von methanogenen Euryar chaeota fihrte.

Die Bestimmung von Phospholipid-Etherlipiden stelt eine wertvolle Ergénzung zu der in der Bo-
dentkologie etablierten Bestimmungsmethode von Phospholipidfettsiuren dar. Die Kombination
beider Nachweisverfahren vermittelt Einblicke in die guantitativen Unterschiede von mikrobielen
Populationen in Bodentkosystemen, wahrend die genetischen ,, fingerprinting”-Methoden in der Lage

snd, die qudlititative Zusammensatizung von mikrobidlen Gemeinschaften, z.T. bis auf Spezies-und
Subspezies-Ebene, aufzul 6sen.
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Mit der erwelterten Phospholipid-Anaytik (PLFA+PLEL) sind nun Grundlagen geschaffen worden,
um in situ-Funktionen von mikrobidlen Gemeinschaften in Bodendkosystemen auf unterschiedlichen

taxonomischen Ebenen durch den Nachweis des *C- oder **C-Einbaus in die jeweiligen Biomarker
zu untersuchen.



Summary 131

Summary

The present thesis dedl's with development and application of methods for the characterisation of

microbid communitiesin oxic and anoxic soil ecosysterns which are based on phospholipid profiling.
During methodologica development, phospolipid faity acid (PLFA) andysis, dready established in
microbia ecology, was extended by estimating phospholipid etherlipids (PLEL) characterigtic of
archaed microorganisms.

Phospholipid etherlipid andysis is based on the estimation of ether-linked sde chains. Therefore, the
polar head group of the phospholipid molecule is removed to access the ether core lipid, releasing
akyl iodides after cleavage of the ether bonds with HI acid. During the subsequent reductive dehao-
genation step (Zn in acetic acid), these akyl iodides are transformed to their corresponding hydro-
carbons consdered to be the most appropriate derivatives for gas chromatography/mass spectro-
metry (GC/MS) andysis. Following severd methodolgica adaptations, it is now possble to estimate
both quditatively and quantitatively the entire range of ether-linked isoprenoids with chains varying
from C;s to Cy in s0il extracts.

Using eight selected freeze-dried archaead monocultures, amean PLEL concentration of 4,1 uMol ¢*
dried cdll mass was estimated (Median: 3,5 pMol g* dried cell mass), which was comparable to the
average PLEL concentration estimated in 25 archaed strains by Nichols et a. (1987). Furthermore,
when lipid data was subjected to principa component andlyss the significance of PLEL for pro-
karyotic systematics could be demonstrated in a selection of archaeal and bacterid monocultures. A
discrimination of archaea populations could be aso performed based on PLFA profiles and which
was in overdl accordance with phylogenetic andyses. As reveded by extended phospholipid analy-
ss (PLFA+PLEL), Archaea contained, gpart from ether-linked isoprenoids, sgnificant amounts of
non-esterlinked fatty acids (NEL-PLFA) in their polar membrane lipids, accounting for 9,7 to 83,4%
of tota phospholipid sde chains.

Chemicad manipulation of the OH-group in hydroxyarchaeols during cleavage of the ether bonds and
reductive dehalogenation caused the formation of identical chains as reeased from Cy-Coo-
archaeols. This event dso resulted in aloss of taxonomic information. Thus, an attempt was made to
separate ether core lipids into functional groups prior to Side chain analysis by solid phase extraction
(sdlective sde chain andysis). While this concept could be successfully gpplied on monocultures, it
was impossible to separate soil core lipids into functiona groups. This failure may have been due to
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atefactud effects of inadequate hydrolyzation of the acid-labile hydroxyarchaeols from soils rich in
humic substances. Future improvements are due in this respect.

Apart from ether-linked isoprenoids, straight-chain and monomethyl-branched hydrocarbons with
chains ranging from Cy4 to Cgs were dso found in phospholipids from different soil types. Using |-
quid chromatography/mass spectrometry (LC/MS) some of these side chains could be traced back
to etherlipids smilar to these found in thermophilic bacteria of the genera Aquifex and Thermotoga.
The extended phospholipid method was employed within an integrated research project aimed at
creating a sustainable land use system for pest soilsin the,, Donaumoos’ region of Germany. Specifi-
cdly, the influence of rewetting the heavily degraded peet soil on soil microorganisms was investiga
ted usng phospholipid profiling. Soil samples at a depth of 0-10 cm were taken from oxic and ar
oxic sitesin November 1998, February 1999, May 1999 and September 1999, methane gas fluxes
were aso estimated at these time points. Snce July 1998, the anoxic Stes conssted of two basins
planted with Typha sets, surrounded by a 1 m high dike and flooded with water from a dightly nutri-
ent loaded draining ditch. The water levels in basin 1 and 2 were 40 and 20 cm, respectively. A
nearby drained peat soil used as a grasdand with significant oxic properties served as a reference
plot and was investigated in the same manner.

Phospholipid analyses revealed that Archaea contributed sgnificantly to the microbid biomass in
pestland soils: 26,0-38,8% of the estimated total microbia cells could be alocated to organisms of
the domain Archaea. While the percentage of organisms belonging to the archaed kingdom Euryar-
chaeota was higher in anoxic than oxic stes, the abundance of Crenarchaeota was highest in oxic
dtes. Extended phospholipid andysis lead to amilar results as fluorescent in Stu hybridization and
DAPI gaining (FISH/DAP!), when both gpproaches were gpplied to the same soil samples. How-
ever, 10-100 magnitudes higher cell numbers were estimated using the phospholipid assay than with
the FISH/DAP! approach.

Sampling date (= season) and oxic/anoxic properties yielded differences in the microbia community
gructure, as reveded by principa component analyss of the lipid biomarker data. Furthermore, it
seems that microbia populations in the anoxic Stes are till gpparently in a phase of succession, even
after one year of rewetting.

Differences in methane fluxes could be related to differences in the colonisation of methanogenic and
methanotrophic microorganisms in the three stes. According to PLEL profiling, Euyrarchaeota

populations in anoxic Stes showed distinct methanogenic properties. In addition, higher concentrati-
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ons of PLFA characterigtic for methanotrophic (= methane oxidisng) microorganisms were found in
the oxic reference plot.

The analysis of phospholipid etherlipids represents a useful extension of the phospholipid approach.
Combining both PLFA and PLEL analyses alows for indghts into the quantitative differences of soil
microbid communities, whereas genetic fingerprinting methods provide detailed views of the qudita
tive compaosition at the species or even at subspecieslevd.

Moreover, the extended phospholipid andlys's enables the study of in situ functions of microbid

communities in soil ecosystems on different taxonomic levels using C- or **C-labelling methods.
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