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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Ammoniak oxidierende Mikroorganismen (AOM) in
Permafrostbéden der Tundra Nordostsibiriens und in Béden eines Vergleichsstandortes
in gemafigten Klimaten in der Nahe von Hamburg untersucht. Die Analysen des
Prozesses der Nitrifikation und der daran beteiligten Ammoniak oxidierenden Bakterien
(AOB) und Archaeen (AOA) geben Hinweise auf die Ablaufe des Stickstoffkreislaufes in
den verschiedenen Permafrostbdden der kalten Klimate und dem Vergleichsstandort in

den gemaRigten Klimaten.

Wahrend zweier Expeditionen (2007, 2008) auf die Insel Samoylov im Lena-Delta
wurden die sommerliche Auftauschicht (active layer) der Boden der unterschiedlichen
geomorphologischen Einheiten der Insel Samoylov im Lena-Delta charakterisiert und
beprobt. Zu diesen geomorphologischen Einheiten gehérten die, durch polygonale
Tundra gepragte, hoher gelegene Flussterrasse und die jlingere mit Pioniervegetation
bewachsene Uberflutungsebene. Polygone sind durch Tau- und Gefrierprozesse
entstandene Landschafteinheiten, die ein eigenes Mirkorelief aufweisen. Drei
Untersuchungsstandorte lagen auf der Flussterrasse: Der Polygonwall und das
Polygonzentrum sowie der trockenere versandete Bereich im Siden der Insel; zwei
weitere Standorte befanden in der Uberflutungsebene, einer mit und einer ohne
Vegetation. Die untersuchten Béden tauten im Sommer fiir ca. drei Monate 30 - 70 cm
tief auf, darunter folgen 400 - 600 Meter machtiger Permafrost. Zusatzlich wurde an
einem Kustenaufschluss am sidlichen Kiliff der Insel auch der Ubergang vom active
layer in den dauerhaft gefrorenen Untergrund von der Geldndeoberflache bis in eine

Tiefe von etwa 5 m untersucht.

Die Bodden dieser geomorphologischen Einheiten zeigten deutliche Unterschiede
hinsichtlich ihre Gehalte an organischer Substanz, ihrer C/N-Verhaltnisse oder ihrer
Wassergehalte. Die Boden lassen sich in der polygonalen Tundra als Typic Aquiturbel im
Polygonwall und Typic Historthel im Polygonzentrum klassifizieren. Die Boden auf der
trockenen Flussterrasse und der Uberflutungsebene wurden als Typic Psammenorthel
und am Strand als Psammentic Aquorthel typisiert. Die Einteilung erfolgte dabei nach
der US Soil Taxonomy (2006).

Die Verteilung an gelésten anorganischen Stickstoffverbindungen (DIN) Uber die
Vegetationsperiode sowie die N-Mineralisationsraten und die potentielle Nitrifikation
ergaben Hinweise auf die Funktionsweise des  Stickstoffkreislaufes im
Untersuchungsgebiet. Die DIN wurden generell nur in geringen Mengen nachgewiesen.

In den Bdden ohne Vegetationsbedeckung wurde jedoch Nitrat am Ende der
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Vegetationsperiode stark angereichert, da es zu diesem Zeitpunkt nicht mehr umgehend
von Pflanzen aufgenommen wurde. Sowohl die DIN als auch die Mineralisationsraten
und die potentielle Nitrifikation variieren kleinraumig. Die geldsten anorganischen N-
Gehalte und die Raten sind abhangig vom Gehalt der Béden an organischer Substanz,
vom pH-Wert, von der Bodentemperatur und der Bedeckung der Béden mit Vegetation.
Die Prozesse in den unterschiedlichen geomorphologischen Einheiten mit

Vegetationsbedeckung kdnnen als Stickstoff-limitiert bezeichnet werden.

Die potentielle Nitrifikation war in den trockenen sandigen Typic Psammenorthel und
Psammentic Aquorthel der Uberflutungsebene und trockenen Flussterrasse am
héchsten mit bis zu 600 ng N g' TS h' und korrelierte positiv mit der
Inkubationstemperatur. In der organikreichen polygonalen Tundra wurde potentielle
Nitrifikation nur in dem, im Gegensatz zum Zentrum, relativ trockenen Polygonwall in
einer Tiefe von 5 bis 15 cm und in den organischen Auflagen nachgewiesen. Sie war
aber deutlich geringer als in den anderen sandigen Bdden mit durchschnittlich ca.
100ngN g’ TS h™.

Die hochste potentielle Nitrifikation und Anreicherung an Nitrat wurde im Strand ohne
Vegetationsbedeckung gemessen. An diesem Standort ohne Vegetation ist der Stickstoff
kein limitierender Faktor, da die mikrobiellen Organismengemeinschaften nicht mit der

Vegetation in Konkurrenz um Nahrstoffe stehen.

Der Kustenaufschluss am Samoylov-KIiff im Stidwesten der Insel wurde sowohl in der
Auftauschicht als auch in tieferen gefrorenen Horizonten bis in eine Tiefe von fast 5 m
untersucht. Potentielle Ammoniakoxidation wurde vor allem im tiefer liegenden
Permafrost ab 2,3 m unter der Geléandeoberflache bis in eine Tiefe von 4,7 m
nachgewiesen. Die potentielle Nitrifikation nahm mit der Tiefe zu und korrelierte positiv
mit dem ansteigenden Tongehalt und dem steigenden pH-Wert von schwach sauer zu

neutral.

Die Diversitat der Ammoniak oxidierenden Mikroorganismen war auf Gattungsebene
sehr gering. Die Gattung Nitrosospira - als ein Ammoniak oxidierendes Bakterium (AOB)
- dominiert in den Bdden der kalten Klimate (Samoylov). In allen Béden, mit Ausnahme
des Polygonzentrums, konnten Nitrosospira-dhnliche Bakterien Uber das Gen der
Ammoniakmonooxygenase (amoA) nachgewiesen werden. Aullerdem waren in allen
Ammoniak oxidierenden Anreicherungskulturen  Nitrosospira-ahnliche Bakterien
dominant. Die angereicherten Nitrosospira-ahnlichen Bakterien fallen in die Cluster 0, 2

und 3, in denen vor allem Nitrosospira aus Béden zu finden sind. Innerhalb der Gattung
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Nitrosospira ist die Diversitat somit relativ hoch, da insgesamt mindestens 4 verschieden

Nitrosospira-ahnliche Bakterien angereichert werden konnten.

Das Temperaturoptimum der untersuchten Nitrosospira-ahnlichen Bakterien liegt
zwischen 22 °C und 26 °C, das Maximum nicht hoher als 35 °C. Das Minimum ist
unterhalb von 4 °C. Diese Nitrosospira-ahnlichen Bakterien kénnen als psychrotolerant,
aber nicht als psychrophil bezeichnet werden. Die Morphologie der Nitrosospira-
ahnlichen Bakterien reicht von kurzen Stabchen bis zu deutlichen Spirillen. Die Zellen

sind zwischen 1,5 bis 1,8 um lang.

In den Bdéden und Sedimenten der jungen Uberflutungsebene, der trockenen
Flussterrasse und des Samoylov-Kliffs wurden neben den AOB auch Ammoniak
oxidierende  Archaeen (AOA) nachgewiesen. Eine messbare potentielle
Ammoniakoxidation der AOA wurde aber nur in den Strandsedimenten ermittelt. Die
AOA aus Sibirien liegen im phylogenetischen Stammbaum im Cluster 1.1b, in dem
hauptsachlich Vertreter aus Béden zu finden sind. Eine Anreicherung der AOA gelang
nur gemeinsam mit AOB, da die Anreicherungsbedingungen wahrscheinlich das

Wachstum der AOB bevorzugte.

Im Vergleichsstandort mit gemaRigten Klima, einem Auengley in der Hahnheide, konnten
AOA als dominierende Ammoniakoxidanten nachgewiesen und ein Stamm angereichert
werden. Auch dieses angereicherte AOA gehort phylogenetisch in den Cluster 1.1b. Bei
den Zellen der angereicherten AOA handelt es sich um sehr kleine Kokken mit einem

Durchmesser von 0,5 bis 0,7 um. |hr Temperaturoptimum liegt tiber 25 °C.

Mit der vorliegenden Promotionsarbeit konnte gezeigt werden, dass im Gegensatz zu
gemaligten Klimaten die AOB gegeniber den AOA in den untersuchten
Permafrostbéden dominieren. Dies ergibt sich aus der besseren Anpassung an die tiefen

Temperaturen und an die schwach sauren bis neutralen pH-Werte
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ABSTRACT

In the context of this thesis, ammonia oxidizing microorganisms (AOM) were investigated in
permafrost affected soils of the northeast Siberian tundra and in the soils of a reference area
in the moderate climate near Hamburg. The analysis of the nitrification process and the
involved ammonia oxidizing bacteria (AOB) and archaea (AOA) gives insight into the
procedures of the nitrogen cycle in different permafrost affected soils in cold climate and in

the reference area in moderate climate.

During two expeditions (2007, 2008) the thawed active layer of the soils of the different
geomorphologic units of Samoylov Island in the Lena River delta were characterized and soil
samples were taken. The geomorphologic units were a higher situated river terrace
characterized by the polygonal tundra and a younger floodplain overgrown by pioneer
vegetation. Polygons are landscape units evolved by thawing and freezing processes, which
have an own micro relief. The river terrace consisted of three sites: The polygon rim, the
polygon center and the dryer silted area in the south of the island; two further sites were
located in the floodplain, one with and one without vegetation. The investigated soils have
been thawing in the summer for approx. 3 months to a depth of 30 to 70 cm, underneath
followed by 400 to 600 meters of permafrost. Additional on an outcrop on the southern cliff of
the island the transition zone from the active layer to the permafrost was investigated from

the surface to a depth of 5 meters.

The soils of the geomorphologic units showed significant differences concerning e.g. the
content of organic matter, the C/N ratios and the water content. The soils were characterized
in the polygonal tundra as Typic Aquiturbel in the polygon rim and Typic Historthel in the
polygon center. The soils of the dry river terrace and the vegetation covered floodplain were
characterized as Typic Psammorthel and on the beach as Psammentic Aquorthel. The

classification was made using the US Soil Taxonomy (2006).

The distribution of the dissolved inorganic nitrogen (DIN) in the vegetation period as well as
the N-mineralization rates and the potential nitrification, gave insight into the ongoing N-cycle
in the investigation site. DIN was generally only detected in small amounts. However, in the
soils without vegetation cover nitrate was enriched at the end of the vegetation period, due to
a lacking uptake by plants. The DIN as well as the N-mineralization and potential nitrification
varied on a small-scale. The amounts of dissolved inorganic nitrogen and the nitrification
rates depended on content of organic matter, pH value, temperature and vegetation
coverage. The processes in the different geomorphologic units can be characterized as

nitrogen limited.
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The potential nitrification was highest in the dry sandy Typic Psammenorthel and
Psammentic Aquorthel of the floodplain and the dry river terrace up to 600 ng N g’ TS h™". It
is correlated positive to the incubation temperature. In the organic rich polygonal tundra,
potential nitrification was only detected in the comparably dry polygon rim in a depth of 5 to
15 cm and in the upper organic layer. Nevertheless, it was significantly lower than in the

other sandy soils in an average of 100 ngN g TS h™.

The highest potential nitrification and enrichment of nitrate was determined on the beach
without vegetation cover. Here, nitrogen was not a limiting factor, since the microbial

processes were not competing on nutrients with the vegetation.

In the outcrop on Samoylov CIiff in the southwest of the island, the active layer as well as in
deeper frozen horizon up to a depth of up to 5 m were investigated. Potential ammonia
oxidation was measured mainly in the deeper sediment at 2.3 m below the surface down to
the permafrost sample in 4.7 m. The potential nitrification correlated positively with increasing

depth, clay content and a pH value ranging from slightly acid to neutral.

The diversity of ammonia oxidizing microorganisms was low with respect to the genera. The
genus Nitrosospira —as ammonia oxidizing bacteria (AOB) — dominated in the cold climate on
Samoylov Island. In all soils except for the polygon center, the existence of Nitrosospira-like
bacteria was proven by the amplification of the ammoniamonooxygenase (amoA) gene
sequence. In addition, in all ammonia oxidizing enrichment cultures Nitrosospira-like bacteria
were found. The enriched bacteria belonged to the phylogenetic cluster 0, 2 and 3, which are
predominated by soil derived Nitrosospira. Within the genus Nitrosospira the diversity of
detected species was relatively high. At least four different Nitrosospira-like bacteria were

enriched.

The temperature optimum of the Nitrosospira—like bacteria ranged between 22 °C and 26 °C.
The maximum was not higher than 35 °C and the minimum below 4 °C. These Nitrosospira-
like bacteria can therefore be classified as psychrotolerant but not psychrophil. The

morphology of these bacteria included short rods and spirilla with a length of 1.5 to 1.8 um.

In the soils and sediments of the young floodplain, of the dry river terrace and of the
Samoylov cliff, Ammonia oxidizing archaea were detected in addition to AOB. Potential
ammonia oxidation of the AOA was only measurable in the beach sediments. The AOA of
Siberia belongs to the phylogenetic cluster 1.1b of the Crenarchaeota, where mainly soil
derived representatives were found. An enrichment of AOA was only successful together

with AOB, because in enrichment conditions potential enhance the growth of AOB.

Reference area in moderate climate was the river floodplain gley of the Hahnheide near

Hamburg. Here ammonia oxidizing archaea were detected as the predominating ammonia
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oxidizer and enriched. This enriched AOA also belonges to the phylogenetic cluster 1.1b.
The cells of the enriched AOA were very small cocci with a diameter of 0.5 ym. The

temperature optimum was above 25°C.

The present thesis shows that in the permafrost affected soils of the Samoylov Island, the
predominating ammonia oxidizers were AOB and not AOA, which dominate in comparable
soils of moderate climates. This is essentially due to a better adaption of AOB to the low

temperatures as well as the slightly acid to neutral pH-value of the permafrost affected soils.
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amoA
Amox
AOA
AOB
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cDNA
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Ammoniakmonooxygenase
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Ammoniak oxidierende Bakterien
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Nitrit oxidierende Bakterien
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Reverse Transkriptase PCR
Tris-Acetat-EDTA-Puffer
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Temperierende Gradienten Gelelektrophorese
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World Reference Base
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EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Der Stickstoffkreislauf hat eine essentielle Bedeutung fiir alle Organismengruppen, so dass
die vollstandige Aufklarung der mikrobiellen Kreislaufe in natirlichen Habitaten von
herausragender Bedeutung ist. Die Prozesse in den Okosystemen der Arktis gelten als
Stickstoff limitiert, da dort kaum geléste anorganischen wie organischen
Stickstoffverbindungen verfugbar sind (SCHIMEL & BENNETT 2004). Der mikrobielle Abbau
von organischer Substanz und die Stickstofffreisetzung sind durch die niedrige
Temperaturen, hohe Wassersattigung der Bdden, kurze Vegetationsperiode, unglnstige
C/N-Verhaltnisse und geringe Nahrstoffverfugbarkeit begrenzt. Diese Eigenschaften
zeichnen die Boden der Arktis als extreme Habitate aus (MACK et al. 2004, RODIONOV et al.
2007). Trotz der beschriebenen N-Limitierungen kommt es vereinzelnt zu starken Austragen
von Stickstoff in Form von N,O aus arktischen Okosystemen (REPO et al. 2009, ELBERLING et
al. 2010). Die in der nordlichen Hemisphéare weit verbreiteten Tundrabdden stehen mit ca.
1600 Gt nun seit einigen Jahren im Focus der klimarelevanten Geosystemforschung, da sie
einen groflen Teil der globalen Kohlenstoffspeicher darstellen (TARNOCAI et al. 2009).
Bislang sind die méglichen Folgen und Reaktion der Permafrostbdden auf die prognostizierte
Klimaerwarmung in der Arktis weder vollstdndig untersucht noch werden diese in den
vorliegenden Klimaberichte (IPCC 2007) behandelt. Wenn die Prozesse N-limitiert sind, wird
die Verflugbarkeit von Stickstoff einen entscheidenden Einfluss auf die Kohlenstoff
Freisetzung und damit auch auf die Freisetzung von Treibhausgasemissionen wie CH,, CO,
und N,O haben. Um diesen Einfluss zu bestimmen und bewerten zu kénnen, muss der

Stickstoffkreislauf in arktischen Boden im Detail besser verstanden werden.

Die Nitrifikation — d.h. die Oxidation von Ammoniak (ber Nitrit zu Nitrat — ist ein
Schlisselprozess des globalen Stickstoffkreislaufs. Die Ammoniak oxidierenden Bakterien
(AOB) und Archaeen (AOA) oxidieren Ammoniak Uber Hydroxylamin zu Nitrit. Das Nitrit wird
anschlieRend von Nitrit oxidierenden Bakterien (NOB) zu Nitrat oxidiert. Die
Ammoniakoxidation ist dabei der geschwindigkeitbestimmende und limitierende Prozess. Die
nitrifizierenden Mikroorganismen sind ubiquitar verbreitet (KOoPsS & POMMERENING-ROSER
2001). Dass auch Archaeen Ammoniak oxidieren, ist erst relativ kurz bekannt (KONNEKE et
al. 2005). Welche o6kologische Bedeutung sie haben, ist seitdem in der Diskussion
(SCHLEPER 2010). Archaeen im Allgemeinen wird eine grole Bedeutung in extremen

Habitaten zugesprochen (CAviccHIOLI 2010).

Ziel dieser Arbeit ist es die beteiligten Ammoniakoxidanten in den Boden der kalten Klimate
im Vergleich zu einem Standort der gemaligten Zone zu untersuchen und zu
charakterisieren. Dazu werden die Bdden und ihre spezifische Horizontabfolge als Habitate

klassifiziert. Ziel ist es auch einen Einblick in die Stickstoffflisse anhand der potentiellen

1
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Umsatzraten der Nitrifikation und der Mineralisation zu geben. Weiterhin sollen Analysen der
DNA eine Charakterisierung der Ammoniak oxidierenden Mikroorganismen und ihrer
Diversitdt ermdglichen. Die unterschiedliche Auspragungen der Mikroorganismen-
gemeinschaften und der potentiellen Mineralisation bzw. Nitrifikation als Antwort auf
unterschiedliche Temperatureinflisse mittels Inkubationsversuchen, soll Hinweise auf die
Fahigkeit der untersuchten Habitate und ihrer Organismen geben, sich an prognostizierten

Klimawandel anzupassen.

Im Einzelnen ergeben sich daraus folgende Fragestellungen der vorliegenden

Promotionsarbeit:

1. Was sind die Besonderheiten des Stickstoffkreislaufes in Permafrostbdden? Gibt es
kleinrdumiger Unterscheide in der Verteilung des verfigbaren Stickstoffs? Welche
Bodeneigenschaften beeinflussen die Raten der Nitrifikation und Mineralisation?
Kénnen im dauerhaft gefrorenen Permafrost ebenfalls Ammoniakoxidanten
nachgewiesen werden und ihre Aktivitat bestimmt werden? Sind die Prozesse in den

Permafrostboden Stickstoff-limitiert?

2. Wie ist die Diversitdt der Ammoniak oxidierenden Mikroorganismen in den
Permafrostbdden? Dominieren AOB oder AOA in den Bdden der sibirischen Tundra
und in Vergleich zu ausgewahlten Bdéden der gemaRigten Breiten? Inwieweit lassen
sich mit den klassischen und kultivierungsunabhangigen Methoden Aussagen Uber
die Zellzahlen treffen? Sind die AOB oder AOA an bestimmte 6kologische Nischen

angepasst?

3. Sind die Ammoniak oxidierende Mikroorganismen an die niedrigen in situ
Temperaturen in den Tundrenbdéden angepasst? Kdénnen sie als psychrophile

Mikroorganismen bezeichnet werden?

4. Lassen sich mit den erhobenen Daten erste Aussagen uUber den Einfluss von
Standortfaktoren wie Temperatur, Wassergehalt, Sauerstoffgehalt, auf die Quantitat
und Qualitdt der Ammoniakoxidanten? Welchen Einfluss kdnnen die postulierten
Klimaanderungen auf die Ammoniakoxidation in diesem Habitat haben? Welche

Auswirkungen ergeben sich fir den globalen N-Kreislauf?

Diese Fragen sollen mit einem interdisziplindren Ansatz von mikrobiologischen,

bodenkundlichen und biogeochemischen Methoden beantwortet werden.
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2 GRUNDLAGEN
2.1 Die Bedeutung des Stickstoffkreislaufs

Der Stickstoffkreislauf umfasst elementare Prozesse, die das Leben auf der Erde pragen
(Abb. 2.1). Ungefahr 1,5 % der lebenden Biomasse bestehen aus Stickstoff. Im Besonderen
wird Stickstoff in der reduzierten Form der Aminogruppen von Proteinen und in den Basen
der Nukleinsauren eingebaut. Auf der Erde Uberwiegt mengenmalig der elementare
Stickstoff der Atmosphare mit mehr als 99 % des Gesamtstickstoffes. Im Verlauf des N-
Kreislaufes wechselt der Redoxzustand von — Ill bis + V. Elementarer Stickstoff (N2) kann
von stickstofffixierenden Bakterien aufgenommen werden und zu Ammonium (NH;")
reduziert werden. Auflerdem kann der Ammonium-Pool Uber die Prozesse der Protolyse und
Ammonifikation gespeist werden. Als dritte Quelle des Ammoniumpools gilt die Deposition
von Ammoniak (NH3") Gber Gewitter und Regen. Neben der Assimilation des Ammoniums ist
die Oxidation durch mikrobiellen Prozess der Nitrifikation von besonderer Bedeutung, da

durch diesen Prozess und der anschlieBenden Denitrifikation dem System Stickstoff

entzogen werden kann.

0
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NH4+ : Norg.

Mineralisation

0 -1
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Abb. 2.1 Schematische Darstellung des Stickstoffkreislaufes.
Modifiziert von M. Alawi nach MADIGAN & MARTINKO (2006)

Die in der nérdlichen Hemisphare weitverbreiteten Tundrabdden spielen eine wichtige Rolle
fur den globalen Stickstoffkreislauf, da sie einen sehr gro3en N-Speicher darstellen (HOBBIE
et al. 2000). Der Stickstoffkreislauf ist sehr eng mit dem Kohlenstoffkreislauf verbunden. Die
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Bdden der Arktis speichern mit Uber 1600 Gt einen groRen Teil des globalen
Kohlenstoffpools (TARNOCAI et al. 2009), dabei beinhalten die Boden mehr als zwei Mal so
viel Stickstoff wie Bdden in gemaRigten Klimaten (POST et al. 1985, HOBBIE & HOBBIE 2006).
Trotz des groRen Stickstoffpools gelten die Okosysteme der Arktis grundsatzlich als
Stickstoff-limitiert, da der Stickstoff oft weder als geloste anorganische
Stickstoffverbindungen (DIN) wie Ammonium (NH4*) oder Nitrat (NO3) noch als gelSste
organische Stickstoffverbindungen (DON) verfiigbar ist (SCHIMEL & BENNETT 2004, KAISER et
al. 2005). In der Arktis ist die Sickstofflimitierung durch sehr kleine Stickstoffdepositionen
(HOLLAND et al. 1999), geringe Stickstofffixierungsraten (CLEVELAND et al. 1999, HOBARA et
al. 2006) und geringe N-Mineralisatonsraten (NADELHOFFER et al. 1992) im Unterschied zu
gemaligten Klimaten begrindet. In Abbildung 2.2 sind die N-Mineralisationraten in
verschiedenen Klimaten vom tropischen Wald, iber gemaRigte Okosysteme bis in die

arktische Tundra dargestellt.

100 -
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Abb. 2.2 Vergleichende Raten der Netto N-Mineralisation in verschiedenen Klimaten.
Basierend auf einer Graphik aus NADELHOFFER et al. (1992)

Die Abbildung ist nach NADELHOFFER et al. (1992) modifiziert worden, die N-Mineralisation in
der arktischen Tundra liegt ein bis zwei Potenzen unter denen aus den gemaRigten oder
tropischen Klimazonen. Zusatzlich ist der mikrobielle Abbau von organischem Material und
damit auch die Stickstoffmineralisation durch geringe Temperaturen, hohe
Wassersattigungsbedingungen, einer kurzen Vegetationsperiode, hohe C/N-Verhaltnisse
und demzufolge geringe Nahrstoffverfliigbarkeit begrenzt (MACK et al. 2004, KAISER et al.
2005, MEYER et al. 2006, RoDIONOV et al. 2007). Diese Eigenschaften zeichnen die Béden

der Arktis als extreme Habitate aus. Einige Autoren sehen die Stickstoff- und
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Kohlenstoffmineralisation zusatzlich als entkoppelt an, d.h. sie finden in unterschiedlichen
GroéRenordnungen in verschiedenen Horizonten der Permafrostbdden statt (NADELHOFFER et
al. 1991, MEYER et al. 2006).

Die Nitrifikation — also die Oxidation von Ammoniak Uber Nitrit zu Nitrat — ist ein
Schlisselprozess im Stickstoffkreislauf. Die Nitrifikation zusammen mit der Ammonifikation
wird Mineralisation genannt. Dieser Prozess stellt verfligbare Stickstoffverbindungen bereit.
Die Konzentrationen an geldsten anorganischen Stickstoffverbindungen (Ammonium, Nitrit
und Nitrat), die auch Zwischen- und Endprodukte der Nitrifikation sind, geben Hinweise auf
die Stickstofflimitierung. Ein Okosystem gilt u.a. als N-limitiert, wenn die gelosten
anorganischen Stickstoffverbindungen (DIN) hauptsachlich als N-Ammonium vorliegen und

kaum bis kein N-Nitrat nachgewiesen werden kann (ABER 1992).

2.2 Die Nitrifikation - Ein Schliisselprozess im Stickstoffkreislauf

Die zwei Hauptprozesse der Nitrifikation werden in erster Linie von lithoautotrophen
Mikroorganismengruppen geleistet. Die Ammoniak oxidierenden Mikroorganismen (AOM)
unterteilen sich in Ammoniak oxidierende Bakterien (AOB) und Ammoniak oxidierende
Archaeen (AOA). Der zweite Prozess die Nitritoxidation wird — so weit bis jetzt bekannt ist -
nur von Nitrit oxidierenden Bakterien (NOB) durchgefuhrt. Die Ammoniakoxidation ist der
ratenbestimmende Prozess, dabei ist das von den AOM gebildete Nitrit das Substrat fir die
NOB (FIENCKE et al. 2005). Diese katalysieren den zweiten Schritt des
Nitrifikationsprozesses, die Oxidation zum Nitrat (BOCK & Koors 1992). Die Vielfalt der
nitrifizierenden Mikroorganismen ist langst nicht aufgeklart, das zeigen auch die neueren
Untersuchungen zur Beteiligung von Ammoniak oxidierende Archaeen an diesem Prozess
(FRANCIS et al. 2005, KONNEKE et al. 2005). Die 6kologische Bedeutung der AOA wird aber
noch nicht vollstandig verstanden, wie einige Autoren zusammenfassend und
Ubereinstimmend beschreiben haben (PROSSER & NicoL 2008, JUNIER et al. 2010, SCHLEPER
2010).

Die nitrifizierenden Mikroorganismen sind ubiquitar verbreitet (KOOPS & POMMERENING-
ROSER 2001). WINOGRADSKY (1890) gelang bei Versuchen mit AOB erstmals der endgiiltige
Nachweis autotrophen Wachstums bei chemolithotrophen Mikroorganismen Die beiden
phanotypisch definierten Gram-negativen Gruppen nitrifizierender Bakterien (AOB und NOB)
sind nach heutigen Erkenntnissen phylogenetisch nicht unmittelbar miteinander verwandt
(WOESE et al. 1984a, WOESE et al. 1984b, WOESE et al. 1985, TESKE et al. 1994). Die
Ammoniak oxidierenden Archaeen weisen eine eigene Entwicklungslinie auf und werden
heute zu den Thaumachoata gezahlt (BROCHIER-ARMANET et al. 2008). Die heterotrophe

Nitrifikation der Bakterien, Pilze und einiger Algen hat eine untergeordnete Bedeutung, da



GRUNDLAGEN

dieser Prozess nicht der Energiegewinnung dient (KILLHAM 1986). Die von den Nitrifikanten
durchgeflihrten Oxidationen verhindern nicht nur eine toxische Nitritakkumulation, sondern
beeinflussen auch die Aktivitaten der denitrifizierenden Bakterien. Denn im anschlieRenden
Prozess der Denitrifikation werden Nitrit und Nitrat zu Stickoxiden und elementarem
Stickstoff reduziert und der Kreislauf so geschlossen (KNOWLES 2000). Die
Stoffwechselleistung der Denitrifikanten beeinflusst auch die Emission von Treibhausgasen
und somit das globale Klima (VITOUSEK et al. 1997). Vervollstandigt wird der
Stickstoffkreislauf durch die Prozesse der anaeroben Ammoniumoxidation (Anammox)
(MULDER et al. 1995, VAN DE GRAAF et al. 1995, JETTEN et al. 1998) und durch die
dissimilatorischen Nitratassimilation (DNRA) (ZUMPFT 1992, SToLz & BAsu 2002). Beide
Prozesse sind bisher vor allem in marinen Habitaten beschrieben worden. Die am Anammox
beteiligten Organismen gehoéren zu den Plantomycetales (STROUS et al. 1999) und sind sehr

schwer zu kultivieren (EGLI et al. 2001, KUENEN & JETTEN 2001, JETTEN et al. 2003).

2.2.1 Verbreitung Ammoniak oxidierender Bakterien

AOB kommen in zahlreichen aeroben Habitaten vor. Man findet sie sowohl in nattrlichen
Lebensraumen — Boden, Felsoberflachen, SiUR- und Brackwasser, Meeren, etc. (KOOPS &
POMMERENING-ROSER 2001) — als auch in kinstlichen Systemen wie z.B. Klaranlagen
(WAGNER et al. 1996, JURETSCHKO et al. 1998, PURKHOLD et al. 2000), Aquarien (BURRELL et
al. 2001) oder Trinkwasseraufbereitungsanlagen (REGAN et al. 2002). Bisher ist kein AOB
bekannt, das in allen potentiellen Habitaten vorkommt; bei den einzelnen AOB handelt es
sich eher um Spezialisten als Generalisten (KOOPS & POMMERENING-ROSER 2001). Geringe
Ammoniaktoleranz geht meist mit hoher Substrat-Affinitat (niedrige Ks-Werte des Ammoniak
oxidierenden Systems) und der Fahigkeit zur Harnstoffspaltung einher (Koops &
POMMERENING-ROSER 2001); beide Merkmale werden als Anpassung an oligotrophe
Habitate interpretiert. Des Weiteren hat der pH-Wert groflen Einfluss auf die
Populationsstruktur der AOB. Dies liegt unter anderem daran, dass sich mit sinkendem pH
das Séaure-Base-Gleichgewicht NH,*/NH3 aufgrund des hohen pKs-Wertes von Ammoniak
(9,25) in Richtung NH," verschiebt. Da dem Enzym Ammoniakmonooxygenase (AMO)
Ammoniak und nicht Ammonium als Substrat dient (SUzUKI et al. 1974), sind im leicht sauren
Milieu die AOB begulnstigt, welche im Besitz einer Urease sind. Dieses Enzym ist im
Zellinneren lokalisiert und stellt mit dem Ammoniak aus der Harnstoffspaltung zusatzliches
Substrat fur die AMO zur Verfiigung (BOER & LAANBROEK 1989). Neben den oben genannten
Faktoren beeinflussen auch Temperatur (GOLOVACHEVA 1976, JONES & MORITA 1985),
Sauerstoffverfligbarkeit (GOREAU et al. 1980) und Lichtintensitat (HOOPER & TERRY 1974) die
AOB-Populationsstruktur.
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Den AOB gehoren die fiunf Gattungen Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosolobus,
Nitrosovibrio, und Nitrosospira an (WATSON 1974). Die Einteilung der Gattungen erfolgte
anfangs Uber die Morphologie der Zellen. Diese morphologischen Merkmale spiegeln jedoch
nicht zwingend die phylogenetischen Beziehungen der Bakterien wider. Das Verstandnis der
verwandtschaftlichen Verhaltnisse innerhalb der Gruppe der Ammoniak oxidierenden
Bakterien beruht heute vor allem auf der vergleichenden Sequenzanalyse zweier
Markermolekile: Das Gen der 16S-rRNA (WOESE et al. 1985) sowie das amoA-Gen,
codierend flir die aktive Untereinheit des funktionellen  Schliisselenzyms
Ammoniakmonooxygenase (AMO) (ROTTHAUWE et al. 1997). Gemal den Ergebnissen
vergleichender 16S-rRNA-Gensequenzanalysen gehoren alle untersuchten AOB zwei jeweils

monophyletischen Entwicklungslinien innerhalb der Proteobacteria an (Abb. 1.2.).
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Abb. 2.3 16S rRNA Gen basierender phylogenetischer Baum.

Enthalten alle im Jahr 1998 verfigbaren AOB-Reinkultur-Sequenzen (Lange >1000bp). Gestrichelte
Linien deuten die von POMMERENING-ROSER et al. (1996) vorgeschlagenen Cluster an. Der Balken
entspricht einem Sequenzunterschied von 10%. (PURKHOLD 2003a)

Wegen der hohen Ubereinstimmung der 16S-rRNA-Gensequenzen von Nitrosospira,
Nitrosovibrio und Nitrosolobus haben HEAD et al. (1993) vorgeschlagen, diese drei
Gattungen trotz  unterschiedlicher Morphologie zu der Gattung Nitrosospira
zusammenzufassen. Eine andere bildet die marine Gattung Nitrosococcus (bestehend aus
den beiden Arten Nc. oceani und Nc. halophilus) innerhalb der Gammaproteobacteria. Alle
anderen AOB gehoéren zu den Betaproteobacteria (WOESE et al. 1984b, HEAD et al. 1993,
TESKE et al. 1994, STEHR et al. 1995, POMMERENING-ROSER et al. 1996, UTAKER et al. 1996)
(Abb. 2.3).
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Diese Zuordnung deckt sich weitgehend mit den Ergebnissen amoA-basierender
phylogenetischer Studien (ROTTHAUWE et al. 1997). Die phylogenetische Untersuchungen
vor allem der bekannten Nitrosomonas und Nitrosospira zeigen noch intensiver die
Clusterbildung innerhalb der Gattungen, da sie nicht nur Reinkulturen, sondern auch
Anreicherungskulturen und Umweltsequenzen mit in die Stammbaumberechnung
einbeziehen (PURKHOLD et al. 2000, PURKHOLD 2003b, AVRAHAMI & CONRAD 2005)

Die Gattung Nitrosospira ist speziell an die 6kologischen Bedingungen in Béden angepasst.
Sie dominiert vor allem in terrestrischen Habitaten mit einer geringen Ammoniak-
Verflgbarkeit (HASTINGS et al. 2000, KOWALCHUK et al. 2000, KOWALCHUK & STEPHEN 2001,
CARNEY et al. 2004, AVvRAHAMI & CONRAD 2005). Die Gattung Nitrosospira ist phylogenetisch
eine sehr jungen Gruppe (KOoPs et al. 2006), dadurch sind sowohl die 16S-rRNA-Gene und
auch die Sequenzen der amoA-Gens sehr konserviert und unterscheiden sich nur wenig.
Aus Okologischer Sicht stellt sich die Frage, ob sich die phylogenetischen Cluster trotzdem
aus physiologischen Eigenschaften ableiten lassen (AVRAHAMI & CONRAD 2005).
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die Community-Struktur der Ammoniak
oxidierenden Bakterien von unterschiedlichen selektiven Faktoren wie pH-Wert,
Wassergehalt oder Nahrstoffversorgung (KOWALCHUK & STEPHEN 2001) und von der
Temperatur (AVRAHAMI & CONRAD 2003, AVRAHAMI et al. 2003) abhangt. Trotzdem ist nicht
geklart, wie die Bodenbedingungen die Struktur der Bakteriengemeinschaften der
Ammoniakoxidanten beeinflusst. Die Nitrosospira scheinen aber besser an die
unterschiedlichen pH-Werte angepasst zu sein (DE BOER et al. 1991, JIANG & BAKKEN 1999,
HASTINGS et al. 2000). In vollig unterschiedlichen Bodentypen dominieren die Nitrosospira,
wie in Sanddinen (KOWALCHUK et al. 1997) in schwach sauren Torfbdden (KOWALCHUK et al.
2000), in Wiesen (WEBSTER et al. 2002, AVRAHAMI & CONRAD 2003, MINTIE et al. 2003), in
Waldbdden (LAVERMAN et al. 2001, AVRAHAMI 2002, MINTIE et al. 2003, COMPTON et al.
2004) oder in Ackerland (STEPHEN et al. 1999, CHANG et al. 2001, AVRAHAMI 2002, WEBSTER
et al. 2002). Nitrosospira ist also am besten an die dkologischen Bedingungen naturlicher

terrestrischer Habitate angepasst.

2.2.2 Verbreitung Ammoniak oxidierender Archaeen

Durch die Arbeit von VENTER et al. (2004), die Uiber eine Metagenomanalysen Hinweise auf
Ammoniak oxidierende Archaea (AOA) erhielten, und die Arbeit von KONNEKE et al. (2005),
die das erste Ammoniak oxidierende Archaeon beschreibt, ist nun allgemein bekannt, dass
auch Archaeen eine wichtige Rolle bei der Nitrifikation Ubernehmen. Inzwischen wurden
noch weitere AOA beschrieben, jedoch sind die Habitate aus denen AOA isoliert werden
konnten noch eingeschrankt. Die AOA sind bis jetzt nur aus marinen Habitaten (KONNEKE et
al. 2005, HALLAM et al. 2006, HERRMANN et al. 2008) und heif’en Quellen (DE LA TORRE et al.
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2008, HATzENPICHLER et al. 2008) angereichert und beschrieben worden. Es gibt viele
Hinweise darauf, dass die AOA eine entscheidende Rolle bei der autotrophen
Ammoniakoxidation einnehmen, so wurden hohe Abundanz von Crenarchaeota in Ozeanen
(DELONG 1992, FUHRMAN et al. 1992, 1998, KARNER et al. 2001), in terrestrischen
(OCHSENREITER et al. 2003, LEININGER et al. 2006) und einigen anderen nicht extremen
Habitaten (PERREAULT et al. 2007, AUGUET & CASAMAYOR 2008) nachgewiesen. Zusatzlich
haben Studien, in denen das archaeale amoA-Gen als Marker diente, eine ubiquitare
Verteilung von AOA in marinen, limnischen und terrestrischen Umwelteinheiten gezeigt und
dass diese an Nischen in diesen Habitaten angepasst sind (FRANCIS et al. 2005, ERGUDER et
al. 2009). Die Quantifizierung der bakteriellen und archaealen amoA-Genkopien zeigen, dass
die Anzahl an AOA die AOB um ein Vielfaches Ubersteigen kénnen (FRANCIS et al. 2005,
LEININGER et al. 2006, WUCHTER et al. 2006, LAM et al. 2007, BEMAN et al. 2008). Jedoch
konnte bis jetzt noch kein Ammoniak oxidierendes Archaeon aus Bdden isoliert und

beschrieben werden.

AOA wurden Uber das 16S-rRNA-Gen und die amoA-Sequenzen auch in extremen
Habitaten nachgewiesen, wie z.B. in kalten Gebirgsseen (DORADOR 2007, DORADOR et al.
2008, JIANG et al. 2009) in der Tiefsee (TAMEGAI et al. 2007), in heilen Quellen in
Kamchatka, Sibirien, bei Temperaturen von 82 °C bis 97 °C (REIGSTAD et al. 2008) oder aus
hocharktischem Permafrost (YERGEAU et al. 2010). In einigen dieser extremen Habitate
wiesen die AOA eine héhere Abundanz als die AOB auf (JIANG et al. 2009).

Neuere Veroffentlichungen sehen aber nicht nur die Kopienzahl, sondern auch die
Expression des Gens oder die Aktivitat des Enzyms als einen Malstab fiir die Dominanz an.
Diese Kriterien ergeben eine héhere Dominanz bei den Bakterien (JIA & CONRAD 2009, DI et
al. 2010). Diese entscheidende Frage muss in den nachsten Jahren geklart werden, ob diese
hohe Abundanz von AOA auch eine hohe Bedeutung fir die stattfindenden Prozesse hat,
oder ob die Umsatzraten der AOB doch eine grofere Rolle einnehmen (SCHLEPER 2007,
PROSSER & NicoL 2008, JUNIER et al. 2010).

2.2.3 Physiologie Ammoniak oxidierender Mikroorganismen

Bereits Ende des 19. Jahrhunderts gelang Winogradsky bei Versuchen mit AOB der
endgultige Nachweis autotrophen Wachstums bei chemolithotrophen Mikroorganismen. Im
Zuge dieser Untersuchungen isolierte er — wie kurz zuvor bereits (FRANKENLAND &
FRANKENLAND 1890) — AOB in rein mineralischem Medium mit Ammoniak als Elektronen-
Donor und CO, als einziger Kohlenstoffquelle. Auffallend ist die ungewdhnlich lange
Generationszeit dieser Organismen in Reinkulturen (Minimum: 7h). Dieses extrem langsame

Wachstum ist vor allem auf die hohen Redoxpotentiale der Redoxpaare NH,OH/NH3
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(+899 mV) und NO,/NH,OH (+66 mV) zurlckzuflihren. Der erste Oxidationsschritt ist
endergonisch und die gesamte Energieausbeute pro Mol oxidierten Ammoniaks betragt
lediglich 120 kJ. Das entspricht ca. 4 % des Energiegewinns, den heterotrophe Organismen

bei der Oxidation eines Mols Glucose erzielen.

Die Gleichung fiir die Ammoniakoxidation sieht wie folgt aus (Bock & WAGNER 2003):

a) NH; + O, + 2H" + 2" — NH,OH + H,0 AGO’ = -120 kJ mol
b) NH,OH + % O, — HNO, + 2e” + 2H* AGO’ = -114 kJ mol™
a+b) NH; + 172 O, — HNO, + H,O AGO’ = -234 kJ mol

Dieser niedrige Energiegewinn hat zur Folge, dass AOB pro Stunde bis zu 1/3 ihres
Zellgewichts an Ammoniak umsetzen. Zudem mussen die Reduktionsaquivalente NAD(P)H
aufgrund der hohen Redoxpotentiale der Redoxpaare Uber reversen Elektronentransport
regeneriert werden (ALEEM 1966, BOCK & KOops 1992). Schliefllich flieRen bis zu 80 % des
gewonnen ATP in die energieaufwendige CO.-Fixierung uUber den Calvin-Benson-Zyklus
(WALLACE & NICHOLAS 1969, HARMS et al. 1981, BELSER 1984). Alternativ kann Kohlendioxid
Uber das Enzym Phosphoenolpyruvat-Carboxylase fixiert werden (TAKAHASHI et al. 1993).

2.2.4 Bedeutung Ammoniak oxidierender Mikroorganismen

Wie alle Lebewesen stehen auch die AOM in steter Wechselwirkung mit ihrer Umwelt, und
nehmen durch die von ihnen katalysierten biochemischen Vorgange direkt oder indirekt
Einfluss auf ihre Umgebung. Beispielsweise fihrt die Umsetzung des Ammoniak-Anteils in
Dingemitteln zu verstarktem N-Austrag aus landwirtschaftlichen Flachen. Grund dafir sind
die unterschiedlichen Ladungseigenschaften von NH,"/NH; und NO; bzw. NOj. Positiv
geladene Verbindungen werden aufgrund der lonenbindung an Bodenpartikel weniger leicht
ausgewaschen als die wasserldslichen Verbindungen, was zur Eutrophierung der
umliegenden Gewasser (SCHWOERBEL 1993) sowie zum Eintrag von Nitrat / Nitrit ins
Grundwasser fuhren kann. In ungepufferten Béden bedingt die Versauerung in manchen
Fallen die Freisetzung phytotoxischer Kationen, wie beispielsweise Aluminiumionen (Als")
(SPIECK & BOCK, 1998). Darliber hinaus tragt die denitrifizierende Aktivitdt von AOB durch
die Bildung fllchtiger Stickoxide zu weiterem Stickstoffverlust aus Bdden, sowie einer
erhdéhten Konzentration des Treibhausgases N,O bei (HOOPER 1968, REMDE & CONRAD
1990, STUVEN et al. 1992, BOUWMAN et al. 1993). In Klaranlagen stellt die Nitrifikation eine
effiziente und kostengiinstige Moglichkeit dar, Ammoniak, Harnstoff und Nitrit aus
Abwassern zu eliminieren (PAINTER 1986, EIGHMY & BISHOP 1989). Dies ist flir den
Umweltschutz aufgrund der Toxizitat von Ammoniak und Nitrit (ARTHUR et al. 1987) sowie

der eutrophierenden Wirkung von Ammoniak (SCHWOERBEL 1993) von herausragender
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Bedeutung. Eine stabile Nitrifikation in Klaranlagen ist jedoch aufgrund der Sensitivitat von
AOB gegenlber niedrigen Temperaturen, pH-Schwankungen sowie toxischen Substanzen
nicht immer gegeben (PAINTER 1986, RITTMANN & WHITEMAN 1994).

Kirzlich wurde eine weitere Organismengruppe identifiziert, die Energie aus der Verwertung
von Ammonium gewinnt: Die sogenannten ANAMMOX-Organismen setzen Ammonium mit
Nitrit unter anaeroben Bedingungen direkt zu N, um (STROUS et al. 1999, SCHMID et al. 2000)
und bieten in Zukunft mdglicherweise eine Alternative bei der Stickstoffentfernung aus
Abwassern (JETTEN et al. 2001).

2.3 Psychrophile and psychrotolerante Bakterien

Die Stoffwechselaktivitat von Mikroorganismen wird neben dem Substratangebot mafigeblich
von der Temperatur beeinflusst. Bertcksichtigt man, dass ca. 25 % der Landoberflache der
nordlichen Hemisphare permanent gefroren sind (STEVEN et al. 2006), ist die Erforschung
von psychrophilen and psychrotoleranten Bakterien von grofer Bedeutung. Wachstum und
Stoffwechselleistung nitrifizierender Bakterien bei Temperaturen um den Gefrierpunkt
wurden bisher nur vereinzelt nachgewiesen (RIVKINA et al. 2000, BAKERMANS et al. 2003).
Fur die Nitrifikanten ist die beste Anpassung an niedrige Temperaturen um 5 °C bei dem
marinen Bakterium Nitrosomonas cryotolerans beschrieben worden (JONES et al. 1988).
AVRAHAMI & CONRAD (2005) bezeichnen auch Ammoniakoxidanten aus gemaRigten Klimaten

als Kalte-angepasst.

Nach MORITA (2000) werden Bakterien mit einem Temperaturminimum kleiner gleich 0 °C,
einem Temperaturoptimum von groRer gleich 15 °C und einem Maximum von grof3er gleich
20 °C als psychrophil bezeichnet. Die von MORITA (1975) eingefuhrte Bezeichnung
psychrotroph sollte durch moderat psychrophil ersetzt werden. Diese Organismen haben ein
Minimum bei kleiner gleich 0 °C, ein Optimum bei groRer gleich 15 °C und ein Maximum bei
gréfier gleich 20 °C. MADIGAN & MARTINKO (2006) unterscheiden weiter die sogenannten
psychrotoleranten Bakterien, die zwar ein Wachstumsoptimum bei mesophilen
Temperaturen uber 20 °C zeigen, jedoch bei Temperaturen um den Gefrierpunkt
verhaltnismalig wenig Aktivitat verlieren. Sicherlich durfen die Bezeichnungen der
Temperaturoptima nicht als feste Grenzen fiir die Einteilung angesehen werden, zumal ein
in-vitro gemessenes Temperaturoptimum nicht die komplexen in-situ-Bedingungen

bertcksichtigen kann

Mikroorganismen, die in Permafrost beeinflussten Gebieten vorkommen, missen extremen
Schwankungen unterschiedlicher chemischer und physikalischer Umweltfaktoren
standhalten. Die entscheidenden Parameter im Habitat sind neben dem Substratangebot die

Temperatur, die Sauerstoff- und Wasserverfligbarkeit und die Tau- und Gefrierprozesse
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sowie die dadurch verursachten stellenweise sehr hohen Salzgehalte im Boden. Die aus
Permafrostgebieten isolierten Reinkulturen von Bakterien mit unterschiedlichsten
Stoffwechseltypen gehéren dber 30 verschiedenen Gattungen an. Die meisten dieser
Reinkulturen sind nicht psychrophil, sondern meist moderat psychrophil, psychrotolerant
oder mesophil (RIVKINA et al. 2000, STEVEN et al. 2006). Nach RUSSEL & FUKUNAGA (1990)
kénnten psychrophile Bakterien in den tiefen permanent gefrorenen Zonen der
Permafrostbéden zu finden sein, wahrend der Auftauhorizont von psychrotoleranten und
mesophilen Bakterien dominiert wird. Inzwischen konnten noch weitere kalteadaptierte Arten
beschrieben werden (BAKERMANS et al. 2006, GANZERT et al. 2010)

Besonderes Interesse far mikrobiologische Untersuchungen weckte der
Auftaubereichenhorizont (active layer) des Permafrostes, der je nach Standortbedingung im
Lena-Delta unterschiedliche Machtigkeiten haben kann und am Ende des Sommers seine
grélte Ausdehnung erreicht (bis zu einem Meter). GANZERT et al., (2007) konnten in
Tundrabéden von Samoylov und Mamontovy Klyk methanogene Archaeen detektieren.
Diese angereicherten Archaeen zeigten entweder psychrotolerante oder mesophile
Eigenschaften. ZIMMERMANN (2006) hingegen erlduterte mit ihren Untersuchungen die
wichtige Funktion von kaltetoleranten Methan oxidierenden Bakterien (MOB) im active layer
der Boden auf Samoylov. Die MOB besallen ein Temperaturoptimum von tber 20 °C. ALAWI
et al. (2007) haben ein neues Nitrit oxidierendes Betaproteobakterium beschrieben, den
,Candidatus ,Nitrotoga arctica“, der ein Temperaturoptimum bei ca. 17 °C hat. Bei 25 °C ist
bei ihm kein Wachstum mehr detektierbar. Auch dieser Organismus kann nur als moderat

psychrophil bezeichnet werden.
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2.4 Grundlagen der methodischen Ansatze
2.4.1 Bodenklassifikation nach der US Soil Taxonomy

Die Charakterisierung der Permafrostbdden erfolgte hauptsachlich nach der US Soil
Taxonomy (SOILSURVEYSTAFF 2006), nach der World Reference Base (WRB) (FAO 2006)
und nach der russischen Klassifikation (ELOVSKAYA 1987). In der deutschen Klassifikation
kommen keine Permafrostboden als eigene Gruppe vor (AD-HOC-AGBODEN 2005) und in der
WRB werden die organischen Boéden von den Permafrostbéden getrennt, so dass nur
mineralische Bdden in die Gruppe der Cryosole fallen (FAO 2006). Deshalb wird fir die
Vergleichbarkeit die US Soil Tax benutzt.

In Abbildung 2.4 ist die Klassifikation nach der Soil Tax schematisch dargestellt. Wenn
Boden in den ersten 2 m Permafrost aufweisen werden sie als Gelisole eingestuft. Danach
erfolgt die Unterteilung in organische und mineralische Béden. Die Boden fallen in die
Histels, wenn sie mehr als 80 Volumenprozente organisches Material aufweisen. Die
Mineralboden werden unterschieden in Orthels mit nur minimaler Kryoturbation und Turbel
mit starken Merkmalen von Kryoturbation. Uber die diagnostischen Merkmale werden sie

weiter spezifiziert.

Beispiel: Einteilung der Béden nach der Soil Taxonomy

Soil Taxonomy (USDA, 10th edition, 2006)
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Abb. 2.4 Schema zur Klassifikation der Permafrostbéden nach der US Soil Taxonomy
Modifiziert nach PFEIFFER
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2.4.2 Charakterisierung der Ammoniak oxidierenden Mikroorganismen (AOM)

Zur Charakterisierung der AOM werden sowohl klassische mikrobiologische Methoden
verwendet, wie der MPN-Test (Most Probable Number), Anreicherungsversuche,
Aktivitatstests,immunologische Nachweise, als auch kultivierungsunabhangige Methoden wie
Fluoreszens in-situ Hybrididierung (FISH), Reverse Transkriptase PCR, oder auch

Denaturierende Gradienten Gelelektrophorese (DGGE).

2.4.3 Nachweis von nitrifizierenden Mikroorganismen

Es wurden in den letzten Jahren mehrere Methoden entwickelt, um Bakterien speziell
Nitrifikanten zu detektieren. Dazu gehoéren immunologische Untersuchungen an den
Schlisselenzymen wie der Ammoniakmonooxygenase (FIENCKE & BOCK 2004) oder der
Nitritoxidoreduktase (BARTOSCH et al. 1999, 2002). Es wurden verschiedene
molekularbiologische Methoden entwickelt, die Untersuchungen der mikrobiellen Diversitat
kulturunabhangig in unterschiedlichsten Habitaten ermdglichten (OVREAS et al. 1997, ISHII et
al. 2000, WATANABE et al. 2004, GERDES et al. 2005, VAN DER GUCHT et al. 2005). Dazu
zahlen neben der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) (AMANN ET AL. 1995) oder der
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Analyse (RFLP) (VANEECHOUTTE 1996) auch die
Denaturierende Gradienten Gelelektrophorese (DGGE) oder die Temperierende Gradienten
Gelelektrophorese (TGGE) (MUYZER ET AL. 1993, TESKE ET AL. 1994). In der vorliegenden
Arbeit wurde mit der DGGE gearbeitet. Dazu mussen Amplifikate mittels PCR hergestellt
werden. 1983 wurde erstmals die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) von Kary B. Mullis
vorgestellt. Diese Technik ermdglicht, dass die DNA als Trager der Erbinformation auch
aulerhalb einer Zelle vervielfaltigt werden kann. Da die Vervielfaltigung zumindest
theoretisch exponentiell verlauft, ist es mdglich, auch mit Proben mit geringen DNA-Mengen
zu arbeiten (SAIKI et al. 1988).

2.4.4 Denaturierende Gradienten Gelelektrophorese (DGGE)

Mit Hilfe der DGGE lassen sich DNA-Fragmente, die die gleiche Lange, aber
unterschiedliche Sequenzen aufweisen, in einem Polyacrylamidgel mit einem linearen
Harnstoff/Formamid-Gradienten auftrennen (FISCHER & LERMAN 1979, 1983). Dies ist
moglich bei einer Fragmentlange der Amplifikate zwischen 500 und 1000 bp (SHEFFIELD et
al. 1989), aber auch mit kleineren Fragmenten von z.B. 360 bp (ALAwiI 2003). Aus dem
genetischen Material, das mit einer DNA-Extraktion aus Reinkulturen, Anreicherungskulturen
oder Naturproben gewonnen worden ist, wurde unter Verwendung des Eubakterien-
Primersets (MUYZER et al. 1998) in einer PCR-Reaktion ein Fragment der 16S-rRNA-Gene
amplifiziert. Das PCR Produkt wird in einer DGGE aufgetrennt. Durch das Vorhandensein
von Harnstoff und Formamid wird die DNA zusatzlich denaturiert, d.h. es wird ein

Aufschmelzen der doppelstrangigen DNA verursacht. Der gebildete Harnstoff/Formamid-
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Gradient im Gel fuhrt beim Gellauf mit zunehmend denaturierenden Bedingungen zu einem
partiellen Schmelzen der doppelstrangigen DNA. Durch die Formanderung, d.h. Bildung von
einzelstrangigen Bereichen und Loops, kommt es zu einer Reduktion der Mobilitadt des DNA-
Fragmentes im Gel. Nach ca. 16 Stunden Elektrophorese bei einer konstanten Temperatur
von 60 °C und einer angelegten Spannung von 100 V bildet die DNA abhangig von ihrem
sequenzspezifischen Schmelzverhalten distinkte Banden (MUYZER & SMALLA 1998). Das
Aufschmelzen der DNA ist sequenzabhangig und vollzieht sich nicht linear, sondern es ist
sowohl vom Anteil an Cytosin und Guanin, die eine Dreifachwasserstoffbriickenbindung
bilden, als auch von Ubergeordneten Schmelzdomanen abhangig. Bei der Betrachtung von
Schmelzdomanen wird der gegenseitige Einfluss der Basen eines grolieren Bereiches
betrachtet, denn die Auftrennung zwischen zwei Basen ist in einem groRen Malie auch von
den benachbarten Basensequenzen abhangig. Fir die taxonomische Charakterisierung der
nitrifizierenden Lebensgemeinschaften ist die Amplifikation des 16S-rRNA-Gens gut
geeignet. Das gilt auch fir die Mehrzahl anderer Bakteriengruppen und vor allem bei
Untersuchungen von Mischpopulationen. Mit der Amplifikation der 16S-rRNA-Gene kénnen
theoretisch alle Bakterienvertreter erfasst werden. Fir phylogenetische Untersuchungen sind
ebenfalls die Sequenzen der 16S-rRNA codierenden Gene am besten geeignet, da so alle
prokaryotischen Organismen miteinander verglichen werden kdnnen. Das Gen kann also als
Gradmesser fur die Verwandtschaftsverhaltnisse dienen. Es werden Abschnitte auf der 16S-
rRNA-Gene mit einander verglichen, die in hypervariablen Bereichen (V1 und V3) liegen. In
dieser Arbeit wurden aber auch Primersets fur die 16S-rRNA-Gene der Archaeen verwendet,
sowie spezifische Primersets fir die 16S-rRNA-Gene fir Ammoniakoxidanten der
Betaproteobakterien und flir die bakteriellen und archaealen Gene der

Ammoniakmonooxygenase.

2.4.5 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) und Immunofluoreszenz (IF)

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) (AMANN et al. 1995) und immunologische
Untersuchungen an den Schlusselenzymen wie der Ammoniakmonooxygenase (FIENCKE &
Bock 2004) dienen in dieser Arbeit dazu, die Ammoniakoxidanten in Anreicherungskulturen
zu charakterisieren. Bei beiden Methoden werden die Zellen fixiert und deren Zellwand
permeabel gemacht, so dass entweder spezifische Sonden gegen die 16S rRNA Gene oder
spezifische Antikérper gegen die verschiedenden Untereinheiten der AMO in die Zellen
gelangen konnen. In mehreren Arbeiten wurden die Ammoniakoxidanten direkt in den
Proben mit Hilfe der In-situ-Hybridisierung mit fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden
(engl.: fluorescence in situ hybridisation = FISH) gegen die 16S rRNA Gene detektiert
(MOBARRY et al. 1996, WAGNER et al. 1996, JURETSCHKO et al. 1998, VOYTEK et al. 1999).
Auch die komplexe mikrobielle Population von sibirischen Tundrabdden konnte teilweise mit
Hilfe der FISH- Methode aufgedeckt werden (KOBABE et al. 2004, 2005).

15



GRUNDLAGEN

2.4.6 Reverse Transkriptase RCR

Das Prinzip der Reverse Transkriptasen (RT) PCR beruht darauf, dass die gesamt RNA aus
einer Kultur oder einer Bodenprobe isoliert wird, und anschlieBend die RNA in cDNA mit Hilfe
des Enzymes Reverse Transkriptase umgeschrieben wird. Die RT ist aus Viren bekannt, die
ihre Erbinformationen in RNA gespeichert haben und diese mit der RT in die DNA des Wirtes
einbauen kénnen. Die im Versuch gebildete cDNA kann dann als Template fir eine PCR
genutzt werden, z.B. mit spezifischen Primern gegen die amo Gene. Diese beiden Schritte
kdnnen heute mit Kits einiger Firmen schon in einem Schritt durchgefuhrt werden. Bei dieser
Methode sind aber einige Schwierigkeiten zu beachten, z.B. der besondere Umgang mit
RNA, da diese schnell durch kontaminierte RNAsen abgebaut werden kénnen. Dafiir ist es
aber eine der wenigen Methoden, um die Aktivitdt einer spezifischen Gruppe zu einem
bestimmten Zeitpunkt nachzuweisen. Es gab auch bereits einige Untersuchen von
Ammoniakoxidanten mit dieser Methode (KOWALCHUK et al. 1999, TREUSCH et al. 2005, DI et
al. 2010).
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3. BESCHREIBUNG DER UNTERSUCHUNGSGEBIETE

Als Untersuchungsgebiet dient hauptsachlich die Insel Samoylov in Lena-Delta,
Nordostsibirien. Als Vergleichsstandort wurde die Hahnheide in der Nahe von Hamburg
gewahlt, dort sollte zum einen Vergleichsstudien durchgefiihrt werden und zum anderen

sollten Proben des Vergleichsstandortes zur Methodenentwicklung genutzte werden.

3.1. Untersuchungsgebiet im kalten Klimat — die Insel Samoylov im Lena-Delta

Das Permafrost-Untersuchungsgebiet gehért zum Hinterland der Laptew-See, die ein
Randmeer des Arktischen Ozeans ist und sich zwischen der Taimyr-Halbinsel und den
Neusibirischen Inseln in Nord-Zentral-Sibirien, Russland befindet (Abb.3.1). Die
Untersuchungen wurden im Lena-Delta auf der Insel Samoylov (Abb. 3.2) durchgefuhrt.
Durch die Lage der Insel Samoylov im zentralen Deltabereich ist der Einfluss mariner

Sedimente sehr gering und der Grol¥teil der terrestrischen Sedimente wird Uber die Lena ins

Delta eingetragen.

Untersuchungsgebiet
Ocean / Lena-Delta

x_{'r
~
b e
SE| ]
Arctie ZVEF”-';LV?
AUsiA)
NORTH L

FOLE 4
+ :

’ - ) Ocean

e o

" NOVAYA. /
7 ZEMUYA %
_ g, (AUSSIAS N i /’
2 /! ; SWALBARD . Barants / L ]
P . (NORWAY) \.\. Sed ™ N
2 iR : 4 . { mﬂm J =
& AN S ffggﬁﬁ'”% 5 KoL / L
\ \\ B B - il 5 \S'P.Ewm y
% / , Ve
. i FINLAND -~
S NORWAY o
Permaftrost 7 ISLANDE 2
/ T CSWE S AN :
1 1sotated — | grvee Vergleichsstandort
m /' Attantic .
e / Ocoan e ~Hahnheide*
- Discontinuous ! Sea 5
- Conlinuous O E] [Im @
Source: Intemational Permalrost Associalion Arendal yngp

Abb. 3.1 Lage des Untersuchungsgebiets in der Zone des kontinuierlichen Permafrostes.
(Karte: International Permafrost Association). Die beiden Untersuchungsgebiete sind eingetragen.
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Abb. 3.2 Lage des Untersuchungsgebietes im Lena-Delta
(Satellitenbild: NASA Earthwind). Der rote Kreis markiert die Insel Samoylov.

Das Klima in der Kistenregion der Laptewsee ist durch sehr niedrige Temperaturen und
geringe Niederschlage arktisch und kontinental gepragt. Die mittleren Jahresniederschlage
liegen zwischen 230 und 323 mm, die jahrlichen Durchschnittstemperaturen der Luft
zwischen -12 °C und -14 °C (Abb.3.3) (DEVEVIAGIN & KUNITSKY 2004, ROSHYDROMET 2010).
Trotz der geringen Niederschlage ist das Klima als humid einzustufen, da die
Evapotranspiration bei den niedrigen Temperaturen gering ist (Abb. 3.3). Die
durchschnittlichen Temperaturen im Sommer und Winter liegen mit ca. + 5 bis + 10 °C im
Juli und - 32 bis - 36° C im Januar mehr als 40 °C auseinander. Der Sommer im Lena-Delta
ist kurz, Tages-Durchschnittstemperaturen tber 0 °C werden von ca. Mitte Juni bis Mitte
September erreicht. Die Periode von Anfang Mai bis Anfang August wird als Polartag

bezeichnet; Die Periode von Mitte November bis Ende Januar als Polarnacht.

Das Untersuchungsgebiet gehort zur arktischen Tundra. In dieser Vegetationszone erreichen
die Pflanzen maximal eine Hohe von ca. 30 cm; fir Baume ist die Vegetationszeit mit
maximal 3 Monaten zu kurz (HEINRICH & HERGT 1991). An nassen Standorten dominieren
Sauer- und SuRgraser (z.B. Carex, Eriophorum, Arctagrostis, Arctophila) sowie Moose. An
trockeneren Standorten kommen auflerdem vor allem Flechten und Zwergstraucher (z.B.
Dryas, Salix) vor (ZIMMERMANN 2006).

Das Lena-Delta ist mit 32.000 km? und ca. 1500 Inseln das gréRte Delta der Arktis. Es gehort
zum ,Naturschutzgebiet Lena-Delta und Neusibirische Inseln“. Namensgebend ist der Fluss
Lena, der mit 4270 km einer der langsten Fllisse der Erde ist. Sie entspringt in der Nahe des
Baikalsees. Das Lena-Delta lasst sich in drei unterschiedlich alte Flussterrassen
untergliedern (SCHWAMBORN et al. 2002).
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Tiksi, Russland
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Abb. 3.3 Klimadiagramm fiir Tiksi fiir die Jahre 1961-1990 und 1999-2009
Die Klimastation liegt ca. 150 km siddstlich vom Standort. ROSHYDROMET (2010). Hellblau und
hellrot: Temperatur (1999-2009) und Niederschlag (2000-2004). Nach Russia’s Weather server 2010.

Nur die jingste spatholozéne Terrasse sowie die rezenten Uberflutungsebenen gehéren zu
den heute noch aktiven Delta-Bereichen. Diese liegen im Zentrum und Osten des Deltas und
nehmen ca. 65 % der Delta-Flache ein. Das engere Untersuchungsgebiet, die Insel
Samoylov, befindet sich im zentralen sudlichen Teil des Lena-Deltas (Abb. 3.2) und hat eine
Flache von 5 km?. Sie ist reprasentativ fiir den jlingeren, aktiven Teil des Lena-Deltas. Knapp
die Halfte der Inselflache wird von einer rezenten Uberflutungsebene eingenommen, die eine
Gelandehdhe von 1 bis 5 m Uber dem Meeresspiegel aufweist und jedes Frihjahr von der
Lena Uberschwemmt wird. Der Ubrige Teil der Insel besteht aus der spatholozénen
Flussterrasse. Diese liegt 10 bis 16 m Uber dem Meeresspiegel und wird nur bei extremen
Hochfluten Uberschwemmt. An Bdden auf dieser Terrasse wurden in dieser Arbeit
Untersuchungen zur Ammoniakoxidation und zum Stickstoffkreislauf durchgefiihrt. Die
Sedimente bestehen aus schluffig-sandigen Lagen, die von Torfschichten durchsetzt sind
(KuTzBACH et al. 2004). Die Landoberflache ist durch Frostmuster aus Eiskeil-Polygonen
gepragt, die typisch fir die spatholozanen Flussterrassen des Lena-Deltas sind (Abb. 3.4).
Das Makrorelief ist mit Hangneigungen von weniger als 0,2 % eben (KuTzBACH 2006). Durch
die Entstehung der Eiskeilpolygone hat sich ein Mikrorelief mit Erhebungen von ca. 0,5 m im
Abstand von wenigen Metern herausgebildet. Die Rander der einzelnen Polygone sind
wallférmig aufgewodlbt; sie umgeben die niedrigeren Zentren der Polygone. Unter den
erhdhten Polygonrandern verlaufen die Eiskeile, die sich seit dem Spatholozan gebildet
haben. Bei der Eiskeil-Bildung kommt es zur Aufwdlbung der Polygonrander, weil der

Permafrostkorper sich im Sommer durch die Erwarmung ausdehnt. Die im jeweiligen Winter
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und Fruhjahr entstandenen bzw. herangewachsenen Eiskeile (siehe Abbildung 3.4)
verhindern dabei eine laterale Ausdehnung, weshalb sich die Boden entlang der Eiskeile
langsam aufwolben (WASHBURN 1979).

f&

Abb. 3.4 Luftbild der Eiskeil-Polygon-Landschaft auf Samoylov.
Auf dem Bild sind vor allem die Untersuchungsinstrumente (Klima-, Boden-, und Eddy Covarinance-
Messstationen) zu sehen. Die eingezeichneten Pfeile markieren die Messstationen.

Die Boden in den terrestrischen Kistenebenen der Laptew-See tauen im Sommer ca. 30 -
60 cm tief auf. Diese sommerliche Auftauzone (active layer) ist, wie generell an Permafrost
beeinflussten Standorten haufig, durch hohe Wasserstande gekennzeichnet, da die Drainage
der Bdéden durch den unterlagernden Permafrost behindert ist. In diesen nassen Bdéden ist
der Abbau von organischer Substanz eingeschrankt, was zu einer Akkumulation von Torf
fihrt. Die untersuchten Bdéden der spatholozanen Flussterrasse auf der Insel Samoylov
wurden erstmals von KUTZBACH et al. (2004) beschrieben. Diese Untersuchungen kdnnen
wie folgt zusammengefasst werden: Die Boden der Polygonzentren sind durch die
Akkumulation von Torf gepragt, der Wasserstand liegt hier meist nahe der
Gelandeoberflache, z. T. bilden sich auch kleine Teiche. Die typischen Bdden sind Typic
Historthels (nach Soil Survey Staff 2003). Die héher liegenden Béden der Polygonwalle
drainieren dagegen in Richtung der Polygonzentren und sind deshalb trockener. Sie sind
gepragt durch Kryoturbation, d.h. durch Verwirgung von Bodenlagen, weil sich, wie oben
beschrieben, der Boden entlang der Eiskeile aufwdlbt. Die Bodentypen werden hier als
Glacic oder Typic Aquiturbels Klassifiziert (nach Soil Survey Staff 2003). Fiur die
Untersuchungen der Ammoniakoxidation wurden die Boden der unterschiedlichen
geomorphologischen Landschaftseinheiten der Insel Samoylov miteinander verglichen. Die
Bdden lagen in der noch jungen Uberflutungsebene und in der hdher gelegenen

Flussterrasse, die einen groRen Bereich mit Eiskeilpolygonen und einen kleinen trockeneren
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Bereich im Siiden aufweist. Die Abbildung 3.5 gibt einen Uberblick (iber die Insel Samoylov,

im Bildausschnitt sind die einzelnen Probenahmeorte der Insel eingezeichnet.

orthorectified aerial picture of
Samoylov 2007

20080212
UTM zone 52 North

Abb. 3.5 Orthorektifiziertes Luftbild der Insel Samoylov.

Sparc: Sensitivity of Permafrost in the Arctic.(SPARCGROUP et al.
2008) Die roten Punkte markieren die Probenahmeorte 1: Polygon
Nr. 2 2007, 2: Polygon Nr. 1 2007 3: Polygon 2008 4: Trockene
Flussterrasse mit KIiff 5: Uberflutungsebene, 6: Strand und 7:
Samoylovkliff. Der rote Strich in den Bildern unterscheidet die
Flussterrasse von der Uberflutungsebene
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Ein Uberblick Uber die untersuchten Umweltproben, ihre Probenahmeort und die
entsprechenden Anreicherungskultur ist auch auf der letzten Seite dieser Arbeit zu finden,

die ausgeklappt werden kann.

In den geomorphologischen Einheiten wurden an reprasentativen Punkten finf Standorte
ausgesucht, die sich deutlich in ihren Bodentypen, in der Lage in den geomorphologischen
Einheiten, im Wasserregime und in der Vegetation unterschieden. Wahrend der
Feldkampagne 2007 lag der Schwerpunkt der Untersuchung auf den Bdden der
Polygonebene (Standort 1 und 2). Im darauf folgenden Jahr 2008 wurden auch die Béden
der jiingeren Uberflutungsebene und die trockene héher gelegene Flussterrasse untersucht.
In dieser hoéher gelegenen Flussterrasse wurden von einem Polygon jeweils der Wall und
das Zentrum (Standort 3) und die trockene Flussterrasse mit dem anliegenden Kiliff beprobt
(Standort 4). In der jiingeren Uberflutungsebene wurden die vegetationsbedeckte
Uberflutungsebene (Standort 5) und der Strand (Standort 6) beprobt. Zusatzlich erfolgte eine

engmaschigere Beprobung des Samoylov-Kliffs am Standort 7, im Stdosten der Insel.

3.2. Untersuchungsgebiet im gemaBigten Klimat — Hahnheide bei Hamburg

Der gemaRigte Vergleichsstandort liegt am norddeutschen Geestrand in der Hahnheide,
Schleswig-Holstein. Die Hahnheide ist mit einer Flache von ca. 25 km? eines der groRten
zusammenhangenden Waldgebiete in Schleswig-Holstein. In westlicher Richtung wird die
Hahnheide vom Muihlenbach und der Stadt Trittau eingegrenzt. Im Osten und Sidosten
begrenzen der Fluss Bille und die ihn umgebenden Niederungsflachen das Gebiet. In die
anderen Richtungen wird die Hahnheide von Feldmarken einiger Dorfer begrenzt. Die
Abbildung 3.6 gibt einen Uberblick (iber den Probenahmestandort in der Hahnheide.

Abb. 3.6 Lage der Untersuchungsgeblet im gemaRigten Klimat
Zu sehen ist die Stadt Trittau und in der VergréRerung der Verlauf des Miihlenbachs am Rande der
Hahnheide. Ausschnitt aus der Topographischen Karte (Normalausgabe 2328 Trittau)(2004)
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Die Profilaufnahme und Probenahme fir die vorliegende Arbeit erfolgte am westlichen Ende

der Hahnheide im Auenbereich des Muhlenbaches.

Morphologisch handelt es sich um ein Hochgebiet mit einem durchschnittlichen Héhenniveau
von 60 bis 80 m Gber NN, das durchschnittlich 30 bis 40 m hoher als sein Umland liegt. Der
hochste Punkt in der Hahnheide mit 99,1 m Uber NN ist der Hahnheider Berg (FIENCKE et al.
2009). Das Klima im Bereich der Hahnheide ist Uberwiegend atlantisch dominiert, in das
jedoch bereits kontinentale Einflisse wirken. Die atlantische Komponente bewirkt durch die
feuchte Meeresluft ein ganzjdhriges humides Klima mit viel Niederschlag. Der
durchschnittliche Jahresniederschlag liegt um 750 mm, der, von einem leichten Maximum im
Juli und August abgesehen gleichmalig Uber das Jahr verteilt ist. Die durchschnittliche
Jahrestemperatur betragt zwischen 7,6 und 8,1 °C. In Abbildung 3.7 ist zum Vergleich das
Klimadiagramm der Wetterstation am Hamburger Flughafen angegeben, der ca. 30 km
westlich der Hahnheide liegt. Die mittlere Jahrestemperatur von 1971 bis 2000 betrug 9 °C

und der durchschnittliche Niederschlag in diesem Zeitraum belief sich auf 773 mm.

Hamburg-Fuhlsbuttel, Deutschland
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Abb. 3.7 Klimadiagramm fiir Hamburg Fuhlsbiittel fiir die Jahre 1971-2000

Die Wetterstation liegt ca. 30 km westlich von der Hahnheide am Hamburger Flughafen. In Rot ist die
Temperatur im Wetter der Jahre 1971 bis 2000 angegeben. In Blau die der durchschnittliche
Niederschlag derselben Jahre dargestellt. Quelle ist die Internetseite http://www.klimadiagramme.de
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4 MATERIAL UND METHODEN
4.1 Probenahme und bodenkundliche Standortaufnahme

Die untersuchten Bodenproben stammen hauptsachlich von der Insel Samoylov, im Lena-
Delta, in Nordostsibirien. Fir Vergleichsanalysen wurden Bodenproben aus der Hahnheide,

Schleswig-Holstein, Deutschland, genommen.

Die Probennahmen in Sibirien fanden im Juli 2007 und Juli/August 2008 auf der Insel
Samoylov im Lena-Delta, Sibirien, statt. Die Expeditionen wurden in Kooperation mit dem
Alfred-Wegner-Institut (AWI, Potsdam) und ARII (Russland) durchgefihrt. Im Juli 2007 wurde
ein Transekt durch ein Eiskeilpolygon vom Eiskeil am Rand des Polygons bis in das Zentrum
des Polygons gegraben. Der Transekt wurde in einer Breite von etwa 50 cm bis zur
Permafrosttafel ausgehoben, so dass der Boden offen lag und so beschrieben und beprobt
werden konnte. An diesem Polygon wurden sowohl im Juli als auch August jeweils Proben in
einer Tiefe von 0 - 5, 5 - 15 und 15 - 25 cm am Polygonwall und im Polygonzentrum
entnommen (siehe Abbildung 3.5 Standort 2 oder die Abbildung auf der letzten Seite).
Zusatzlich wurde in den gleichen Tiefen aus einem anderen Polygon Bodenproben
entnommen (Abb. 3.5 Standort 1).

2008 wurden neben einem Eiskeilpolygon (Abb 3.5 Standort 3) noch 3 weitere
Bodenstandorte auf der Insel Samoylov untersucht, trockene Flussterrasse mit Kliff (Abb. 3.5
Standort 4), der Uberflutungsebene (Standort 5) und der Strand (Standort 6). An diesen
Standorten (3, 4, 5 und 6) wurden jeweils 3 Profile bis zur Permafrosttafel gegraben, d.h.
zwischen 23 und ca. 70 cm tief. Vor Ort wurden die untersuchten Béden bodenkundlich
beschrieben und anschlielend wurden Bodenproben entnommen. Dabei wurde die
Bodenfarbe anhand der Farbtafel nach MUNSELL (1975), die Durchwurzelungsdichte nach
AD-HOC-AG BODEN (2005), reduzierende Bedingungen Uber den Nachweis von Fe(ll)-lonen
durch a-a-Dipyridil-L6ésung und der Kalkgehalt Gber die Zugabe von 10 %iger HCI-L6sung
bestimmt. AuRerdem wurden die Bodentemperaturen in verschiedenen Tiefen mit einem
Temperaturfihler (Greisinger GTH 1100/2 mit NiCr-Ni Sensor) gemessen. Die
Klassifizierung der Boden erfolgte nach der US Soil Taxonomy (SOIL SURVEY STAFF 2003 BIS
2008) sowie nach der World Reference Base for Soil Resources (FAO 2006), der russischen
Klassifikation (ELOVSKAYA 1987) und nach der deutschen Kartieranleitung KA 5 (AD-HOC-
AGBODEN 2005).

Die Boden wurden nicht horizontweise beprobt, sondern aus alle Bdéden wurden
Mischproben in drei Tiefen entnommen: 0 cm bis 5 cm, 5 cm bis 15 cm und 15 cm bis 25 cm.
Es wurde zwischen 400 und 1500 g Bodenmaterial entnommen. Neben diesen

Bodenstandorten wurden Proben an einem Kiistenaufschluss entnommen, dem Standort 7
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Samoylovkliff (Abb. 3.5). Vor der Probenahme wurde an den Probennahmepunkten zunachst
getautes Material entfernt, ab einer Tiefe von 4,10 m wurde in den Permafrost gegraben. Die
Permafrostproben wurden aus dem dahinter liegenden ungestérten Material enthommen, da
die Kdustenaufschlisse wahrend der Sommermonate fortwahrend Material durch

Thermoerosion verlieren.

Fur jeden Standort wurden in drei verschiedenen Profilgruben Proben enthommen, diese
wurden geteilt und je eine Parallele gefroren und eine ungefroren nach Hamburg
transportiert. In Hamburg wurden die ungefrorenen Proben nach mehr als drei monatigen
Transport homogenisiert und anschliefiend bei 4 °C gelagert. Die Homogenisierung erfolgte
mit Hilfe eines Siebes (J 2 mm), dabei wurden die organikreichen Bdden mit hohem
Torfanteil mit Hilfe von Scheren zerkleinert. Die gefrorenen Proben wurden langsam auf Eis

aufgetaut und schlielend ebenso behandelt.

Als Vergleichsboden diente ein Auenbereich am Muhlenbach in der Hahnheide, Schleswig-
Holstein, Deutschland. Die Vergleichsflachen sollten folgenden Kriterien entsprechen: 1. Es
sollten Béden in geméaRigten Klimaten sein. 2. Sie sollten einen Ubergang zwischen Torf und
Aue aufweisen. 3. Die Béden sollten Ahnlichkeiten mit den Béden in Sibirien haben. 4. Der

Eintrag von Stickstoffverbindungen Uber Diingung sollte mdglichst gering sein.

Die Proben aus dem Vergleichsstandort dienten dem Vergleich der Bodeneigenschaften und
der potentiellen Stickstoffumsatze und zur der Methodenentwicklung anhand ahnlicher, aber
einfacher zu beschaffender Proben. Die Bodenproben wurden in erster Linie zur
Methodenentwicklung und Etablierung der Arbeiten mit der RNA genutzt. Insgesamt wurden
im Jahr 2009 an drei Tagen (4. Marz, 8. April und 16. Dezember) in drei Profilen Proben
entnommen. An den Terminen im Frihjahr 2009 fand auch eine Bodenansprache wie oben

beschrieben statt.
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4.2 Herkunft der verwendeten Anreicherungskulturen

Wahrend dieser Arbeit konnte auf AOM Anreicherungskulturen zurtickgegriffen werden, die
in der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Eva Spieck (Biozentrum Klein Flottbek) bereits wahrend
des Verbundsprojektes LAPTEVSEE hergestellt worden sind. In der Tabellen 4.1 sind die
urspringlichen Bodenproben angegeben mit der Probenbezeichnung, dem Probenahmeort

und der Entnahmetiefe.

Die Proben wurden in den Jahren 2004 und 2005 auf der Insel Samoylov entnommen. Zum
einen wurden Proben aus unterschiedlichen Polygonen gewonnen, aus dem Wall, Hang und

Zentrum (Tabelle 4.1) und zum anderen wurde das KiIiff auf Samoylov untersucht und

beprobt.

Tabelle 4.1 Herkunft der verwendeten Anreicherungskulturen

Samoylov Polygon 2004 Samoylov-KIiff 2004 Samoylov Polygon 2005

Probe- Probe- ete Probe- LGS Probe- Probe- el

nummer nahmeort unter nummer ppied nummer nahmeort unter

GOF [cm] GOF [m] GOF [cm]

WO0-5 Wall 0-5 3301 0,8-1,0 1 Wall 0-5

w3g,5-13,5 Wall 8,5-13,5 3302 14-15 3 Wall 8,5-13,5

W17 - 22 Wall 17-22 3303 1,9-2,0 5 Wall 17-22

PHO-5 Hang 0-5 3304 24-25 7 Hang 0-5

PH6-11 Hang 6-11 3305 29-3,0 9 Hang 6-11

PH 12 - 17 Hang 12-17 3306 3,56-3,6 11 Hang 12-17

C10-5 Zentrum 0-5 3307 3,9-4,0 13 Hang 17-21

C112-17 Zentrum 12-17 3308 45-4,6 14 Wall 35-39

C124-29 Zentrum 24-29 3309 50-5,1 15 Zentrum 0-5
3310 55-56 17 Zentrum 12-17

19 Zentrum 14-29

Die Probenahme erfolgte durch Dirk Wagner, AWI Potsdam, Hanno Meyer, AWI Potsdam, Eva-Maria Pfeiffer, Uni
Hamburg und Susanne Kopelke, Uni Hamburg. Daten aus SANDERS (2006), ZIMMERMANN (2006) und ALAwI (2007)
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4.3 Bodenchemische und —physikalische Laboruntersuchungen

Die bodenkundlichen, -chemischen und —physikalischen Analysen dienten in erster Linie
dazu, die Bdden zu charakterisieren und zu klassifizieren. In Tabelle 4.2 sind alle
gemessenen Parameter und die dazugehoérigen Analyseverfahren und entsprechenden

Referenzen angegeben.

Grundsatzlich wurden die Methoden in Hamburg am Institut fir Bodenkunde durchgeflhrt.
Die pH-Wert- und Leitfahigkeitsmessung- sowie die Wassergehaltsbestimmung wurden auch

bereits vor Ort auf Samoylov durchgefiihrt.

Tabelle 4.2 Methoden der bodenkundlichen Laboranalytik

Parameter Analyseverfahren
KorngréBenverteilung » Kombiniertes Sieb- und Pipettverfahren nach Kéhn (SCHLICHTING et al.
1995)

DIN 18123 (1983), DIN 19683-1 und 19683-2 (1973)
* Bei organischen Kohlenstoffgehalten von >1 %
Humusbefreiung mit H>.O; vor der KorngréRenanalyse.

Porung DIN ISO 11274 (1998)

pH-Wert In agua bidest nach DIN 19684-1 (1977)

» Abweichend vom Verfahren nach DIN Verwendung von feldfeuchten statt
luftgetrockneten Proben, um eine Absenkung der pH-Werte wahrend der
Trocknung durch Oxidation von reduzierten Substanzen zu vermeiden.

Leitfahigkeit + DIN ISO 11265(1996)
Wassergehaltsbestimmung * DIN ISO 11461(2001)

C und N gesamt » Elementaranalysator (Elementar VarioMAX) mit
Warmeleitfahigkeitsdetektor; Verbrennung bei 900 °C.

Pflanzenverfiigbares * Doppellactat (DL)-Auszug nach VDLUFA (1991)
Phosphor und Kalium » Messung von Phosphor am Photometer (DR Lange CADAS
100).

» Messung von Kalium am Atomemissionsspektrometer
(Perkin-Elmer 1100).

Kationenaustauschkapazitat Nach SCHLICHTING (1995)
(KAK)
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4.4 Quantifizierung von geldsten Stickstoffverbindungen in Boden

Die reaktiven geldosten Stickstoffverbindungen sind sowohl anorganisch als auch organisch.
Die geldsten anorganischen Stickstoffverbindungen (dissolved inorganic nitrogen - DIN)
liegen in drei Formen vor: Als Ammonium/Ammoniak (NH4"/NHs), Nitrit (NO,") oder Nitrat
(NO3"). Die gelosten organischen Stickstoffverbindungen (dissolved organic nitrogen DON)
sind organische Verbindungen, die Aminogruppen enthalten. Mit der Bestimmung der DIN
kénnen Aussagen Uber die Stickstoffverfligbarkeit in Boden gemacht werden. Die DIN
werden mit zwei unterschiedlichen Messverfahren bestimmt. Die Ammoniumkonzentrationen
wurden mit einer photometrischen Methode; die Nitrit- und Nitratkonzentrationen wurden
mittels Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC) bestimmt. Die DON werden nach

einer Aufschlussmethode als Nitrat gemessen.
Probenvorbereitung

Fir die Bestimmung der Konzentrationen der Stickstoffverbindungen wurde jeweils 5 g
feldfrisches, homogenisiertes Bodenmaterial eingewogen. Dieses wurde mit 20 ml einer
0,0125 M CaCl, Loésung in einem Greinerrohrchen vermischt. Die Greinerrdhrchen wurden
eine Stunde auf einem Schttler (125 rpm) bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die
Bodensuspension bei 8500 g zentrifugiert (Heraeus Biofuge Primo R). Der Uberstand wurde
zur Bestimmung der DIN Konzentration genutzt, bei zeitlicher Unterbrechung der Messungen

wurde der Uberstand eingefroren werden.

Bei der Arbeit auf den Expeditionen in Sibirien erfolgte die Inkubation bei in-situ-ahnlichen
Temperaturen, d.h. der Schittler (Fa. Bihler) wurde im Boden eingelassen. Die

Zentrifugation erfolgte mit einer Epifuge (Fa. Haemofuge) bei 10.000 g.

4.4.1 Ammoniumbestimmungen

Bei der Ammoniumbestimmung nach LUFA reagieren die Ammoniumionen bei einem hohen
pH-Wert von etwa 12,6 mit Hypochloritionen und Salicylationen in Gegenwart von
Natriumpentacyanonitrosylferrat zu einem blaugefarbten Komplex. Die Hypochloritionen
entstehen im alkalischen Medium durch Hydrolyse der lonen der Dichlorisocyanursaure. Der
Nachweis des blauen Komplexes erfolgte bei 655 nm mit dem Spektralphotometer (Themo
Scientific). Der Messbereich lag zwischen 0,75 yM und 75 yM NH,CI.

Zur Vorbereitung wurden 800 pul der zu messenden Probe mit 40 ul aqua dest je 80 pl der
Lésung 1 und Lésung 2 versetzt und vermischt. Nach einer einstiindigen Inkubation wurde

die Probe gemessen.
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Lésung 1:
13 ¢ Natriumsalicylat (C;HsONa)
13 ¢ Trinatriumcitrat (CsHs07Na x 2 H,0)
0,097 g Nitroprussid-Natrium (Dinatriumpentacyanonitrosylferrat,

NazFe(CN)sNO X 2 HZO)
ad 100 ml aqua dest
Die Losung ist im Dunkeln 4 Wochen haltbar

Lésung 2:
3,29 NaOH
0,2g Dichlorcyanursaure-dinatriumsalz (Natriumdichlorisocyanurat,

C3NCI203Na)
ad 100 ml aqua dest

Die Ammoniumbestimmung mit OPA basiert auf einem indirekten Nachweis der Ammonium-
lonen durch eine Reaktion mit R-Mercaptoethanol und Phthaldialdehyd zu einem gelben N-
substituierten 1-(2-Hydroxylethyl)-Thioisoindol. Die Methode wurde von CORBIN (1984) fiir die
HPLC entwickelt.

50 pl Probe und 950 ul Derivatisierungsreagenz werden zusammengegeben und gut gemixt.
Nach einer einstiindigen Inkubation im Dunkeln wird das Gemisch bei einer Wellenlange von
420 nm gemessen. Eine Eichung erfolgt alle 10 bis 15 Proben. Der Messbereich liegt

zwischen 0,01 und 1 mM Ammonium.

Derivatisierungsreagenz (OPA)

540 mg OPA (ortho-Phthaldialdehyd)
10 ml Ethanol absolut
50 ul 3-Mercaptoethanol

ad 100 ml Phosphatpuffer (0,2 M pH 7,3)

Phosphatpuffer (0, 2 M)
Losung A: KH,PO, 13,61¢g ad 500 ml aqua bidest
Lésung B: K;HPO, 34,84 g ad 1000 ml aqua bidest
Durch das Mischen von Lésung A und Lésung B wird der pH-Wert auf 7,3 eingestellt

4.4.2 Nitrit- und Nitratbestimmung

Die Bestimmung der Nitrit- und Nitratkonzentrationen der Proben erfolgte in Hamburg meist
durch die Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC, High-Performance-Liquid-
Chromatographie) nach MEINKE et al. (1992). Der Trennung der stark polaren Substanzen
liegt das Prinzip der lonenpaarchromatographie an einer Umkehr-Phase zugrunde. Als

Gegenion wurde Tetrabutylammonium der mobilen Phase zugesetzt. Die entstandenen
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lonenpaare erhielten so einen genidgend lipophilen Charakter, um durch die unpolare
stationare Phase verlangsamt zu werden. Dem unterschiedlichen Lésungsverhalten der
beiden lonenpaare entsprechend verlassen Nitrit und Nitrat die Saule nacheinander. Die
mobile Phase wurde mit einer Flussrate von 1 ml pro Minute bei einem Druck ca. 90 bis 150
bar durch die Saule gepumpt. Die aufgetrennten Substanzen wurden mit einem UV-Detektor
bei einer Wellenlange von 225 nm Uber die Absorptionsanderung registriert. Die Auswertung
der Peaks erfolgt computergestiitzt durch die Integration der Peakflachen. Es wurden 50 ul
Probe injiziert. Als HPLC System wurde die Agilent System 1200 genutzt, zur Auswertung

diente das Computerprogramm Chemestation.

Die Kalibrierung erfolgte von 10 uM bis 10.000 uM. Bei jeder Messung wurden Standards mit

einem Gemisch an Nitrit und Nitrat zur Uberprifung der Kalibrierung mitgemessen.

Laufmittel fUr die Nitrit / Nitrat-HPLC

360 ml Stammldsung

4365 ml aqua bidest.

Unter Ruhren wird der Ausgangswert von pH 6,4 wieder eingestellt.
525 ml Methanol

Das Laufmittel musste durch Erwarmen und Schitteln entgast werden, damit keine

Luftblaschen durch die Saule gepumpt werden.

Stammlésung (50 mM)
16,977 g TBAHS (Tetrabutylammoniumhydrogensulfat)
ad 1000 ml aqua bidest.
Der pH-Wert wird auf einen Wert von 6,4 eingestellt
Bei der Herstellung von Loésungen fir die HPLC wurden immer aqua bidest. und héchst reine

Lésungen verwendet, damit es nicht zu Verstopfung der Kapillare kommen kann.
Photometrische Nitritbestimmung

Bei der Untersuchung im Feld wurden die Nitritkonzentrationen im Feldlabor mit dem
Photometer bestimmt. Die quantitative Bestimmung von Nitrit beruht auf der Bildung eines
Diazoniumsalzes aus Sulfanilsaure und Nitrit mit der nachfolgenden Kopplung mit 1-
Naphtylamin zu einem roten Azofarbstoff. Dazu wurde 500 ul der abzentrifugierten Probe
zunachst mit 500 pl Sulfanilsadure versetzt und vermischt, anschlieRend wurde 500 yl NEDA
hinzugeben und wieder vermischt. Die Messung erfolgte nach einer einstiindigen Inkubation
bei einer Wellenlange von 546 nm (Photometer, Fa. Themo Scientific). Die Eichung erfolgte

in einem Bereich zwischen 0,5 und 30 uM Nitrit-N.
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Sulfanilsaure (1 %)
19 Sulfanilsaure
20 ml konz. HCI
ad 100 ml aqua dest

Die Lésung wurde bei Raumtemperatur gelagert.

NEDA Lésung (0,12 %)
0,12 g N-(1-Naphtyl)-ethylen-diammoniumchlorid
100 mi aqua dest

Die Lésung wurde im Kihlschrank gelagert.

4.4.3 Bestimmung der geldsten organischen Stickstoffverbindungen (DON)
Aus den CaCl,-Extrakten, die z.B. im Rahmen der Mikrokosmenversuche hergestellt worden
sind, wurden teilweise auch die gelésten organischen Stickstoffverbindungen (DON) Uber

den gesamten geldsten Stickstoff bestimmt.

Eine einfache und schnelle Methode zur Bestimmung des gesamten geldsten Stickstoffes ist
die Oxidation mit Persulfat zu Nitrat (HAGEDORN & SCHLEPPI 1999). Dies wird durch die
Zugabe von Kaliumpersulfat (K.S,0g) sowie Natriumhydroxid (NaOH) und anschlieRendes
Autoklavieren der Probe erreicht. Dabei wird auch ein Teil des Luftstickstoffes zu Nitrat
oxidiert. Dieser Fehler kann vermieden werden, indem immer gleiche Autoklavierflaschen
und Probenvolumina verwendet, die Flaschen festverschlossen werden und die Bestimmung

von Blindwerten wiederholt wird.

Material und Methode

1. Herstellung eine Lésung mit 15 ml Kaliumpersulfat (K,S,0g) in 250 ml 0,5 M NaOH
(N-frei) und 500 ml aqua dest.
Lésung ist fur 8 Tage im Dunkeln stabil (PE Flasche).

2. Mischung von 15 ml Kaliumpersulfatlésung mit 10 ml Probe
Autoklavierflaschen sind sauregespdilt.
Zusatzlich werden immer Blindwerte (aqua dest als Probe) und Standards
(Ammoniumsulfat und Glyzin) mitgemessen.
18 mg /I N sind das obere Limit der Reaktion

3. Autoklavieren der Flaschen fir 45 min bei 1,2 hPa und 121 °C

4. Nach der Abkihlung Bestimmung der Nitrat-Konzentration mit der Methode nach Lufa

gemessen

Zur Bestimmung des DON werden die DIN Werte von dem gemessenen Nitrat abgezogen.
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4.5 Nahrmedien

Alle aufgefiihrten Chemikalien wurden in der hochstmdoglichen Reinheit von der Firma Merck,
Darmstadt bezogen. Ausnahmen sind jeweils an der dazugehorigen Stelle vermerkt. Alle
Medien wurden, wenn nicht anders beschrieben, 30 Minuten bei 110 °C und 0,5 bar im
Autoklaven (Fa. Systec 5050 ELV) sterilisiert autoklaviert.

Ammoniakoxidaten-Medium (1 mM)
0,0535¢g NH,CI

100 ml Stammldsung AOB 10fach
1ml Spurenelemente terrestrisch
5¢g CaCOg

(0,147 g CaCly)

(1 mi Kresolrot / Indikator)

900 ml aqua dest

Es wurde entweder CaCO; als Puffer verwendet oder es wurde ein ungepuffertes Medium
benutzt mit CaCl, und dem Indikator Kresolrot. Der pH-Wert wurde dann regelmaflig mit
Natronlauge oder Natriumhydrogencarbonat eingestellt. Es wurden Konzentrationen
zwischen 0 und 10 mM angesetzt, dem entsprechend wurde die Einwaage von

Ammoniumchlorid geandert.

Ammoniakoxidanten-Platten (10 mM)

100 ml Stammldsung AOB 10fach

1ml Spurenelementeldsung terrestrisch
0,535¢g NH,CI

5¢g CaCOs;

900 ml aqua dest

13 ¢ Agarose

Spurenelementeldsung terrestrisch
0,0338 g MnSO,4 x H,O
0,0494 g H3BO;

0,0431 g ZnS0O4 x 7 H,O
0,0371 g (NH4)sM07024
0,973 g FeSO4 x 7 H,O
0,025¢g CuSO,4 x 5 H,0
in 0,025 n HCI I16sen

ad 1000 ml  aqua dest.

32



MATERIAL & METHODEN

Stammlésung Ammoniakoxidaten (10fach)

0,54 g KH,PO,

0,74 g KCI

0,499 MgSQO, x 7 H,O
5,84 ¢ NaCl

ad 1000 ml  aqua dest

NOB Medium (0,3 mM)

100 ml Stammlésung NOB 10fach
1ml Spurenelemente terrestrisch
0,02 g NaNO,

900 ml aqua dest

Die Lésung wurde auf einen pH-Wert von 8,4 eingestellt.

Stammlésung NOB (10fach)

0,07 g CaCOs;

5049 NaCl

0,59 MgSQO, x 7 H,O
1,59 KH,PO,

ad 1000 ml  aqua dest.

4.6 Nachweis von mikrobiellen N-Umsetzungen in Béden
4.6.1 Bestimmung der potentiellen Nitrifikation

Mit diesem Test sollte nachgewiesen werden, ob sowohl Ammoniak oxidierende Bakterien
(AOB) als auch Archaeen (AOA) in den Naturproben potentiell stoffwechselphysiologisch
aktiv sind. Der Aktivitatstest wurde modifiziert nach DIN ISO 15685 (2001) ,Bestimmung der
potentiellen Nitrifizierung — Schnellverfahren mittels Ammoniumoxidation® durchgeflhrt.
Diese DIN Norm dient in der Regel dazu, die potentielle Nitrifikation von Belebtschlamm und
Bodenproben zu bestimmen. Die Inkubation erfolgt auf dem Schiittler mit 120 rpm bei 6 °C,
18 °C und 28 °C Uber 6 Wochen fur die Proben aus dem Permafrostgebiet und bei ca. 22 °C
fur 24 Stunden fir die Proben aus der Hahnheide. Die DIN ISO sieht hingegen 25 °C und
175 rpm vor. Wahrend der Feldphase wurde der Aktivitatstest bei in-situ-ahnlichen
Temperaturen durchgefuhrt, d.h. der Schuttler wurde im Boden eingelassen. Um die
Aktivitaten der Ammoniak oxidierenden Bakterien und Archaeen zu unterscheiden, wurden
Antibiotika eingesetzt, die die Bakterienaktivitdt unterbinden sollten. Als Hemmstoff wurde
hauptsachlich Streptomycin, aber auch Ampicillin und Vancomycin mit der Endkonzentration

von 50 ug ml™ benutzt.
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Es wurden jeweils 12,5 g feldfrisches homogenisiertes Bodenmaterial auf 50 ml Medium in
einem 300-ml-Kolben oder einer 100-ml-Schottflasche eingewogen. Die Inkubation erfolgt
auf einem Schuttler bei 120 rpm. Die erste Probenahme erfolgte unmittelbar nach dem
Animpfen der Kulturen und anschlieflend ein bis dreimal woéchentlich Uber einen Zeitraum
von 6 Wochen. AnschlieRend wurden die Nitrit- und Nitratkonzentrationen mit der HPLC

gemessen und die Aktivitat wurde Uber die Steigung der Nitritbildung berechnet.

Nachweis von Ammoniak oxidierende Mikroorganismen:
Priafmedium (1,5 mM)

10 ml Stammldsung A
10 ml NaClO; (Endkonz. 5 mM)
0,099¢ (N H4)ZSO4

ad 1000 ml  aqua dest

Stammlésung A

28 ml KH,PO, (0,2 M)
72 mi K;HPO, (0,2 M)
100 mi aqua dest

Der pH-Wert wurde auf 7,2 eingestellt

Fiar die Antibiotika Streptomycin, Vancomycin und Ampicillin wurden Stammldsungen mit

einer Konzentration von 50 mg ml™ angesetzt und im Gefrierschrank bei -20 °C gelagert.

Tabelle 4.3 Liste und Wirkungsweise der verwendeten Antibiotika

Antibiotika Angiffsort Mirkoorganismengruppen

Streptomycin 30S Untereinheit der Ribosome Hauptsachlich Gramnegative Bakterien
Vancomycin Zellwandsynthese Hauptsachlich Grampositive Bakterien
Ampicillin Zellwandsynthese Hauptsachlich Grampositive Bakterien

4.6.2 Bestimmung der potentiellen Mineralisationsaktivitaten

Als N-Mineralisation bezeichnet man zwei Stickstoffumsetzungen: zum einen die
Ammonifikation, also die  Freisetzung von  Ammonium aus  organischen
Stickstoffverbindungen und zum anderen die Nitrifikation, also die Oxidation des Ammoniaks
Uber Nitrit zu Nitrat. Ein Teil der freigesetzten DIN wird dem System durch Assimilation, der
N-Aufnahme der Pflanzen oder Mikroorganismen und der Denitrifikation, der anaeroben
Umwandlung von Nitrit und Nitrat zu N,, wieder entzogen. Messungen der N-Mineralisation

kénnen daher z.B. bei Sauerstoffmangel deutlich unterschatzt werden. Die N-Mineralisation
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wird im Brutversuch gemessen. Als zweite Methode wurde ein Mikrokosmos Versuch
durchgefihrt.

Mineralisation im ,,Brutversuch*

Fur die Mineralisation im Brutversuch werden vier parallele Ansatze mit je 10 g frischer
homogenisierter Probe, die zuvor bei 4 °C gelagert wurden, eingewogen. Zwei Ansatze
davon werden sofort eingefroren. Die anderen beiden werden vier Wochen bei 18 °C bzw.
Raumtemperatur mit ausreichender Sauerstoffversorgung auf dem Schittler (120 rpm)
inkubiert, dabei werden regelmafRig die Sauerstoffversorgung und der Wasserhaushalt
kontrolliert und gegebenenfalls eingestellt. Die Proben werden zu Beginn der Inkubation

leicht mit Wasser bedeckt.

Die Extraktion der gelésten anorganischen Stickstoffverbindungen aller vier parallelen
Ansatze erfolgt mit einer 1-M-KCI-Losung. Die Nitrit- und Nitrat-Bestimmung wurde mit der

HPLC und die Ammonium- Bestimmung photometrisch (siehe 4.2.1.) durchgefiihrt.
Mineralisation im ,,Mikrokosmosversuch*

Auch in diesem Versuch erfolgt die Inkubation der Bodenproben ohne Zugabe des
Substrates, so dass Ammonium nur aus der Mineralisation organischer Bestandteile des
Bodens zur Verfligung steht. Dabei soll die Konzentration des Ammoniums ungefahr den In-
situ-Bedingungen entsprechen. Ein Problem kann dabei sein, dass der Boden austrocknet

oder dass nur wenige Stickstoffverbindungen mineralisiert werden.

Auch hier werden 10 g gesiebter, feldfrischer, homogenisierter Boden in insgesamt acht
Parallelen in 100-ml-Schottflaschen eingewogen und bei 18 °C bzw. Raumtemperatur
inkubiert. Mindestens zweimal die Woche wird durch Offnen der Flaschen und Umriihren des
Bodens flr ausreichend Sauerstoffversorgung gesorgt. Alle zwei Wochen werden aus zwei
Parallelen die gelésten anorganischen Stickstoffverbindungen mit 0,0125-M-CaCl, Ldsung
extrahiert und gemessen, gleichzeitig wird die gesamt DNA aus 0,25 g des Bodens isoliert
(siehe 4.7.1).

Der Unterschied zwischen diesem Mikrokosmosansatz und dem Ansatz im Brutversuch

besteht in folgenden Punkten:

e 8 statt 4 parallele Ansatze
e Keine Uberschiittung des Bodens mit Wasser
e Sauerstoffversorgung nicht Gber Schitteln

e Es werden nur verfiigbare Stickstoffverbindungen mit der CaCl,-Lésung erfasst
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4.6.3 Bestimmungen der Temperaturoptima der Nitrifikation

Es wurden die Temperaturoptima der Ammoniakoxidation von Bodenproben aus Sibirien und
der AOM-Anreichungskulturen bestimmt. Dazu wurde ein Temperaturblock verwendet (Abb.
4.1.), der wie folgt aufgebaut war: An einem Metallblock mit 42 Bohrungen fir 50-ml-
Glasflaschen und 56 Bohrungen fur 10-ml-Glasflaschen kann durch das Anschlie3en einer
Heizquelle und einer Kuhlung ein frei wahlbarer konstanter Temperaturgradient angelegt
werden. Fir die Anwendungen in dieser Arbeit lag der Gradient zwischen 0 und 40 °C. Als
Heizquelle diente ein iTron 32 der Firma JUMO und als kombinierbares Kiihl und Heizgeréat
diente ein Julabo F 25.

~0-~0-0-06-60_.0.0-0,0,-.0-.0,-.0.-0
0.0.0070,0.0.0 323’ 0.0;0:0;
0 0.0.0.0.0. 0.0°0 0,00 OO
0. 0 0O 0 O O O O 0 O O 0O _op_0
050,0.0.0.0,0:.0:060L:0:06

Abb. 4.1 Schematische Anordnungen der Bohrungen in dem verwendeten Temperaturblock.
Die runden groflen Einzeichnungen stehen fiir die 42 Bohrungen fiir die 50-ml-Flaschen und die
kleinen runden Einzeichnungen stehen fiir die 56 Bohrungen fir die 10-ml-Flaschen.

Fir die Bestimmung des Temperaturoptimums der Nitrifikation in Bodenproben wurden 2,5 g
feldfrischer homogenisierter Boden in 50-ml-Glasflaschen eingewogen und mit 25 ml
Prifmedium (siehe 4.4.1) vermischt. Um die Aktivitaten von AOB und AOA unterscheiden zu
kénnen, wurden 50 pl einer Streptomycinlésung mit einer Endkonzentration von 50 pg ml™”

zugegeben.

Fir die Bestimmung des Temperaturoptimums von Ammoniak oxidierenden

Anreichungskulturen wurde AOB Medium mit Carbonat und Kresolrot verwendet (siehe 4.3).

Die Inkubation dauert zwischen einer und vier Wochen. Die Probenahme erfolgt meist taglich
aber mindestens zweimal pro Woche. Die enthommenen Suspensionen wurden 15 min bei
13.000 g zentrifugiert und die Nitrit- und Nitrat-Konzentration des Uberstandes wurde mit
Hilfe der HPLC gemessen (siehe 4.2.1.). Das Temperaturoptimum wurde Uber die
Darstellung der starksten Steigung der Nitritbildung und damit hdchsten Aktivitat gegen die

Temperatur ermittelt.

4.6.4 Quantifizierung von nitrifizierenden Mikroorganismen mittels MPN

Die MPN-Methode (most probable number) ist ein statistisches Annaherungsverfahren zur
Lebendzellzahlbestimmung von Mikroorganismen. Bei dieser Methode wird ermittelt, bis zu
welcher Verdinnungsstufe Testrohrchen bewachsen sind. Aus Wahrscheinlichkeitstabellen

lasst sich daraus die wahrscheinliche Zellzahl berechnen (ALEF 1991). Zur
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Lebendzellzahlbestimmung wurde 1 g Bodenmaterial in ein steriles Greiner Réhrchen (Fa.
Greiner) eingewogen und mit 5 ml steriler 0,9 %- iger NaCl-Lésung vermischt. AnschlieRend
wurden die Proben eine halbe Stunde bei Raumtemperatur geschdittelt. Nach der Inkubation
wurde eine Verdiinnungsreihe von 107" bis 10® angefertigt. Aus diesen Verdiinnungen wurde
dann jeweils 0,1 ml in Reagenzréhrchen mit 5 ml Medium Uberfihrt. Pro Verdiinnungsstufe
wurden drei Parallelen angesetzt. Die Inkubation erfolgte bei 6 °C und 22°C
(Raumtemperatur) stehend im Dunkeln. Die Auswertung erfolgte nach 9 Wochen bzw. 9 und

14 Monaten.

4.7 Kulturfiihrungen von Anreicherungen und Reinkulturen

Die Anzucht der Kulturen von AOB und AOA erfolgte Uber mehrere unterschiedliche
Verdinnungsstufen. Die Anreicherungen wurden entweder in kleinen Reagenzréhrchen mit
0,5 g bzw. 1 g Bodenmaterial in 5-ml-Kulturmedium oder in Kulturkolben mit 5 g
Bodenmaterial auf 100 ml Medium begonnen. Nach mindestens flinfmaliger
Wiedereinstellung der Ausgangskonzentration wurden die Anreicherungen in ein gro3eres
Volumen mit einem 1 bis 10 %igen Inokulum (berimpft. Die Uberimpfung erfolgte in ein
Reagenzglas mit 10 ml Medium, dann in einen 100-ml-Kolben mit 50-ml-Medium und
anschlieftend in 300-ml-Kolben mit einem Mediumvolumen von 100 ml bzw. 150 ml. Wenn
eine grolieres Volumen der Bakterienkultur nétig war, wurde in 3-I-Erlenmeyerkolben mit 1 |
Medium Uberimpft. Neben den Flussigkulturen wurden auch Festmedien beimpft, um die
Anreicherungskulturen eventuell isolieren zu kénnen. Auf die Festmedien wurden 100 pul der
Kulturen ausgestrichen. Uber Verdinnungsreihen in langen Reagenzgldsern wurde

zusatzlich der Anreicherungsprozess vorangetrieben.

4.7.1. Anreicherung von Ammoniak oxidierenden Mikroorganismen (AOM)

Die Anzucht der Kulturen erfolgte in 0,5 bis 1 mM AOB-Medium. Das Wachstum Uber die
Bildung von Nitrit wurde alle drei bis 14 Tage qualitativ mit Hilfe des Tupfeltests Uberprift.
Der Verbrauch von Ammonium bzw. die Bildung von Nitrat wurde mit Hilfe von Teststadbchen
(Firma Merck, bis 10 mg/l) kontrolliert. Die Einstellung der urspringlichen Konzentration

erfolgte durch die Zugabe von 0,5 bzw. 5 M Ammoniumchloridiésung.

Ammoniak oxidierende Archaeen sollten mit Hilfe von Hemmstoffen flr die Ammoniak
oxidierenden Bakterien angereichert werden. Hierflir wurden die Antibiotika Streptomycin,

Ampicillin und Vancomycin mit einer Endkonzentration von 50 ul ml” verwendet.
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Tupfeltest zum Nachweis von Nitrit

40¢ Sulfanilamid
10 mi Ortho-Phosphorsaure
0,2g N-(1-Naphtyl)-ethylendiamin-dihydrochlorid

ad 100 ml aqua dest
Die Lésung wurde in lichtgeschutzten Behaltern bei 4 °C gelagert.
4.7.2. Kulturfuhrung von Reinkulturen

Die Anzucht der Reinkulturen erfolgte in 300-ml-Erlenmeyerkolben mit 150 ml Medium bei
28 °C im Dunkeln. Die Reinkulturen dienen als Referenzen fir physiologische und

molekularbiologische Untersuchungen.

Tabelle 4.4 Liste der verwendeten Reinkulturen

Baktereinart Herkunft

Nitrosolobus (Nitrosospira) multiformis NI 13 (Koops & HARMS 1985)
Nitrosospira M 1.3 (Pinck 2001)
Nitrosomonas eutropha Nm 57 (Koops & HARMS 1985)

4.7.3 Reinheitstest der Anreicherungs- und Reinkulturen

Um die Reinheit der Anreichungs- bzw. Reinkulturen zu Uberprifen, wurden die
nachfolgenden verschiedenen Medien mit der angereicherten Kultur angeimpft. In der Regel
wurden 50 yl der Anreicherungskulturen und Reinkulturen auf die Festmedien gegeben und
die Flussigkulturen wurden mit 1 ml beimpft. Die Inkubation erfolgte zwischen einigen Tagen
und mehreren Wochen fiur die Reinkulturen bei 28 °C und fur die Anreicherungskulturen bei
den urspringlichen Anreicherungstemperaturen, bis ein Wachstum festzustellen war oder
dieses ausgeschlossen werden konnte. Die unterschiedlichen Medien waren notwendig, da

die Begleitorganismen unterschiedliche Nahrstoffanspriiche aufweisen kdénnen.

Reinheitsagar

25¢g Fleischextrakt
25¢g Casamino acids
0,59 Hefeextrakt
1,09 KH,PO,

0,59 NacCl

ad 1000 ml  aqua dest
Der pH-Wert wird auf 7,3 bis 7,4 eingestellt
159 Agar-Agar
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Hefeboullion
0,59
0,59
0,59
0,58g
ad 1000 mi

Hefeextrakt
Pepton
Fleischextrakt
NaCl

aqua dest

Der pH-Wert wird auf 7,3 bis 7,4 eingestellt

Minimalmedium mit Glucose als C Quelle

0,84g

0,29
0,059
0,5¢
0,019

19

10g

ad 1000 ml

Ko;HPO,
KH,PO,
CaS0O,4x 2 H,0O
MgSO, x 7 H,O
FeSO, x 7 H,O
(NH,),SO4
Glucose

aqua dest

Der pH-Wert wird auf 7,0 £0,1 eingestellt

Standard | Agar
15¢
1000 ml

Standard | Agar

aqua dest

39



MATERIAL & METHODEN

4.8 Mikroskopische Verfahren

Mit Hilfe von unterschiedlichen mikroskopischen Verfahren wurden die Anreichungskulturen
charakterisiert. Diese Verfahren sind in Tabelle 4.5 aufgefiihrt. Die lichtmikroskopischen
Untersuchungen und die DAPI-Farbung dienten dazu, die Zellformen zu bestimmen. Mit Hilfe
der elektronenmikroskopischen Aufnahmen sollten die Morphologien und die einzelnen
Zellen naher bestimmt werden. Die Immunofluoreszenz und
(FISH)

oxidierenden Bakterien bzw. Archaeen.

Kompartimente der

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung dienten der Identifikation der Ammoniak

Far die Einbettung der Zellen fur die elektronenmikroskopischen Aufnahmen war eine grof3e
Zelldichte notwendig. Fir die Immunofluoreszenz- und FISH-Aufnahmen mussten die Zellen
zuvor fixiert werden. Fur die Lichtmikroskopie bzw. DAPI Farbung reichten einige Mikroliter

einer Anreicherungskultur.

Tabelle 4.5 Aufstellung der verwendeten mikroskopischen Verfahren

Art der Mikroskopie Referenzen

Lichtmikroskopie Lichtmikroskopisch wurden vorhandene Morphologien der
Organismen in den Mischkulturen tberpruft.

Fluoreszenz Mikroskopie

DAPI Farbung DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff der zur Markierung von (PORTER &
doppelstrangiger DNA eingesetzt wird und der blaulich FEiG 1980)
fluoresziert. Mit dieser Technik kénnen eindeutig Zellen mit
DNA identifiziert werden.

Immunofluoreszenz Mit dieser Technik werden Zellen mit Hilfe von markierten (FIENCKE &
Antikdrpern gegen Enzyme angefarbt. In dieser Arbeit Bock 2004)
wurden Antikérper gegen die A- und B- Untereinheit der
Ammoniak Monooxygenase (AMO) verwendet.

Fluoreszenz in-situ Mit dieser Technik werden Zellen mit Hilfe von markierten (AMANN et al.

Hybridisierung (FISH) DNA Sonden angefarbt. Verwendet wurden in dieser Arbeit 1995)

Elektronenmikroskopie

Transmissions-Elektronen
Mikroskopie (TEM)

Raster-Elektronen
Mikroskopie (REM)

Sonden gegen Beta-AOB und Archaeen

Mit der Technik der Elektronenmikroskopie kénnen viel
gréRere VergroRerungen erreicht werden, um einen Einblick
in die Mikromorphologie der Zellen bekommen zu kénnen

Mit der TEM Technik kdnnen Schnitte durch Zellen sichtbar
gemacht werden. Dadurch kénnen Zellsegmente und
Zellkompartimente erkannt werden.

Mit der REM Technik kénnen ganze Zellen und ihre
Oberflachen sichtbar gemacht werden. Die Zellen werden mit
einer dunnen Goldschicht Uberzogen.

(SPURR 1969)

(REYNOLDS
1963)
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4.9. Molekularbiologische Methoden
4.9.1 DNA Extraktion

Die genomische DNA aus den Rein- und Anreichungskulturen wurden mit Hilfe des DNA
Isolierungskit ,Ultra CleanTM Microbial DNA Isolation Kit* der Firma MoBio Laboratories Inc.
extrahiert. FUr die Extraktion direkt aus Bodenproben wurde das ,Ultra CleanTM PowerSoil
DNA Isolation Kit* oder fir gréReres Volumen das ,PowerMax Soil DNA Isolation Kit*

derselben Firma verwendet.

Es wurde nach dem Protokoll des Herstellers vorgegangen. Der Aufschluss der Zellen
erfolgte sowohl chemisch als auch mechanisch. Die Inkubation mit dem Lysispuffer wurde
um einige Minuten verlangert. Um eine héhere Effektivitat bei der Eluierung der DNA vom

Spinfilter zu erreichen, wurde das Wasser vorher auf ca. 55 °C erwarmt.

Fir die DNA-Extraktion aus Rein- und Anreicherungskulturen wurden mindestens 10 ml
Zellsuspension nacheinander in einem 2 ml Reaktionsgefal} in einer Zentrifuge (Eppendorf
Biofuge) fur 15 min bei 10.000 g zentrifugiert. Wenn die 10 ml nicht ausreichten, wurden
solange weitere 2 ml der Zellsuspension hinzugefligt, bis ein kleines Pellet sichtbar wurde.
Fir die Bodenextraktion wurde 0,25 g Boden bzw. 10 g fur die Maxi Bodenextraktion aus der

Originalprobe benutzt.

Um die Konzentration der extrahierten DNA zu Uberprifen, wurde eine 1,5 %ige
Agarosegelelektrophorese bei 75 V fir 30 bis 45 Minuten durchgeflihrt. Dabei wurde ein
definierter DNA Standard (Fa. Fermentas) mit aufgetragen. Alternativ erfolgte die Messung
der Konzentration der DNA mit dem Photometer bei einer Wellenldange von 280 nm (Firma

Eppendorf).

Agarosegel 1,5 %
100 ml 1 x TAE Puffer
1,55¢g Agarose (Firma Fermentas)

Die Agarose kann bei 60 °C in einem Warmeschrank gelagert werden.

4.9.2 Polymerasenkettenreaktion (PCR)

Der Polymerasenkettenreaktion (PCR) liegen im Prinzip drei Teilreaktionen zugrunde. Im
ersten Schritt muss der DNA-Doppelstrang bei hohen Temperaturen aufgeschmolzen
werden. An die einzelstrangige DNA lagern sich die Primer, kurze Oligonukleotide, spezifisch
an. Diesen Vorgang nennt man Annealing. Die Annealingtemperatur eines Primers (TAm-
Wert) ist abhangig von der Basenpaarzusammensetzung und liegt in der Regel zwischen 40

und 60 °C. In Anwesenheit von freien Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTP) und den
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Primern im Uberschuss kann eine hitzebestandige DNA-abhéngige DNA-Polymerase die
Primerbindestellen bei 72 °C verlangern. Diese Reaktionen werden dann meist 25 bis 35-mal
wiederholt. Jeder dieser weiteren Zyklen steht fiir eine Verdoppelung des Amplifikats, so
dass die Anzahl der Kopien exponentiell ansteigt. Bei zu hoher Anzahl von Zyklen steigt die
Wabhrscheinlichkeit von fehlerhafter Bindung des Primers oder fehlerhaft eingebauter
Nukleotide. Daher sind 30 Zyklen in der PCR-Reaktion die Regel. Die PCR erfolgte in einem
Biometra Tpersonal Minicycler (Fa. Biometra) in einem 50 ul Ansatz in einem 0,2 ml PCR-
Reaktionsgefa®. Im PCR-Reaktionsgefals werden das PCR Reaktionsgemisch mit dem
DNA-Extrakt (5 bis 50 ng DNA pro ul) vermengt. In den Tabellen 4.6, 4.7 und 4.8 sind die

verwendeten Primerpaare angegeben.

PCR Reaktionsgemisch

5yl 10 x Reaktionspuffer (25 mM) (Fa. Fermentas, Dreamtaq)
6 ul dNTPs (2 mM) (Fa. Fermentas)

1 ul MgCl, (25 mM) (Fa. Promega)

1 ul Primer 1 (25 pmol/ml) (Fa. MWG)

1 ul Primer 2 (25 pmol/ml) (Fa. MWG)

(0,5 ul BSA (Bovines Serumalbumin) (20 mg/ml)) (Fa. Fermentas)
0,25 ul Tag-Polymerase (5 u/pl) (Fa. Fermentas, Dreamtaq)

Ad 50 pl pyrogen- nukleasenfreies PCR Wasser (Fa. Roth)

Tabelle 4.6 Sequenzen und Bezeichnungen der verwendeten Primerpaare fiir die Doméane der
Bacteria

) Bindungs- . . Annealing-
Bezeichnung ort Sequenz (5°— 37) Eoegiperatur Referenz
27F 16S Bac  AGAGTTTGAT(CT)AC)TGGCTCAG 55 (LANE 1991)
1492 R 16SBac  CGG(CT)TACCTTGTTACGAC
341 F GC 16SBac  *CCT ACG GGA GGC AGC AG 56 g“ggg)ZER ETAL.
907R 16SBac  AAACTCAAAGGAATTGAC
CTO189AFGC  R-AOB *GGAGRAAAGCAGGGGATCG 57 (1’;3"7")‘“0”“" ETAL.
CTO189CFGC  R-AOB *GGAGGAAAGTAGGGGATCG
CTO 654R R-AOB CTAGCYTTGTAGTTTCAAACGC
amoA-1F amoA GGGGTTTCTACTGGTGGT 58 ﬁ'gg;;”AUWE ETAL.
amoA-2R amoA CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC

Die Primer, die mit einem * gekennzeichnet sind, besitzen folgende GC Klammer:
5°- CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG-3
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Tabelle 4.7 Sequenzen und Bezeichnungen der verwendeten Primerpaare fiir die Doméane der
Archaea.

Bezeichnung Bindungs- Sequenz (5 — 37) Annealing- Referenz
ort temperatur [°C]
21F 16S Arch. TTCCGGTTGATCCYGCCGGA 58 (DELONG 1992)
958 R 16S Arch. YCCGGCGTTGAMTCCAATT
519 F GC 16S Arch. *CAGCCGCCGCGGTAA 57 (COOLEN ET AL. 2004)
915 R 16S Arch. GTGCTCCCCCGCCAATTCCT
Arch-amoAF amoA Arch. STAATGGTCTGGCTTAGACG 53 (FRANCIS ET AL. 2005)

Arch-amoAR amoA Arch. GCGGCCATCCATCTGTATGT

Die Primer, die mit einem * gekennzeichnet sind, besitzen folgende GC Klammer: 5°-
CGCCCGCCGCGCGLCGGLCGGGLCGGGGLGEGGEGGLACGGEGEE-3

Tabelle 4.8 Sequenzen und Bezeichungen anderer verwendeter Primerpaare

Bindungs.- Annealing-

Bezeichnung ort Sequenz (5°— 37) temperatur [°C] Referenz
M13-forward ~ VeKOrMCS - orrrroccagTCACGACGT 57 (MESsING 1983)
spezifisch
M13-revers VektorMCS - cACAGGAAACAGCTATGA
spezifisch
Als Standard PCR Programm wurde folgende Reihenfolge benutzt:
Denaturierung: 95 °C 5 min
Amplifizierung (30 Zyklen): 95°C45s
53 - 65 °C 45 s (Temperatur abhangig vom Primer)
72 °C 1 min
Verlangerung: 72 °C 15 min

Einige Faktoren wurden fur die verschiedenen Anwendungen verandert. Die
Annealingtemperatur ist abhangig von den verwendeten Primerpaaren. Die Elongationzeit ist
abhangig von der Lange des zu amplifizierenden DNA Stiickes und die Zyklenzahl ist
abhangig von der Art des DNA Stlickes, d.h. fur die Amplifikation von 16S Stlicken wurde die
Zyklenzahl auf 28 reduziert. Fur die Amplifikation von den Genen der amoA wurde die

Zyklenzahl auf 35 erhéht, um eine hdhere Ausbeute zu erreichen.
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TAE-Puffer (25fach)

242 g Tris

18,6 g Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Der pH-Wert wird mit Essigsaure auf 7,8 eingestellt
ad 2000 ml  aqua dest

Ethidiumbromidfarbelésung (200fach)
300 ug Ethidiumbromid
ad 100 ml aqua dest

Ethidiumbromidfarbebad
1,5 ml Ethidiumbromidfarbelésung (200fach)
400 ml aqua dest

4.9.3 Denaturierende Gradienten Gelelektrophorese (DGGE)

Mit der Denaturierenden Gradienten Gelelektrophorese (DGGE) ist es moglich, die
Schmelzeigenschaften von 16S rDNA Fragmenten von Mikroorganismen zu vergleichen
(MUYZER ET AL., 1998). Dadurch kann man auch Hinweise auf die vorhandenen
Sequenzunterschiede bekommen. Der bei der DGGE-Analyse verwendete denaturierende
Harnstoff-Formamid-Gradient wurde ausgehend von zwei unterschiedlich konzentrierten
Stammldésungen hergestellt. Der Gradient wurde durch die Verénderung des

Mischungsverhaltnisses variiert.

Das Mischungsverhaltnis fir die Stammloésung 1 und 2 lasst sich anhand der
standardisierten Formal nach MUYZER et al. (1998) berechnen:

(100 - X)V/100 + XV /100 =V Stammlésung 1 + V Stammlésung 2 (1:1)=V %

Dabei ist das X ein Platzhalter fir den minimalen bzw. maximalen Wert des einzustellenden
Gradienten in Prozent. Eine Variable ist auch das Volumen des Gels, das V bezeichnet die

Halfte des Gesamtvolumens.

Das Volumen des 8%igen Gels betrug insgesamt 42 ml, so dass die 50 und 80 % Ansatze
jeweils 21 ml betrugen. Diese wurden in Greinerrdhrchen vorgelegt und anschlieend mit
Hilfe eines Gradientenmischers zu einem linearen Harnstoff-Formamid-Gradient gegossen.
Das Sammelgel hatte ein Volumen von 10 ml und enthalt kein Harnstoff oder Formamid. Die
Polymerisation der Gele erfolgte durch die Zugabe der Starterreagenzien
Ammoniumpersulfat (APS) und N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED).

Zur Durchfihrung einer DGGE wurde das System Complete DCode System von Biorad

verwendet. In sterilen Greinerréhrchen wurden die Acrylamidlésungen vorgelegt und mit
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82 ul APS und 17 pl TEMED vermischt. AnschlieRend wurden die Lésungen in die Réhrchen
des Gradientenmischers gegeben. Das Gemisch wurde Uber eine Injektionsnadel mit Hilfe
einer Pumpe zwischen die Glasplatten geleitet. Danach wurde das Sammelgel mit 50 pl APS
und 10 pl TEMED vermischt und vorsichtig mit der Pumpe Uber das Trenngel geschichtet,
wobei vorher ein Kamm mit 15 Kammern zwischen die Glasplatten gehangt wurde. Das Gel

polymerisierte bei 4 °C fiir ca. 24 Stunden aus.

Die Taschen wurden mit 10 ul bis 50 pl des PCR-Produkts gefilllt. Es wurde kein Ladepuffer
verwendet, da zum Beschweren der FlUssigkeit bereits der PCR-Reaktionspuffer dient. Die
Menge des PCR-Produktes wurde durch die Intensitdt der Banden im Agarosegel
abgeschatzt. So wurde eine relativ homogene Bandenintensitat verschiedener Proben im
DGGE-Gel erreich. Die Proben wurden mit Hilfe von Gel-Ladespitzen aufgetragen. Die
leeren Taschen wurden mit einem Ladepuffer beladen um eine gleichmaflige Verteilung der

lonen im Gel zu erreichen, so wurde ein sogenanntes ,Smilybild“ des Gels verhindert.

Das mit den Proben beladene Gel wurde nun in die bereits auf 60 °C vortemperierte
Gelkammer eingesetzt. AnschlieRend wurde eine Spannungsquelle (Biorad Model 3000Xi)
angeschlossen. Die Gele wurden bei einer Spannung zwischen 100 und 220 V fir 8 bis 17
Stunden laufen gelassen. Wahrend des Laufes wurde kontinuierlich frischer Puffer auf das

Gel gepumpt.

Nach dem Ende des Gellaufes wurden die Glasplatten mit Hilfe von aqua dest. vorsichtig
entfernt. Die Uberstehenden Gelreste der Taschen wurden abgetrennt, um ein Einreil3en des
Gels zu verhindern. Das Gel wurde nun in einen Ethidiumbromid-Farbebad fir 20 min
inkubiert. Anschliellend wurde es in einem Bad mit aqua dest. kurz gewaschen. Das Gel

wurde mit einer Geldokumentationsanlage der Firma Biorad dokumentiert.

Um eine genauere Betrachtung der Diversitat zu ermdglichen und zu Uberprifen, ob die
gleichen Laufweiten im Gel den vermuteten Organismen zuzuordnen sind, wurden
beispielhaft DNA-Banden aus den DGGE-Gelen ausgeschnitten und sequenziert. Die
ausgeschnittene DNA wurde in 50 pl aqua dest bei 4 °C eluiert und anschlieBend in einer
PCR reamplifiziert. Bei dieser PCR wurde der Vorwarts-Primer ohne GC-Klammer
verwendet. Die 16S rRNA-Genfragmente wurden anschlieBend durch die Firma DNA-
Cloning Service (Biozentrum Klein Flottbek), Seqlab (Goéttingen) oder MWG (Ebersberg)

sequenziert.
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Stammldsung 1 (Acrylamidlésung mit 0 % Harnstoff-Formamid)

20 ml Acrylamidldsung (Fa. Applichem)
80 mi 1xTAE-Puffer
1ml 25xTAE-Puffer
Stammldsung 2 (Acrylamidlésung mit 100 % Harnstoff-Formamid)
20 ml Acrylamidlésung (Fa. Applichem)
42 g Harnstoff
40 ml Formamidlésung (Fa. Applichem)
4,5 ml 25x TAE-Puffer

ad 100ml aqua dest
Aus diesen Stammldsungen wurde ein Ansatz mit einem 50 % Harnstoff-Formamid-Gehalt

(Lésung A) und ein Ansatz mit 80 % Harnstoff-Formamid-Gehalt (Lésung B) hergestellt.

Lésung A (50 % Harnstoff-Formamid-Gehalt)

10,5 ml Stammldsung 1

10,5 ml Stammldsung 2
Lésung B (80 % Harnstoff-Formamid-Gehalt)

4.2 ml Stammldsung 1

16,8 ml Stammldsung 2

Ammoniumpersulfat (APS)
19 Ammoniumpersulfat (Serva)
10 mi aqua bidest

Die Losung wurde aliquotiert und bei -20 °C fiir zwei Wochen gelagert.

TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethan-1,2-diamin) wurde gebrauchsfertig von der Fa. Biorad

bezogen und bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt aufbewahrt.

4.9.4 RNA Isolation und Reverse Transkriptase (RT) PCR Anwendungen

Bei dem Arbeiten mit RNA, speziell mit mMRNA geht es darum, zu Uberprufen, ob bestimmte
Gene - in dieser Arbeit die Ammoniakmonooxygenase (AMO) - auch zu einem gewissen
Zeitpunkt exprimiert werden. Hauptproblem dabei ist, das mRNA sehr instabil ist. Zur
Stabilisierung kann es bei -70 °C eingefroren werden oder in RNA later (Firma Qiagen oder

Mobio) gelagert werden.

Fir die RNA-Isolierung aus Béden wurde das RNA PowerSoil Total RNA Isolation Kit fir 15
Anwendungen der Fima Mobio verwendet. Dieses Kit beinhaltet einen Chlorform/Phenol
Fallungsschritt zu Beginn der Extraktion. Fur die RNA Isolierung aus Anreichungskulturen
wurde das UltraClean Microbial RNA Isolation Kit der gleichen Firma verwendet. Die Reinheit

der isolierten RNA wurde anschlieBend mit dem Photometer (Fa. Eppendorf) bei einer
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Wellenlange von 260 und 280 nm bestimmt. Bei 260 nm sollte die OD bei 0,1 bis 1 liegen
und das Verhaltnis (260/280) zwischen 1,8 und 2,1 fur reine RNA liegen.

Um das exprimierte Gen der AMO zu amplifizieren muss die RNA erst einmal in cDNA
umgeschrieben werden, anschlielend kann diese mit den Primern fir die bakterielle und
archaeale AMO (Siehe Tab 4.6 und 4.7) amplifiziert werden. Mit dem OneStep RT PCR Kit
(Fa. Quiagen) kénnen diese beiden Schritte in einer Reaktion durchgefihrt werden. Daflr
wurde vor der normalen PCR ein Kochschritt eingebaut, bei dem die RNA in cDNA

umgeschrieben wurde.

RT PCR Mastermix

32 ul RNase free water

10 pl 5x Qiagen Onestep Puffer
2l dNTP’s

1ul Primer AmoA F (25 pmol)
1ul Primer AmoA R (25 pmol)
2 ul Quiagen Enzyme Mix

2 ul Template RNA

RT RCR Programm

Kochen 50 °C 30 min
Denaturierung 95 °C 15 min
95 °C 45s
Amplifizierung 53-59°C 45 s (Insgesamt 35 Zyklen)
Elongation 72 °C 1 min
53 -59 °C 1 min
72 °C 10 min
12°C

4.9.5 Klonierung

Als Klonierung bezeichnet man die Integration eines Gens oder DNA-Fragmentes in einen
Klonierungs- bzw. Expressionsvektor, sowie die nachfolgende Vermehrung und Expression
dieser rekombinanten DNA in einem geeigneten Wirtssystem. Alle identischen Nachkommen
einer einzigen Zelle werden als Klon bezeichnet. Ein geeigneter Wirtsorganismus ist
beispielsweise Escherichia coli. Diese Bakterien wachsen sehr schnell. Bereits in einer
Ubernachtkultur ist ausreichend Vektor-DNA vorhanden, so dass die klonierte DNA in vitro

untersucht werden kann.
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Der erste Schritt ist die sogenannte Ligation, also die Verknipfung des zu klonierenden
DNA-Fragmentes mit einem entsprechenden Klonierungsvektor mittels des Enzyms Ligase.
Es folgt die Transformation des rekombinanten DNA-Molekils in den entsprechenden
Wirtsorganismus und der Nachweis der rekombinaten E. coli Zellen durch das

Vorhandensein spezieller Selektionsmarker (,Blue-White-Screening®).

Bei der Ligation wurde das zu klonierende DNA-Fragment in einen entsprechenden Vektor
durch die T4 DNA-Ligase unter Ausbildung einer Phosphordiesterbindung eingefugt. Dieses
geschieht in Gegenwart von Mg®* und ATP. Als Vektoren dienten in dieser Arbeit pGEM-T
Plasmide der Firma Promega. Die Ligation wurde mit den Reagenzien und nach dem
Protokoll der Firma Promega durchgeflhrt. Fir den Ligationsansatz wurde jeweils 1,5 pl
PCR-Produkt mit 2,5 yl 2fach Rapid Ligationspuffer, 0,5 ul pPGEM-T Vektor (50 ng) und 0,5 pl
T4 DNA-Ligase (3 Weiss units/ul) versetzt und eine Stunde bei Raumtemperatur oder Uber
Nacht bei 4 °C inkubiert.

Als Transformation wird die Aufnahme der Plasmide mit dem zu klonierenden DNA Fragment
durch die kompetenten Zellen bezeichnet. Als kompetente Zellen dienten in dieser Arbeit die
Wirtszellen des E. coli Stammes DH5a (DNA Cloning Service, Biozentrum KleinFlottbek). Fir
die Transformation wurden die kompetenten Zellen zuerst auf Eis aufgetaut und vorsichtig
durchmischt. AnschlieRend wurden 25-50 ul der kompetenten Zellen in einem sterilen 1,5 ml
Reaktionsgefal vorgelegt und 2-3 pl des Ligationsansatzes hinzugefiigt und leicht gemischt.
Der Ansatz inkubierte dann 20 Min auf Eis. Danach folgte ein Hitzeschock fiur 45 Sek. bei

42 °C auf einem Heizblock und sofort darauf ein zweiminutiger Eisschock.

Danach wurde 20 bis 50 pl der transformierten Zellen zusammen mit 20 yl SOB-Medium auf
den LB-Amp-Platten (X-Gal und IPTG) ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die
positiven weilken Klone enthalten das rekombinante Plasmid. X-Gal ist ein modifizierter
Zucker, der durch das Enzym [(-Galactosidase gespalten werden kann und ein blau
gefarbtes Produkt ergibt. Die Plasmide, die eingesetzt wurden, tragen das sogenannte lacZ-
Gen, dieses ist flir die Expression der 8-Galactosidase verantwortlich. Die Expression der -
Galactosidase wird wiederum durch IPTG induziert. Die Bakterien, die ein eingebautes DNA-
Fragment tragen, haben ein unterbrochenes /lacZ-Gen; es werden keine blauen Farbstoffe
gebildet und die Kolonien bleiben weill. Die Bakterien ohne eingebautes Fragment farben

sich blau, da die 3-Galactosidase durch IPTG induziert weiterhin exprimiert wird.

Die positiven Klone wurden im ersten Schritt auf einer neuen LB-Amp-Platte in nummerierten
Feldern ausgestrichen und anschlieBend in 20ul pyrogen-nukleasenfreies PCR Wasser

Uberfihrt. Um die Zellen aufzubrechen und die DNA zu losen, wurden diese Ansatze fur 10
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Min. bei 96 °C gekocht. Danach wurde mit der gelésten DNA eine entsprechende archaeale
bzw. bakterielle 16S rRNA PCR mit den Primern in Tabellen 4.6 und 4.7 durchgefuhrt.

LB-Medium
109 Trypton
5¢g Bacto Yeast Extract
1049 1 M NaCl

ad 1000 ml  aqua dest
Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,0 eingestellt.

LB-Amp-Platten

Dem LB-Medium (1000 ml) wurden 15 g Agar-Agar hinzugefugt.
Das LB-Medium wurde erst nach dem sterilisiert und anschlielend bei 50 °C mit

Ampicillin, X-Gal und IPTG versehen:

Ampicillin (100 ng/ml): 1 ml auf 1000 ml Medium

X-Gal: 2 ml auf 1000 ml Medium

IPTG: 2 ml auf 1000 ml Medium
SOC-Medium

19 Trypton

0,25¢g Hefeextrakt

0,025 ml 1 M NaCl

0,125 ml 1 M KCI

48,875 ml aqua bidest

0,5 mi 2 M MgCl, x 7 H,O

0,5 ml 2 M D-Glucose x 1 H,O
IPTG (0,1 M)

1,29 Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid

ad 50 mi aqua bidest

Der Ansatz wurde steril filtriert, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

X-Gal
100 mg 5-Brom-4-chloro-3-indolyl-R-D-galactosid
2 ml N,N-dimethylformamid
Der Ansatz wurde steril filtriert, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

49



MATERIAL & METHODEN

4.9.6 Sequenzanalysen und Stammbaume

Die Sequenzierungen der Klone als auch der reamplifizieren DGGE Banden sind durch die
Firmen DNA-Cloning Service (Biozentrum Klein Flottbek), Seqlab (Géttingen) oder MWG
(Ebersberg) durchgefihrt worden.

Es folgte eine Auswertung und Bearbeitung der erhaltenen Sequenzen mittels des
Programms BioEdit (Version 7.0.8, 2007, 35 http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html).
Uberpriift wurden die Sequenzen anhand der in der NCBI Blast-Datenbank hinterlegten

DNA-Sequenzen (ALTSCHUL et al. 1990)(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi).

Das Aligment erfolgte mit dem Programm BioEdit. Bei diesem Verfahren werden die
Sequenzen so angeordnet, dass sich homologe oder identische Basen an der gleichen
Position befinden. Fir das Aligment wurde das eingebettete Programm ClustelW verwendet.
Phylogenetische Stammbaume wurden anschlieRend mit dem Programm Mega 5 (TAMURA
ET AL. 2007) berechnet. Hauptsachlich wurde das Neighbour-joining (NJ) und das Maximum-
Likelihood Verfahren benutzt.

Von den Clustering-Algorithmen, die keine molekulare Uhr beriicksichtigen, zahlt Neighbour-
Joining (SAITou & NEI 1987) zu den am haufigsten verwendeten. Es ist ein schnelles
Verfahren, um einen Minimum-Evolution-Baum zu erhalten. Voraussetzungen sind, dass die
Distanzmatrix die tatsachlichen evolutiven Distanzen wiedergeben. Bei der Neighbor-joining
Methode werden Baumtopologien als optimal bewertet, wenn die Abstande der Matrix am
besten mit den jeweiligen Astlangen Ubereinstimmen. Hierzu wurden 1000 mdgliche Baume
berechnet und die prozentualen Wahrscheinlichkeiten der Aste (groBer als 50 %) im

Bootstrap-Baum zusammengefasst.

Bei dem  Maximum-Likelihood-Verfahren  werden  verschiedene  Modelle  zur
Sequenzevolution genutzt. Parameter wie das Verhaltnis von Transversion zu Transition, der
Konservierungsgrad an bestimmten Positionen oder die Wahrscheinlichkeit fir
Konservierung im Gegensatz zur Mutation werden berlcksichtigt. Es werden diskrete

Merkmale untersucht und nicht wie bei der Distanzmethode ermittelte Matrizen.

4.10 Statistische Verfahren

Zur Bestimmung von bivariate Korrelation wurde die Software SPSS 16 verwendet.
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5. ERGEBNISSE
5.1. Bodenkundliche Charakterisierung der untersuchten Permafrostb6den

Fir die Untersuchungen der Ammoniakoxidation wurden Bdéden unterschiedlicher
geomorphologischer Landschaftseinheiten der Insel Samoylov analysiert und miteinander
verglichen. Die Béden lagen in der noch jungen Uberflutungsebene und in der hoher
gelegenen Flussterrasse, die einen groflen Bereich mit Eiskeilpolygonen und einen kleinen
trockeneren Bereich im Siiden aufweist. Im Abschnitt 3 sind die Untersuchungsstandorte
dargestellt. In Abbildung 3.5 sind die 7 Standorte eingezeichnet (siehe auch die letzte Seite
dieser Arbeit).

5.1.1 Boden der Flussterrasse

Die hoher gelegene Flussterrasse im 6stlichen Teil der Insel bildet mit ca. 3 km? den gréRten
Teil Samoylovs. Die Flussterrasse ist gepragt von der polygonalen Tundra, die von
Eiskeilpolygonen unterlagert ist. Im sudlichen Teil befinden sich trockene und versandete

Sandkeil und ,high-centered” Polygone.

5.1.1.1 Boden der polygonalen Tundra

Wahrend der Expedition 2007 wurden unterschiedliche Abfolgen der Bodenhorizontierung
der polygonalen Tundra charakterisiert. Der acht Meter lange Transekt war 50 cm breit und
bis zu 40 cm tief. (Siehe Abbildung 5.1 B) Die Abbildung 5.1 A gibt einen Uberblick tber die
Morphologie der polygonalen Tundra. In der Abbildung 5.2. ist sowohl die Horizontabfolge
Uber die gesamte Lange des Transektes abgebildet, als auch die VergroRerung der

beprobten Bodenabschnitte am Polygonwall und im Polygonzentrum.

Abb. 5.1 Uberblick iiber die Morphologie der polygonalen Tundra.
A Polygonale Tundra auf der Insel Samoylov mit einem Blickwinkel nach Nordost (2008). B
Gegrabenes Transekt von 2007
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Tabelle 5.1 Ausgewéhite Merkmale der Boden im Polygon des Transektes von 2007

Typic Aqiturbels im Polygonwall und Typic Historthel im Polygonzentrum

Koordination: N 72° 22,186, E 126°28,903

Datum der Profilaufnahme: 13.7.2007

Tiefe des Wasserspiegels bei Profilaufnahme: O cm GOF
Auftautiefe bei Profilaufnahme: 24 cm

Lage im Gelénde: Wall und Zentrum eines Eiskeilpolygons
Vegetation: nicht bestimmt

Substrat: Schwach zersetzter Torf (Polygonzentrum)
Holozane fluviatile Sande (Polygonwall)

Durchwur- Korngréenverteilung,
Horizont® Soil Tax Tiefe Boden- zelungs- Sand Sehiaf Boden- Corg N CIN Wasser- pH
i an chlu 0 0 0
Horizonte [cm] farbe intensitat o) (%) Ton [%] art [%] [%] gehalt [%] [H20]
Polygonwall: Typic Aquiturtel
Aa A 0-5 10YR 2/1 stak 78 18 4 Su2 8,5+5,0 0,2+0,1 35,1+8,6 54+10 6,4+0,4
. 10YR 5/1 .
Ahe/M/G Bgjj1 5-15 10YR 3/1 mittel 73 23 4 Su2 2,4£2,5 0,1£0,1 17,1£2,9 31£30 7,0£0,3
GO Bgjj2 15-24 10YR 3/1 mittel 58 35 7 Su3 3,240,0 0,1£0,0 17,0+0,8 35+10 6,5+0,1
Polygonzentrum: Typic Historthel
H Oi 0-5 10YR3/2 stark n.b. n.b. n.b. n.b. 16,4+3,0 0,7£0,0 33,9+3,1 72412 6,7+0,2
Aa Oeg 5-15 10YR3/2 schwach n.b. n.b. n.b. n.b. 14,4425 0,5+0,1 31,6+2,9 6819 6,2+0,2
Aa Oeg 15-24 10YR3/2 schwach n.b. n.b. n.b. n.b. 3,7£0,9 0,1£0,0 29,8+0,8 4219 6,2+0,0

n.b.: nicht bestimmt, (1)Korngréf3en von ZUBRYzCKI (2008). Wenn Standardabweichungen angegeben sind, wurden 2 Parallele bestimmt
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Oberhalb des Eiskeils und am Polygonwall sind deutliche Anzeichen fir Kyroturbation zu
erkennen, d.h. die einzelnen Horizonte richten sich mit dem Eiskeil auf und verlaufen nicht
horizontal. In den torfhaltigen Bdden des Polygonzentrums, waren keine deutlichen
Kryoturbationsmerkmale zu erkennen. Anhand des Sandbandes, ca. 20 bis 22 cm unterhalb
der Gelandeoberflache, sind nur leichte Schwankungen in den Horizontgrenzen zu sehen.
Aufbauend auf die Bodenansprache und die im Labor ermittelten Eigenschaften und
Merkmale (siehe Tabelle 5.1) wurden die Béden des Polygonwalls nach US Soil Taxonomy
(ST) als Typic Aquiturbel und die Bbéden des Polygonzentrums als Typic Historthel
klassifiziert.
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Abb. 5.2 Transsekt eines Eiskeilpolygons

a: Profilansicht des Transektes eines Eiskeilpolygons vom Eiskeil bis zum Zentrum des Polygons. b:
VergréfRerung des Bodenprofils im Polygonwall und c: Polygonzentrum. Die Klassifizierung erfolgte
nach Soil Tax. O: Organikhorizont, A: Mineralhoriziont, B:Unterbodenhorizont C: Untergrundhorizont;
W: Wasser, c:Konkretionen g: gleyig, j: Redox Merkmale, i: leicht umgesetztes organischen Material,
e:organisches Material, f:gefrorener Boden, m: massiv (Bild: S.Zubryzcki)

Die Typic Aquiturbel zeichnen sich durch einen hohen Wassergehalt und der
Strukturveranderung durch Kryoturbation aus. Wenn der Boden von einem Eiskeil oder von

eisreichen Sedimenten unterlagert ist, wird es als Glacic Aquiturbel klassifiziert.

Die Bbéden eines anderen Polygons (siehe Abb. 3.5 Standort 3) wurden 2008 in der gleichen
Weise klassifiziert. Die Bdden des Polygonwalls wurden nach der US Soil Tax als Typic
Aquiturbel, nach der World Reference Base (WRB) als Cryosol (Reductaquic) und nach der

Russischen Boden Klassifikation (RSS; Elovskaya, 1987) als ein Permafrost Peatichs Ley
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klassifiziert. Der Boden des Polygonzentrum wurde nach der US Soil Tax als Typic
Historthels, nach der WRB als Cryic Histosol und nach der RSS als Permafrost Alluvial
Muddy-Peat Gley klassifiziert.

Nach der US Soil Taxanony werden die von Permafrost beeinflussten Béden, die Gelisole,
zu Turbels, wenn Kryoturbationsmerkmale deutlich zur erkennen sind. Gerade im Wall der
Polygone waren die Merkmale deutlich ausgepragt. In Abbildung 5.2 sind die Veranderungen
der Horizontiibergange deutlich nachgezeichnet, die durch die Herausbildung des Eiskeils
entstanden sind. In der Abbildung 5.3 A sind die Kryoturbationsmerkmale nur schwach
erkennbar, die Boden des Polygonwalls wurden trotzdem als Turbels identifiziert. Der Coyq
Anteil und der Gesamtstickstoff nimmt mit der Tiefe ab. Im obersten Horizont war die
organische Substanz stark angereichert, aber nicht so stark wie im Zentrum. Die C/N-
Verhaltnisse nahmen auch mit der Tiefe ab, was ein Hinweis auf den Zersetzungsgrad der

organischen Substanz im Boden war.

Ocm
A 0cm
6 cm
. 5cm
Bgijj1
13-17 cm
Holzreste 10cm
Bgjj2
23,5cm 25cm

Abb. 5.3 Bodenprofile des Polygons

A Typic Aquiturbel im Polygonwall und B Typic Historthels im Polygonzentrum auf der Insel Samoylov.
Bodenhorizontsybmbole nach der US Soil Tax. Die Klassifizierung erfolgte nach Soil Tax. O:
Organikhorizont, A: Mineralhoriziont, B: Unterbodenhorizont; g: gleyig, j: Redox Merkmale, i: leicht
umgesetztes organischen Material, e:organisches Material

Der pH-Wert ist nur sehr schwach sauer. Die verfugbaren Nahrstoffe Phosphor und Kalium
nahmen mit der Tiefe stark ab und waren geringer als im Zentrum. Die Lagerungsdichten
lagen im Polygonwall bei ca. 1 g pro cm®, das Porenvolumen hatte einen Prozentanteil von
55 bis 67 %.
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Die Bdden des Polygonzentrums wurden aus zwei Grunden nicht als Histels, also
organische Bdden, sondern als Historthels charakterisiert. Die Bdden waren erstens zwar
mehr als 30 Tage wassergesattigt, sie wiesen aber nicht 80 Volumenprozent organisches
Material auf. In den Tabellen 5.1 und 5.2 sind die C,q4 -Gehalte angegeben; von diesem
konnte auf die organische Substanz geschlossen werden. Ab 15 cm nimmt der
Kohlenstoffanteil stark ab. Bis 15 cm ist die organische Substanz mit ca. 36
Gewichtsprozenten stark angereichert. Des Weiteren waren in den Bdéden der
Polygonzentren keine Kryoturbationsmerkmale zu erkennen, so dass sie nicht zu den
Turbels gezahlt werden. Die pH-Werte des Historthels im Polygonzentrum waren schwach
sauer mit 6,2 bis 6,7. Im Polygonzentrum hingegen war die Lagerungsdichte sehr gering mit
unter 0,5 g pro cm®. Die Poren nahmen dafiir aber einen sehr hohen Anteil ein mit bis zu
97 %. Die verfugbaren Phosphor- und Kaliumkonzentrationen nahmen mit der Tiefe stark ab.
Der verfiigbare Phosphor war im Polygonwall und Zentrum fast gleich mit rund 24 mg kg™ TS
im oberen Horizont. Das verfugbare Kalium war hingegen im Polygonzentrum hoher als im

Polygonwall mit bis zu 800 mg kg™ TS im oberen Horizont.
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Tabelle 5.2 Ausgewahlte Merkmale der Boden im Polygon des Polygon von 2008
Typic Aqiturbels im Polygonwall und Typic Historthel im Polygonzentrum

Koordination: N 72° 22,113, E 126°29,001 Koordination: N 72° 22,186, E 126°28,903
Datum der Profilaufnahme: 23.7.2008 Datum der Profilaufnahme: 23.7.2008
Tiefe des Wasserspiegels bei Profilaufnahme: O cm GOF Tiefe des Wasserspiegels bei Profilaufnahme: 0 cm, GOF
Auftautiefe bei Profilaufnahme:25,5 cm Auftautiefe bei Profilaufnahme:28,5 cm
Lage im Gelénde: Wall eines Eiskeilpolygons Lage im Gelénde: Zentrum eines Eiskeilpolygons
Vegetation: Moos-Seggen-Tundra Vegetation: nicht bestimmt
Substrat: Holozéne fluviatile Sande Substrat: Schwach zersetzter Torf
Soll Lager- KorngréRenverteilung
Hori- | Tax | Tiefe | Boden- | Durchwur ungs- Poren- Boden o . pH Wasserge Prert: | Keert
zont' | Hori- | [cm] | farbe | Z8UNGS- | gichte | VOlumen arty | Cool%l2 | N[l | CN2 iy |y [mg kg™ | [mg kg
Jonte intensitat [a/cms] [Vol %] Sand | Schluff | Ton 2~z 1 TS TSk
eme o] |6 | %]
Polygonwall: Typic Aquiturbel
Aa A 0-5 10YR2/1 | stak 1.0£0.1 68+3 n.b. n.b. n.b 10,0+3,4 | 0,3+0,1 | 3710 | 6,6 37-65 2314 2961210
Ahe/ . 10YR5/1 .
M/G Bgjj 5-15 10YR3/1 mittel 1.1£0.1 551 67+11 | 2949 512 Su3 3,1£0,5 | 0,2+0,0 | 18%2 6,6 31-38 510 55£16
GO Bgjj 15-24 | 10YR3/1 | mittel 1.1£0.3 64110 5419 3818 311 Su3 2,940,1 | 0,2+0,0 | 161 6,2 33-38 311 3015
Polygonzentrum: Typic Historthels
H Oi 0-5 10YR3/2 | stark n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 18,6+2,9 | 0,6+0,1 | 332 6,3 80-87 2449 8041224
Aa Oeg 5-15 10YR3/2 | schwach 0.5+0.1 87+3 n.b. n.b. n.b. 18,0+2,5 | 0,5£0,0 | 375 6,1 75-81 5+3 197+£102
Aa Oge 15-24 | 10YR3/2 | schwach 0.1+£0.0 9742 n.b. n.b. n.b. 6,5£0,9 | 0,2+0,0 | 371 6,0 59-74 11 50137

n.b.: nicht bestimmt, n.n. nicht nachgewiesen, (1) Mittelwerte aus den im Feld untersuchten Proben (2) Mittelwerte aus den Proben vor Ort gemessen, (3)
Mittelwerte aus den Proben die nicht gefroren nach Hamburg transportiert wurden (4) Bodenart nach KA5
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5.1.1.2 Boden der trockenen Flussterrasse

Im sudlichen Teil der Insel sind die auf der héher gelegenen Flussterrasse gelegenen
Polygone entwassert und versandet. Der Probenahmepunkt lag hier in der Nahe der
Forschungsstation, ca. 3 m vom KiIiff entfernt. Die Abbildung 5.4 gibt hier einen Uberblick
Uber die Lage der untersuchten Bdden, in Abbildung 5.5 ist das Bodenprofil des Typic
Psammorthel dargestellt und in der Tabelle 5.3 sind ausgewahlte Bodeneigenschaften
aufgefiihrt. Durch vergangene periodische Uberflutungsereignisse werden die Bdden stark
gepragt von Sandbandern mit unterschiedlichem Gehalt an organischer Substanz (Abb 5.5).
Die Béden wurden nach der US Soil Tax als Typic Psammorthel, nach der World Reference
Base als Haplic Cryosol und nach der Russischen Klassifikation als Permafrost Alluvial

Layered Primitive Sandy klassifiziert.

Abb. 5.4 Die Boden der trockenen Flussterrasse
Uberblick Uber die Lage der untersuchten Bdden der trockenen Flussterrasse (A) und dem darunter
liegenden KiIiff (B). Die Pfeile geben die Probenahmestellen in 1,5 und 2,5 m Tiefe am KIiff an.

Die Typic Psammorthel zeichnen sich dadurch aus, dass sie weder einen hohen Anteil an
organischer Substanz beinhalten noch mehr als 35 % Steinfragmente. Die Lagerungsdichte
war mit 1 bis 1,5 g/cm® recht hoch, dazu passten die Porenvolumen von rund 50 %. Die
KorngréRenverteilung war sehr konstant und lag bei tber 90 % Sand, rund 5 % Schluff und
2 % Ton. Die Anteile des organischen Kohlenstoffs mit 0,6 bis 0,8 % und des Stickstoffs mit
nur 0,1 % waren sehr gering. Die Probe aus 2,5 m Tiefe am Kiiff wies einen héheren Anteil
an organischer Substanz auf (2,9 % C,g). Die Boden waren schwach sauer und der
Wassergehalt stieg mit der Tiefe an. Die Konzentrationen des verfugbaren Phosphors und
Kaliums waren deutlich geringer als in der polygonalen Tundra. Der verfligbare Phosphor lag

unter 10 mg pro kg Trockensubstanz und Kalium bei unter 100 mg pro kg.
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Tabelle 5.3 Ausgewdhlte Merkmale des Typic Psammorthel auf der trockenen Flussterasse

Koordination: N 72° 22,065, E 126°28,0290

Datum der Profilaufnahme: 24.7.2008

Auftautiefe bei Profilaufnahme: 55 cm

Lage im Gelande: Im trockenen sudlichen Flussterrassenbereich
Vegetation: nicht bestimmt

Substrat: Holozéane fluviatile Sande

Soil Lager- = Korngréfienverteilung
. a | Tax Tiefe Boden- Durchwa- ungs- Boden- Corg o pH Wasser- Puert 1 Kyert A
Horizont Horiz [cm] farbe® zelungs- dichte volumen art [%] N [%]e C/Ne [H20l; gehalt [mg kg [mg kg
onte intensitat [g/om’] MI%L | Sand | Schluff Ton © [Yo]s TSy TS]4
giem ke Cls | [%la | [%ls
Trockene Flussterrasse: Typic Psammorthel
Ah A 0-5 10YR4/1 sstz rrlli 1,310,1 5412 9442 512 2+0 S 0,8+0,1 | 0,1#0,0 | 1742 6,4 3-10 9+3 7814
10YR4/1
Ah Bw Bw 5-15 10YR3/1 stark 1,3+0,1 5313 92+3 5+3 2+1 Ss 0,7+0,1 | 0,1£0,0 | 140 6,4 4-10 51 4246
10YR3/1
C Ab/C | 15-24 10YR3/2 stark 1,5+0,0 49+2 93+1 510 31 Ss 0,6+0,0 | 0,140,0 | 1241 6,4 6-11 312 2313
KIiff
n.b. n.b. 150 n.b. n.b. 1,540,1 54+1 93 5 2 Ss 0,6+0,4 | 0,0+0,0 | 152 6,8 6-25 4 19
n.b. n.b. 250 n.b. n.b. 1,0+0,1 665 92 6 2 Ss 2,9+1,5 | 0,2+0,1 1642 6,9 23-55 5 12

n.b.: nicht bestimmt, a: Horizontsymbole nach US Soil Tax, b: Fabtafel nach Munsell, c: insgesamt 5 Stechringe, d: drei Parallele ungefroren transportiert,

e: 3 Parallele, gefroren transportiert, f: vor Ort bestimmt. Die Proben des Kliffs wurden nicht in mehreren Parallelen genommen
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Abb. 5.5 Bodenprofil des untersuchten Typic Psammorthel der trockenen Flussterrasse.
Die Einteilung in Bodenhorizonte erfolgt nach US Soil Tax. A: Mineralhorizont, B: Unterbodenhorizont
C: Untergrundhorizont; b: tGberschiittet genetisch, w: in Farbe und Struktur geandert.
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5.1.2 Béden der jiingeren Uberflutungsebene

Die jungere Uberflutungsebene liegt im westlichen Teil der Insel Samoylov und zeichnet sich
im Allgemeinen dadurch aus, dass sie jahrlich im Frihjahrshochwasser ein bis mehrmals
Uberflutet wird. Die grof3e vegetationsfreie, sandige Strandflache wird in dem relativ kurzen
Vegetationsperiode von Mitte Juni bis Ende August langsam mit Vegetation bedeckt, die sich
von der vegetationsbedeckten Uberflutungsebene Richtung Strand ausdehnt. In dieser Arbeit
wurden sowohl der Stand ohne Vegetationsbedeckung, als auch die Uberflutungsebene, die

ganz-jahrig mit Vegetation bedeckt ist, untersucht.

5.1.2.1 Die Boden des Strandes

Die Abbildung 5.6 gibt einen Uberblick tiber den Strand. Deutlich wird, dass der Strand keine
Vegetation aufweist. Die Abbildung 5.7 zeigt das dazugehoérige Bodenprofil. Auch hier ist
eine deutliche Banderung zwischen dunklen organikreichen und sandigen Schichten zu

erkennen, die durch Uberflutungsereignisse entstanden ist.

Abb. 5.6 Lage des Probenahmepunktes am Strandstandort
Mit einem Kasten ist der Probenahmeort gekennzeichnet. Im Hintergrund sind die Forschungsstation
und ein Forschungsschiff des Lena-Delta Reservates zu sehen.

Der Boden wurde nach der US Soil Tax als Psammentic Aquorthel (ST), nach der WRB als
Haplic Cryosol Reductaquic und nach der russischen Klassifikation als Permafrost Alluvial

Layered Sandy beschrieben.

In der Tabelle 5.4 sind ausgewahlte Bodeneigenschaften des Profils am Strand aufgefihrt.
Die Horizonte unterschieden sich vor allem in ihrem Anteil an organischer Substanz. Die
obere organikreiche Schicht wies als Substrat ein Sandlehm auf (Slu), d.h. der Sandanteil
lag bei rund 50 % und der Schluffanteil bei ca. 30 %. Die drei Parallelen unterschieden sich

aber sehr stark, was an der Standardabweichung von zum Teil mehr als 50 % erkennbar ist.
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Die Lagerungsdichte nahm mit der Tiefe von 1,5 auf 1,4 ab und das Porenvolumen wurde
kleiner (von 60 % auf ca. 53 %). In der oberen Schicht war sowohl der Gehalt an
organischem Kohlenstoff mit 2,3 % als auch das C/N-Verhaltnis mit 15 héher als in der
sandigen Schicht. Der Boden war neutral mit einem pH-Wert von 7 und der Wassergehalt

nahm von Uber auf unter 20 % ab. Der verfigbare Gehalt an Phosphor und Kalium war im

oberen Horizont fast drei Mal so hoch, wie in dem darunterliegenden (13 zu 5 mg kg™ bzw.
28 zu 12 mg kg™).

0cm

Cg1

11 cm

42 cm
Cg3
60 cm

Cg4

Abb. 5.7 Bodenprofil des untersuchten Psammentic Aquorthel am Strand
Die Einteilung in Bodenhorizonte erfolgt nach US Soil Tax. C: Untergrundhorizont; g: gleyig
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5.1.2.2 Die Bdden der Uberflutungsebene

Die Béden der vegetationsbedeckten Uberflutungsebene lagen im westlichen Teil der Insel
und bilden keine Frostmuster aus. Die Vegetation bestand hauptsachlich aus Wollgras
(Eriophorum spec), Kriechweiden (Salix spec) oder Birken (Betula spec). Die Béden der
Uberflutungsebene wurden nach der US Soil Tax als Typic Psammorthel, nach der WRB als
Haplic Cryosol Oxyaquic und nach der russischen Bodenklassifikation als Permafrost Alluvial
Layered Primitive Sandy klassifiziert. Die Béden der Uberflutungsebene wurden, wie die
Bdden der trockenen Flussterrassem, als Typic Psammorthel klassifiziert. Beide Béden
wurden durch &ahnliche Prozesse gebildet. Die Schichtungen mit Sediment mit einem
unterschiedlichen  Gehalt an organischer Substanz sind durch periodische
Uberflutungsereignisse entstanden. Die Abbildungen 5.8 geben einen Uberblick Uber den

Beprobungsort.

Abb. 5.8 Die Uberflutungsebene
A: Uberblick Uber die Lage des Probenahmeortes, im Hintergrund die Forschungsstation.
B: Uberflutungsebene mit Vegetation

In der Abbildung 5.9 wird die Horizontabfolge dargestellt und in der Tabelle 5.5 sind
ausgewahlte Bodeneigenschaften zusammengestellt. Die Horizonte unterschieden sich in
die Lagerungsdichte, Porenvolumen und KorngréRen nur wenig. Die Lagerungsdichte nahm
von 1,4 auf 1,2 g pro cm®ab. Das Porenvolumen schwankt um 55 - 62 %. Die Bodenart liegt
im Ubergang von Reinsanden zu Schiuffsanden mit einem Sandgehalt von 84 bis 90 %.
Auch der Kohlenstoff- und Stickstoffanteil nimmt nur sehr wenig mit der Tiefe ab, C liegt bei
1% und N bei 0,1 %. Verfigbares Phosphor und Kalium fanden sich hauptsachlich im
oberen Horizont, die Konzentrationen waren aber insgesamt deutlich geringer als in der
polygonalen Tundra. Phosphor wies eine Konzentration von rund 10 mg pro kg und Kalium

von 40 bis 25 mg pro kg (mit der Tiefe abnehmend) auf.
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Abb. 5.9 Bodenprofile des untersuchten Typic Psammorthel in der Uberflutungsebene
Die Einteilung in Bodenhorizonte erfolgt nach US Soil Tax. A: Mineralhorizont, C: Untergrundhorizont;
b: Uberschiittet genetisch
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Tabelle 5.4 Ausgewihlte Merkmale des Psammentic Aquorthel am Strand der jungen Uberflutungsebene

Koordination: N 72° 22,125, E 126°27,568
Datum der Profilaufnahme: 28.7.2008

Auftautiefe bei Profilaufnahme:62 cm

Lage im Gelénde: In der jungen Uberflutungsebene nahe des Flusses Lena
Vegetation: Nicht vorhanden
Substrat: Holozéne fluviatile Sande

_ Lager- _ KorngréRenverteilung .
Hori- | Soil Tiefe BOdeTJ- Dzuerl(ljr:lvg\;nsJ r ungs- vZﬁJrr?en Boden- Corg N CIN pH Wgehalta[sser [mngel:g'1 [mgv?(r;;'1
a - i o o e
zont” | Tax | [em] | farbe intensitat | | ‘j'(fnﬂf]c Vol %Jc | Sand | Schiuff | Ton |2 [ele | D%l [H0If | oy TSl4 TSlq
9 (%] (%] | (%]
toM | Cg1 | 05 | 10YR3/ keine 1,5+0,0 608 | 50+13 | 32+18 | 41 | Slu 2,30,6 | 0,2¢0,0 | 15¢1 | 6,9 | 28-40 | 13%2 3811
. ép' Cg2 | 10-20 | 10YRé/4 keine 1,4+0,1 53+4 961 20 0+0 | ss 0,2¢0,1 | 0,0£0,0 | 12¢3 | 7,0 | 4-20 541 1242

n.b.: nicht bestimmt, a: Horizontsymbole nach US Soil Tax, b: Fabtafel nach Munsell, c: insgesamt 5 Stechringe, d: drei Parallele ungefroren transportiert, e: Mittelwerte aus den Proben,
die wahrend der Vegetationsperiode genommen wurden (4 Parallele), f: vor Ort bestimmt

Tabelle 5.5 Ausgewihlte Merkmale des Typic Psammorthel in der Uberflutungsebene

Koordination: N 72° 22,141, E 126° 28,067
Datum der Profilaufnahme: 28.7.2008

Auftautiefe bei Profilaufnahme: 72 cm

Lage im Gelande: In der jungen Uberflutungsebene mit Vegetation
Vegetation: Nicht bestimmt
Substrat: Holozane fluviatile Sande

g Lager- ) KorngréRenverteilung )
Hori- | Soil Tiefe | Boden- | Durchwur ungs- Poren Boden- Corg N pH W Prer, A Kvert A
zont® | Tax [cm] | farbe® zelungs- dichte | volumen art [%] [%] CMNe | 1,05 | 9t | [mg kg [mg kg
intensitat [g/om3] [Vol %] Sand Schluff | Ton © © 2 [%]f TSy TSy
gremsle [%] [%] | [%]
aAh A 0-5 10YR4/2 sehr stark 1.40.1 5814 901 712 311 SS 0,9+0,1 | 0,1£0,0 | 14+1 7,3 10-15 841 42+23
aAh/a A, 10YR4/2
M1 Ab/C 5-15 10YR3/1 sehr stark 1.310.1 5616 8416 1214 241 Su2 1,0£0,4 | 0,1+0,0 | 16%2 7,2 11-15 811 26+10
10YR4/2
aM1 C/Ab | 15-25 10YR3/1 sehr stark 1.2+0.0 6215 88110 919 312 ss 1,0+0,7 | 0,1£0,0 | 1414 71 6-28 6+1.8 29112

n.b.: nicht bestimmt, a: Horizontsymbole nach US Soil Tax, b: Fabtafel nach Munsell, c: insgesamt 5 Stechringe, d: drei Parallele ungefroren transportiert, e: Mittelwerte aus den Proben,
die wahrend der Vegetationsperiode genommen wurden (4 Parallele), f: vor Ort bestimmt
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5.1.3 Beschreibung des untersuchten Permafrostaufschlusses am Kiliff

Mit der Untersuchung des Permafrostaufschlusses (Abb. 3.4, Punkt 7) am Kiiff auf Samoylov
sollten das Vorkommen und die Aktivitaten der Ammoniak oxidierenden Mikroorganismen in
unterschiedlichen Tiefen (und damit mit unterschiedlichem Alter) und somit auch in
gefrorenen Permafrostschichten untersucht werden. Dazu wurde ein Kistenaufschluss bis in
eine Tiefe von 4,9 m unter Gelandeoberflache beprobt (Abbildung 5.10). Bei der
Probenahme wurden die locker anliegenden Sedimente 10 bis 30 cm entfernt, so dass eine
senkrechte Wand entstand. Ab einer Tiefe von 4,1 m wurde der Permafrost aufgegraben und

die Proben wurden aus dem Permafrost enthommen.

Der Aufschluss bestand aus holozanen fluviatiien Sanden, die in wechselnden Lagen
unterschiedliche Anteile an Torf und zum Teil auch Holzreste enthielten. In Tabelle 5.6 sind
ausgewahlte Bodenmerkmale aufgefihrt. Fur die Korngrofienanalyse wurden nicht alle
Horizonte untersucht, sondern nur die mit einem Anteil an organischen Kohlenstoff von unter
10 %. Bei den gemessenen Proben nahm der Sandanteil mit der Tiefe ab von tber 97 % in
1,8 m Tiefe auf unter 35 % in 4,7 m Tiefe. Der Tonanteil nimmt dabei auf Gber 10 % zu. In

Abbildung 5.11. ist die Korngréfienverteilung und die pH-Werte graphisch dargestellt.

Abb. 5.10 Das Samoylov Kiiff als
Kiistenaufschlusses auf der Insel Samoylov.
Permafrost ab 4,1 m
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Tabelle 5.6 Charakterisierung des Samoylov-Kliffs an einem Kiistenausschluss der Insel Samoylov

Koordinaten: N 72°21°59.0°", E 126°29°37.4""
Datum der Probenahme: 21.08.2008

Auftautiefe: 55 cm

Lage im Geldnde: Kiistenaufschluss an der Siid-Ost-Kiste der Insel Samoylov, Lena-Delta
Substrate: Torfhaltige holozane fluviatile Sande

. . 1
Tiefe Horizont- Beschreibung der KorngroRenverteilung Boden- o o Prer. Kuert
[m] tiefen Horizonte im Feld art C %s N%s C/Ns PHHZOLs | [mg kg [mg kg
Sand [%] | Schiuff[%] | Ton [%] TS) TSk
Humus reiches
0,6-0,7 55-75 Sandband mit Tort n.b. n.b. n.b. 58t0,1 | 0,4+0,0 | 16,3x0,4 | 5,6:0,3 2,56 40
1-1,1 75— 165 Torf mit etwas Sand, n.b. n.b. n.b. 11,0¢0,6 | 0,4+0,03 | 255+2.8 | 5,8:0,0 2,56 46
braun, sehr trocken
1,8-1,9 | 165—200 Sandband 97,10 1,87 2,07 Ss 0,4+0,0 | 0,0£0,0 | 16,2+3,1 | 59402 2,01 11
21-22 | 200-230 Torf mit Schluff n.b. n.b. n.b. 6,7+0,3 | 0,300 | 21,809 | 6,1+0,1 5,68 44
235-245 | 230 - 245 Sa“g&’;’;‘é‘l:ie'e 95.99 1,74 225 Ss 03:00 | 0,0%00 | 12,9426 | 6,603 6,97 17
29-3 | 245-335 | Torf Sé@fufghsmrker 37,80 51,85 10,62 Uls 2,4+04 | 0,2#¢0,0 | 16,1:t0,6 | 6,903 10,27 50
3,35-3,45 | 335— 350 Torfband, braun n.b. n.b. n.b. 10,8+0,7 | 0,3:t0,0 | 31,6211 | 7,1:04 6,60 55
Torf, Sq_hluff, Holz,
39-4 | 350-410 kleine Aste, stark 39,77 49,80 10,46 Slu 32+0,2 | 0,2¢0,0 | 18,1:t0,0 | 7,3%0,3 9,72 48
durchwurzelt
4,7-48 | 450-490 | Torf, Schiuff, viel Holz, 34,21 55,17 10,64 Uls 43+05 | 02400 | 184+06 | 7.10.0 14 49 38
Holzbalken bei 44,5 m, 1OEY, 42U, 40, , 120, ,
@10 bis 15 cm

n.b. nicht bestimmt; 1: Nur ungefrorene Proben, 2: Nur aus gefroren transportierten Proben, 3.:Mittelwert aus zwei Parallelen aus gefrorenen und ungefrorenen
transportierten Proben
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Die Unterschiede in den Horizonten ergeben sich in erster Linie aus dem Gehalt an
organischer Substanz. Es wechseln sich dunkle organikreichen torfige Sandlagen und helle
sandige Horizonte ab. Der Anteil an organischen Kohlenstoff lag zwischen 0,5 und 11 %. Es
war also Torf vorhanden, aber kein Horizont enthielt ausschlieBlich Torf als Substrat. Die
C/N-Verhaltnisse variierten dem entsprechend von knapp Uber 10 bis tber 30. Der pH-Wert
nahm mit der Tiefe zu und steigt von 5,6 auf 7,1. Es wurden nur geringe Gehalte an
verfiigbaren Phosphor und Kalium gemessen. Phosphor stieg kaum tiber 10 mg kg”' und

Kalium kaum tber 50 mg kg™ Trockensubstanz.
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Abb. 5.11 KorngréBenverteilung und pH-Werte im Kiiff.
Tiefenangaben in m. Probenahme im August 2008
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5.2 Bodenkundliche Charakterisierung der Vergleichsbéden im gemaBigten Klimat

Als ein Vergleichsstandort im gemaRigten Klimat dienten Béden am westlichen Ende der

Hahnheide, norddstlich von Hamburg. Die Vergleichsbéden lagen im Auenbereich des

Mihlenbachs. Die Abbildung 5.12 zeigt einen Uberblick tiber den Probenahmeort.

Abb. 5.12 Uberblick iiber den Probenahmeort in der Hahnheide.
A: Bild vom Frihling 2009. B: Bild von der Probenahme im Dezember 2009.

Die Abbildungen 5.13 bis 5.15 zeigen die Profile der drei unterschiedlichen Standorte. Die
drei Bdden wurden als Humusgley, Auengley und Anmoorgley nach der deutschen
Bodenkundlichen Kartieranleitung (AG Boden, 2005) klassifiziert. In der Tabelle 5.7 sind
ausgewahlte Bodeneigenschaften angegeben. Maligeblich unterschieden sie sich im Gehalt
an organischer Substanz, die im Anmoorgley mit Uber 7 % C in dem Aa Horizont am
héchsten war und im Auengley mit rund 2,5 % C am niedrigsten war. Grundsatzlich nahm

der Kohlenstoffgehalt in allen Boéden mit der Tiefe ab.

Ocm
Ah

5cm

Ah

15 cm

aG
25 cm

Abb. 5.13 Bodenprofils des Humusgley aus der Hahnheide.
Etwa 6 m vom Mduhlenbach entfernt. Horiziontsymbole aus der deutschen KA 5. Ah: humusreicher
Oberbodenhorizont aG: Anmooriger G-Horizont (Grundwasser beeinflusst)
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Die C/N-Verhaltnisse waren im Humusgley und im Auengley sehr eng mit 10 bis 12. Im
Anmoorgley liegen die C/N-Verhaltnisse mit 13 bis 20 deutlich weiter. Die pH-Werte im
Humus- und Auengley waren sehr schwach sauer mit 6 bis 6,6, im Anmoorgley waren sie

allerdings mafig sauer bei 4,6 bis 4,8. Die Wassergehalte lagen bei knapp uber 50 bis 75 %.

oem Ah
5cm

Ah / Gor
15 cm

Gor
25cm

Abb. 5.14: Bodenprofils des Auengley aus der Hahnheide.

Direkt am Miuhlenbach gelegen. Horiziontsymbole aus der deutschen KA 5. Ah: humusreicher
Oberbodenhorizont, Gor:  G-Horizont (Grundwasser beeinflusst) mit Oxidations- und
Reduktionsmerkmalen.

Ocm

Aa

5cm
jAa
15 cm

jGho

25cm

Abb. 5.15 Bodenprofils des Anmoorgley aus der Hahnheide.

Rund 30 m vom Mduhlenbach entfernt gelegen. Horiziontsymbole aus der deutschen KA 5. Aa:
anmooriger Oberbodenhorizont, j: antropogen umgelagertes Naturprodukt, Gho: humusreicher und
oxidierter G-Horizont (Grundwasser beeinflusst)
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Tabelle 5.7 Ausgewdéhlte Merkmale der Proben aus den Vergleichsbdden der geméaBigten Klimaten

Koordinaten: N 53°37°26"", E 010°24°46""
Datum der Probenahme: 4.3.2009 bzw. 8.4.2009

Lage im Gelande: Westlicher Rand der Hahnheide, Auenbereich des Mihlenbachs
Substrate: Gleye aus fluvitalen Sanden und Torfen

Durch W Gelbste Anorganische Stickstoffverbindungen
. Tiefe Boden- urehwur- asser (DIN)
Horizont, farb zelungs- C %3 N%3 C/N3 pH (H20)3 gehalt
[m] arbe intensitat [%] Ammonim N Nitrit-N Nitrai-N
[RgNg TSh ["gNg TSh [hgNg" TSh
Profil 1 Humusgley
Ah 0-5 7,5 YR 3/1 stark 6.3 0.5 12 6.2 53.4 0.09 n.n. 51.64
Ah 5-15 7,5 YR 3/1 stark 4.7 0.4 11 6.1 56.9 0.01 n.n. 51.68
aG 15-30 7,5 YR 3/2 mittel 43 0.4 11 6.0 56.8 0.00 n.n. 41.05
Profil 2 Auengley
Ah 0-5 7,5YR 2,5/2 n.b. 2.5 0.2 12 6.6 69.0 0.00 n.n. 60.16
Gley 1 3/10Y
Ah / Gor 5-15 25YR 3/6 n.b. 2.3 0.2 12 6.5 72.2 0.01 n.n. 39.28
Gley 1 3/10Y
Gor 15-25 25YR 3/6 n.b 1.6 0.1 12 6.4 75.7 0.00 n.n. 23.34
Profil 3 Anmoorgley
Aa 0-5 sw:schwarz n.b 8.5 0.6 13 4.8 52.6 1.77 n.n. 39.56
jAa 5-15 sw:schwarz n.b 7.0 0,4 16 4.6 60.6 0.66 n.n. 16.19
jGho 15-25 sw:schwarz n.b 5,6 0.3 21 4.8 68.6 0.48 n.n. 17.84

n.b: nicht bestimmt. n.n.: unter Nachweisgrenze, a: Horizontsymbole nach KAS, b: Bodenfarbe bestimmt nach Munsel Tafel oder KAS5. Keine Doppelbestimmung
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5.3 Geloste anorganische Stickstoffverbindungen (DIN)
5.3.1 DIN in den kalten Klimaten

5.3.1.1 Verteilung von DIN iiber die Vegetationsperiode in den Béden der
verschiedenen geomorphologischen Einheiten

Im Sommer 2008 wurden im Lena-Delta, Sibirien, in der Vegetationsperiode von Mitte Juli
bis Ende August aus den Bdden unterschiedlicher geomorphologischer Einheiten (Abschnitt
3.1) Proben entnommen und die extrahierbaren pflanzenverfigbaren geldsten
anorganischen Stickstoffverbindungen (DIN) vor Ort gemessen. Die Entnahme der Proben
fir die Untersuchungen erfolgte im active layer der Permafrostbdden. Als active layer wird
der oberste Bereich des Bodens bezeichnet, der wahrend der Sommermonate auftaut und in
dem die meisten biologischen Prozess ablaufen. Die Proben aus dem Kiiff unterhalb der
trockenen Flussterrasse Dbildeten eine Ausnahme, da die Proben zwar zum
Entnahmezeitpunkt aufgetaut waren, aber mit 1,5 m und 2,5 m Tiefe deutlich unterhalb des
active layer lagen. Uber die Verteilung der DIN wurden Hinweise auf Umsatzraten der N-
Mineralisation und Stickstofflimitierung gewonnen. Die Abbildung 5.16 zeigt in den einzelnen

Untersuchungsgebieten die gemessenen N-Ammonium- und N-Nitrat-Werte.
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Abb. 5.16 N-Ammonium- und N-Nitratwerte der Béden der geomorphologischen Einheiten
Sie wurden in verschiedenen Bodentiefen an verschiedenen Probenahmeorten auf der Insel
Samoylov im Lena-Delta in Nordostsibirien gemessen. Die Proben wurden zu vier unterschiedlichen
Zeiten in der Vegetationsperiode von Mitte Juli bis Ende August 2008 entnommen. PW: Polygonwall;
PC: Polygonzentrum; FT: Flussterrasse, K: KIiff; St: Strand; UE: Uberflutungsebene. Die Zahlen
geben die jeweilige Tiefe in cm an. Standardabweichung von 2 Parallelen in Doppelbestimmung.
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Ammonium wurde wahrend der gesamten Vegetationsperiode in den wassergesattigten
Horizonten des Polygonzentrums mit der Zeit angereichert. In den Bdden ohne
Vegetationsbedeckung am KIiff und am Strand waren dagegen zu Beginn der
Vegetationsperiode die Ammoniumwerte hdéher und nahmen mit der Zeit ab. Generell
nahmen die Ammoniumkonzentrationen mit der Tiefe ab. Eine Ausnahme war das KiIiff
unterhalb der trockenen Flussterrasse. Hier wies die Probe in 2,5 m eine hohere
Ammoniumkonzentration auf als in einer Tiefe von 1,5 m. In den sandigen Bdden der
trockenen Flussterrasse und der Uberflutungsebene waren nur sehr geringe
Konzentrationen an Ammonium nachzuweisen. N-Nitrat (farbige Punkte in Abbildung 5.15)
wurde nur am Kiiff und in der Uberflutungsebene einschlieBlich Strand nachgewiesen. In
den Bdden ohne Vegetationsbedeckung (KIiff und Strand) kam es am Ende der
Vegetationsperiode zu einer Anreicherung des Nitrates. In den oberen 5 cm des
Strandbodens lag der Wert mit 150 mg/lI Uber dem Grenzwert fur Trinkwasser, der bei 50
mg/l liegt (TRINKWASSERVERORDNUNG, 2001).

In Abbildung 5.17 werden die N-Nitrit-Werte Uber die Vegetationsperiode dargestellt. Nitrit
war nur in Spuren nachweisbar und lag unter 0,1 ug g' TS. Ende August, stiegen die
Nitritkonzentrationen in der obersten Schicht des Standes auf fast 0,2 pug g™ an. In dieser

Probe wurden auch sehr hohe Nitratwerte gemessen.
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Abb 5.17 N-Nitrit-Werte der Béden der geomorphologischen Einheiten.

Sie wurden in verschiedenen Bodentiefen an verschiedenen Probenahmeorten auf der Insel
Samoylov im Lena-Delta in Nordostsibirien gemessen. Die Proben wurden zu vier unterschiedlichen
Zeiten in der Vegetationsperiode von Mitte Juli bis Ende August 2008 genommen. PW: Polygonwall,
PC; Polygonzentrum, FT: Flussterrasse; K: KIiff, St: Strand, UE: Uberflutungsebene. Die Zahlen
geben die jeweilige Tiefe in cm wieder. Standardabweichung von 2 Parallelen in Doppelbestimmung.
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Die Abbildung 5.18 zeigt die extrahierbaren gelésten anorganischen Stickstoffverbindungen
(DIN), also die Summe aus N-Ammonium, N-Nitrit und N-Nitrat, Gber die Vegetationsperiode
in den Untersuchungsgebieten. In den sandigen Bdden der Flussterrasse (FT) und der
Uberflutungsebene (UE) wurden sehr geringe Konzentrationen an DIN gemessen, sie lagen
kaum {ber 0,5 ug g”' TS. Im organikreichen Kiiff und am Strand lagen die DIN deutlich hdher
und nahmen aber im KiIiff iber die Vegetationsperiode ab. In der obersten Schicht des
Strandes nahm die DIN Konzentration erst von 10 ug g’ TS ab, um sich am Ende der
Vegetationsperiode als N-Nitrat stark anzureichern. In der polygonalen Tundra
unterscheiden sich der Polygonwall und das Polygonzentrum voneinander. Im Polygonwall
nahmen die DIN {ber die Zeit zu bis maximal 2,5 ug g’ TSin einer Tiefe von 0 - 5 cm. Im
Polygonzentrum erreichten die DIN eine Konzentration bis zu 12,5 pg g' TS. Die
Konzentrationen nahmen mit der Tiefe jeweils ab, was auf die abnehmende
Sauerstoffversorgung zurtckzufuhren ist. Die verfugbaren Stickstoffverbindungen sind also
abhangig vom Gehalt an organischer Substanz und vom Wassergehalt und damit
einhergehend von der Sauerstoffverfigbarkeit. Zusatzlich hat die Vegetationsbedeckung

einen Einfluss auf die Verfugbarkeit an DIN Verbindungen.
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Abb. 5.18 DIN der Béden der geomorphologischen Einheiten.

Sie wurden in verschiedenen Bodentiefen an verschiedenen Probenahmeorten auf der Insel
Samoylov im Lena-Delta in Nordostsibirien gemessen. Die Proben wurden zu vier unterschiedlichen
Zeiten in der Vegetationsperiode von Mitte Juli bis Ende August 2008 genommen. PW: Polygonwall,
PC; Polygonzentrum, FT: Flussterrasse, K: KIiff, St: Strand, UE: Uberflutungsebene. Die Zahlen
geben die jeweilige Tiefe in cm wieder. Standardabweichung von 2 Parallelen in Doppelbestimmung.
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5.3.1.2 DIN Gehalte am Samoylov-KIiff

Zusatzlich zu den Messungen von DIN im active layer wurde die Tiefenverteilung von DIN
am KiIiff im Stdosten Samoylovs gemessen (Abb. 3.5 Standort 7). Die Messung erfolgte an
gefroren nach Hamburg transportierten Proben. Das KiIiff wurde stufenweise bis zu einer
Tiefe von fast 5 m beprobt. In Tabelle 5.8 sind die DIN Werte des Samoylov-Kliffs
angegeben. Hauptsachlich lag der geléste anorganische Stickstoff als Ammonium vor. Nitrit
lag in allen Proben unterhalb der Nachweisgrenzen, Nitrat wurde nur in drei Proben
nachgewiesen. Die verfiigbaren DIN lagen in keinem Horizont iiber 20 pg N g TS. Die
Ammoniumkonzentrationen zeigen keinen deutlichen Trend und sind je nach Tiefe sehr
unterschiedlich. In der obersten Probe in einer Tiefe von 60 bis 70 cm wurde mit 2,5 ug N g™
TS als einzige Probe mehr Nitrat als Ammonium nachgewiesen. Nitrat wurde zusatzlich in
den Tiefen von 2,4 m und 2,9 m detektiert. Die hochste DIN-Konzentration wurde in einer
Tiefe von 2,35 bis 2.45 m mit 17,4 ug g”' TS bestimmit.

Tabelle 5.8 Geloste anorganische Stickstoffverbindungen des Samoylov-Kiliffs.

Geloste anorganische

'[I'"ir:a]fe N-Ammonium N-Nitrit N-Nitrat Stickstoffverbindungen
(DIN)
[bgNG'TS]
0,6 -0,7 1,42 n.n. 2,50 3,92
1-11 0,12 n.n. n.n. 0,12
1,8-1,9 3,27 n.n. n.n. 3,27
21-2,2 0,61 n.n. n.n. 0,61
2,35-2,45 15,96 n.n. 1,43 17,39
29-3 8,09 n.n. 1,20 9,29
3,35-3,45 1,77 n.n. n.n. 1,77
39-4 5,54 n.n. n.n. 5,54
4,7 -4,8 3,93 n.n. n.n. 3,93

Angeben sind die DIN-Gehalte aus Bodenextrakten, entnommen aus unterschiedlichen Tiefen vom
KIliff an der stidostlichen Kiiste von Samoylov. Die Proben wurden gefroren transportiert.
n.n.: unter der Nachweisgrenze
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5.3.2 DIN-Gehalte in den Boden der gemaRigten Klimaten

Zum Vergleich wurden auch in den Béden der gemaligten Klimate die DIN-Verbindungen
bestimmt. Als Vergleichsstandort wurden Béden in der Hahnheide gewahlt (Abschnitt 3.2
und 5.2), dort wurden &hnliche Bdden im Ubergang von Auenbdden zu Moorboden
untersucht. In Tabelle 5.9 sind die extrahierbaren geldsten anorganischen
Stickstoffverbindungen angegeben. Ammonium war in nur sehr geringen Konzentrationen
nachweisbar oder lag unter der Nachweisgrenze. Die héchste Ammonium-Konzentration
wurde mit 1,77 yg N g TS in der obersten Schicht des Anmoorgleys nachgewiesen. Die
Ammonium-Konzentration nahm mit der Tiefe ab. Nitrit wurde in keiner Probe detektiert. In
allen Boden dominierte das Nitrat und nahm mit der Tiefe ab. Im Humusgley nahm die
Konzentration von iiber 51 uyg N g' TS auf 41 ug ab. Im Auengley war die Abnahme
deutlicher, die Konzentration des Nitrates lag in der obersten Schicht bei iiber 60 pg N g’
TS und nahm auf 23 ug ab. Im Anmoorgley nahm die Nitratkonzentration von fast 40 uyg N g
' TS auf 18 ug ab. Die geldsten anorganischen Stickstoffverbindungen entsprachen fast
vollstandig den Nitratkonzentrationen. Die DIN-Gehalte in den gemaRigten Klimaten sind

deutlich héher als in den kalten Klimaten und liegen hauptsachlich als Nitrat vor.

Tabelle 5.9 Gel6ste anorganische Stickstoffverbindungen der Béden der geméRigten Klimate.
Tiefe N-Ammonium N-Nitrit N-Nitrat (DIN)
[cm] [gNg'TS,  [MgNg'TSE [MgNG'TSE  [MgNg'TSE

Profil 1 Humusgley

0-5 0,09 n.n. 51,64 51,73
5-15 0,01 n.n. 51,68 51,69
15-25 n.n. n.n. 41,05 41,05

Profil 2 Auengley

0-5 n.n. n.n. 60,16 60,16
5-15 0.01 n.n. 39,28 39,29
15-25 n.n. n.n. 23,34 23,34

Profil 3 Anmoorgley

0-5 1,77 n.n. 39,56 41,33
5-15 0,66 n.n. 16,19 16,85
15-25 0,48 n.n. 17,84 18,32

n.n.: unter der Nachweisgrenze.2 Probenahmen im Marz/April 2009
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5.4. Mineralisation
5.4.1 Bestimmung der Mineralisationsraten

In der Tabelle 5.10 sind die Mineralisationsraten aus den Jahren 2007 und 2008 aus dem
kalten Klimat aus unterschiedlichen Monaten und mit verschiedenen Methoden

zusammengefasst.

Grundsatzlich konnten sowohl positive als auch negative Mineralisationsraten gemessen
werden. Positiver Raten bedeuten, dass Uber die Zeit mehr DIN gebildet wird, welches in
Form von N-Ammonium oder N-Nitrat angereichert werden kann. Negative Raten bedeuten,
dass uber die Zeit das vorhandene oder gebildete DIN abnahm: dabei nahm meist das zu

Beginn vorhandene N-Ammonium Uber die Zeit ab.

Die Mineralisationsraten aus 2007 lagen maximal bei 0,24 ug DIN g TS d” im Typic
Aquiturbel des Polygonwalls in 5 bis 15 cm Tiefe. Die Raten der Proben, die im Juli
genommen worden sind, lagen mit Ausnahme des Polygonwalls in der untersten Schicht im
positiven Bereich. Auch in den in-situ Wasser gesattigten Horizonten des Typic Historthel
des Polygonzentrums konnte eine positive Mineralisationrate nachgewiesen werden, die
aber mit der Tiefe geringer wurde und von 0,17 pg g TS d™* auf 0,01 ug g™ TS d™' abnahm.
Die Mineralisationsrate der Proben im Polygonzentrum aus dem August zeigten fast nur
negative Raten: nur im Polygonwall konnten in den Tiefen 5 - 15 und 15 — 25 cm positive
Raten ermittelt werden. Diese Unterschiede vom Juli zum August kdnnen darauf hindeuten,
dass die anfangs gebildete bzw. vorhandene DIN von Bodenmikroorganismen

aufgenommen und in die Biomasse eingebaut wurden.

Die Mineralisationsraten aus 2008 sahen etwas anders aus. Im Polygonwall konnten weder
im Juli noch im August positive Mineralisationsraten bestimmt werden. Die Raten im August
waren allesamt negativ. Im Polygonzentrum nahmen die Raten im Juli mit der Tiefe zu und

im August mit der Tiefe ab.

Der Mikrokosmosansatz zeigte ein etwas anderes Bild. Im Polygonwall waren die
Mineralisationsraten negativ und die Werte der Raten wurden mit der Tiefe geringer. Im
Zentrum hingegen waren die Raten positiv und in der obersten Schicht sehr hoch mit 10,97
ug DIN g”' TS d”" und nahmen mit der Tiefe ab.
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Tabelle 5.10 Mineralisationsraten der Boden aus 2007 und 2008

Brutversuch Brutversuch Brutversuch  Brutversuch  Mikrokosmos
Juli 2007 August 2007 Juli 2008 August 2008 August 2008

In Hamburg In Hamburg vor Ort gefroren gefroren

Probe- Tiefe . . L
nahmeort [cm] Mineralisationsraten [ug DIN/ g TS/d]

0-5 0,01 -0,07 -0,77 -0,04 -0,24
Polygonwall 5 45 0,24 0,10 0,00 -0,03 -0,07
Typic
Aquiturbel 15-25 -0,01 0,01 0,00 -0,01 0,01

25-35 n.b. -0,04 n.b. n.b. n.b.

0-5 0,17 -0,00 -0,27 0,11 10,97
Polygon-
zentrum 5-15 0,06 -0,04 0,00 0,01 0,23
Typic 15-25 0,01 -0,01 0,11 -0,18 0,04
Hisorthel

25-35 n.b. -0,01 n.b. n.b. n.b.

0-5 n.b. n.b. 0,27 0,09 -0,04
Flussterrasse

. 5-15 n.b. n.b. -0,24 0,06 -0,01

Typic
Psammorthel

15-25 n.b. n.b. n.b. 0,04 0,01

150 n.b. n.b. 0,86 -0,08 -0,03
Kliff

250 n.b. n.b. -0,16 -0,05 0,32
Strand 0-5 n.b. n.b. 3,65 0,22 0,42
Psammentiv
Aquorthel 10-20 n.b. n.b. 0,27 0,00 n.b
Uberﬂutungs. 0-5 n.b. n.b. 0,82 0,21 0,31
ebene

5-15 n.b. n.b. 0,27 n.b. 0,01
Typic
Psammorthel 1525 n.b. n.b. n.b 0,01 0,02

n.b. nicht bestimmt

In den Béden des Strandes, der Uberflutungsebene und der trockenen Flussterrasse, die als
Typic Psammorthel oder Psammentiv Aquorthel klassifiziert worden sind, sind im Juli
hauptsachlich positive Raten gemessen worden. Die Raten der Béden aus dem August
waren geringer. Die hdchste Mineralisationrate fand sich in der obersten Schicht des
Strandes mit 3,65 pug DIN g”' TS d™. Im Mikrokosmosansatz wurden die héchsten Raten in
den organikreichen Schichten des Kiiff (2,9 % Cqg) und Strandes (2,5 % Cog) gemessen.
Nur die Béden des Strandes und der Uberflutungsebene wiesen in allen Fallen eine positive
Mineralisationsrate auf. Hier wird also mehr organische Substanz in mineralische

Stickstoffverbindungen umgewandelt als von den Mikroorganismen aufgenommen werden.
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Die Mikroorganismen stehen am Strand auch in situ nicht in Konkurrenz mit Pflanzen, da es

keine Vegetationsbedeckung gibt.
Mineralisationsraten des Samoylov-Kliffs

Die Mineralisationsraten der Bodenproben aus dem Samoylov-Kliff wurden mit den
gefrorenen Proben bestimmt. In Tabelle 5.11 sind die Raten dargestellt. Alle bestimmten

Raten sind positiv, d.h. es bildet sichgeringe Mengen DIN Uber die Zeit.

Tabelle 5.11 Mineralisationsraten des Samoylov-Kliffs.

Proben- Tiefe [cm] Mineralisationsraten
nummer [ug DIN g'1 TS d'1]
CT 946 60-70 n.b

CT 948 100-110 0.10

CT 950 180-190 0.06

CT 952 210-220 0.11

CT 954 235 - 245 0.07

CT 956 290 - 300 0.08

CT 958 335 - 345 n.b.

CT 960 390 - 400 0.15

CT 962 470 — 480 0.12

n.b. nicht bestimmt

Die Raten sind aber relativ gering. Die hochste Rate wurde in einer Tiefe von 4 m
nachgewiesen, mit 0,15 ug DIN g TS d”. Auch in der Permafrostprobe aus 4,7 m wurde

eine potentielle Mineralisationsrate von 0,12 ug g TS d™' gemessen.

5.4.2 Mineralisation im Mikrokosmos Ansatz

Exemplarisch sind im Folgenden die Verlaufe der gelésten organischen und anorganischen
Stickstoffverbindungen der Oberbdden aus der polygonalen Tundra, der Flussterrasse und
der Uberflutungsebene, graphisch dargestellt. In den Béden der polygonalen Tundra waren
die gelosten Stickstoffverbindungen viel hoher als in den Typic Psammorthels der

Flussterrasse und in der Uberflutungsebene.

Im Typic Aquiturbel des Polygonwalls war die Mineralisationsrate negativ, dafiir nehmen
aber die geldsten organischen Stickstoffverbindungen (DON) Uber die Zeit zu (Siehe Abb.
5.19). Nach 42 Tagen war die Konzentration an DON auf mehr als 250 ug pro g TS
angestiegen. Im Typic Historthel des Polygonzentrums ist die Mineralisationsrate mit

10,97 g g' TS d' extrem hoch. Die Konzentrationen geldster organischer
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Stickstoffverbindungen waren im Inkubationszeitraum relativ hoch und zeigten aber keinen

klaren Trend
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Abb. 5.19 DIN und DON Konzentrationen des Polygons

Dargestellt sind die DIN und DON des Polygonwalls und Polygonzentrums in jeweils 0 — 5 cm. Daten
wurden im Mikrokosmos (iber die Zeit von 6 Wochen in der oberen Schichten des Polygon
gewonnen.

In der Abbildung 5.20 sind die geldosten Stickstoffverbindungen der beiden Typic
Psammorthel der trockenen Flussterrasse und der Uberflutungsebene dargestellt. Trotz der
relativ ahnlichen Eigenschaften, gab es doch Unterschiede zwischen den beiden
Horizonten. Im Boden der Flussterrasse war die Mineralisationsrate im Mikrokosmosansatz
negativ, daflir waren aber organischer Stickstoff (ber die Zeit nachweisbar, aber mit
hochstens knapp Uber 15 pg g' TS relativ gering. Der Oberboden aus der
Uberflutungsebene zeigte im Mikrokosmosansatz eine positive Mineralisationsrate, DON
konnte nur zu Beginn der Inkubation mit einer Konzentration von knapp 69 pg g' TS

detektiert werden.
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Abb. 5.20 DIN und DON Konzentrationen der Flussterrasse und der Uberflutungsebene
Die Daten wurden im Mikrokosmos uber die Zeit von 6 Wochen in der oberen Schichten der
Flussterrasse und der Uberflutungsebene ermittelt.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass beide Methoden zur Bestimmung der
Mineralisationsraten aus den verschiedenen Bodentypen der Insel Samoylov zu keinem
eindeutigen Ergebnis kommen. Es besteht offensichtlich ein Zusammenhang zwischen
Sauerstoffversorgung und Mineralisation der organischen Substanz, in den obersten
Schichten waren die Raten hoéher. Ein Zusammenhang zwischen Raten und Bodentyp,

Gehalt an organischer Substanz konnte nicht ermittelt werden.

5.5 Potentielle Nitrifikation
5.5.1 Gesamte potentielle Nitrifikation in den Boden der kalten Klimaten

Polygonale Tundra

Die potentielle Nitrifikation in den kalten Klimaten wurde modifiziert nach ISO DIN Norm
bestimmt (Abschnitt 4.3.1). Vor Ort wurden die Proben in situ inkubiert, d.h. die Inkubation
erfolgte in einer in den Boden eingelassenen Kiste, in der etwa Bodentemperatur herrschte.
Im Labor in Hamburg erfolgte die Inkubation bei 6 °C, 18 °C und 28 °C. Die Proben wurden
ungefroren nach Hamburg transportiert und dort vor Verarbeitung kihl gelagert. Insgesamt
wurden die Proben mindestens fir 6 Wochen inkubiert. In Abbildung 5.21 sind die

potentiellen Nitrifikationsaktivitaten der Boden der polygonalen Tundra dargestellt.
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Abb. 5.21 Potentielle Ammoniakoxidation in Bodenproben der polygonalen Tundra.

PW: Polygonwall, PC: Polygonzentrum. Tiefe je 0 — 5, 5 — 15 und 15 — 25 cm. Probenahme Juli und
August 2008. Die Aktivitdtsmessung erfolgte Uber einen Zeitraum von 6 Wochen bei in situ
Temperaturen vor Ort bzw. bei 6 °C, 18 °C und 28 °C. Inkubation in Hamburg nach ungefrorenem
Transport.
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Angegeben sind die bestimmten Raten vor Ort (Schwarz-Weilk), flr eine
Inkubationstemperatur von 28 °C (Blau), 18°C (Rot) und 6°C (Schwarz). Vor Ort wurden nur
im Polygonwall in einer Tiefe von 5 - 15 cm und in der oberen organischen Auflage des
Polygonzentrums potentielle Nitrifikationsraten nachgewiesen. Im Polygonwall lagen sie bei
ca. 115ng N g" TS h™'. Bereits bei Versuchen 2007 wurden potentielle Nitrifikationsraten
nur in diesen Proben nachgewiesen (SANDERS et al. 2008). In den Laborversuchen nach
einem mehrmonatigen angefrorenen Transport wurden potentielle Nitrifikationsraten auch in
der organischen Auflage des Polygonwalls bestimmt. In allen Proben wurde die hochste
potentielle Nitrifikation bei 18 °C gemessen. In der organischen Auflage des Polygonwalls
liegt die Rate bei iiber 250 ng N g™ TS h™". Auffallig war hier, dass die Nitrifikationskapazitat
bei 6 °C und 28 °C bei ca. 70 ng N g" TS h™ lag, sie war also bei 18 °C fast vier Mal so
hoch. In einer Tiefe von 15 - 25 cm kann nur eine sehr geringe potentielle Nitrifikation bei
6 °C nachgewiesen werden. Bei den hoéheren Temperaturen konnte keine

Ammoniakoxidation innerhalb von 6 Wochen gemessen werden.

Im Polygonzentrum wurde nur in der obersten Schicht von 0 — 5 cm potentielle Nitrifikation
nachgewiesen. Bei einer Inkubationstemperatur von 18 °C sind die Raten so hoch wie im
Polygonwall in 5 — 15 cm Tiefe. Die Raten bei 6 °C und vor Ort sind deutlich geringer und

bei 18 °C Inkubationstemperatur wurde kein Ammoniak oxidiert.

Trockene Flussterrasse

In Abbildung 5.22 sind die potentiellen Nitrifikationsraten der Bdden in der trockenen
Flussterrasse angegeben. In allen Tiefen konnte potentielle Nitrifikation gemessen werden.
Vor Ort wurde in der Tiefe von 15 - 25 cm keine potentielle Nitrifikation nachgewiesen. Die
Raten waren am KiIiff deutlich héher als in den Béden der Flussterrasse. Am Kiiff wurde in
2,5 m Tiefe eine potentielle Nitrifikationsaktivitdt von fast 600 ng N g’ TS h™ vor Ort
bestimmt, d.h. sie ist mehr als vier Mal héher die die Raten, die nach dem Transport
bestimmt wurden. Im Boden der Flussterrasse nahmen die Aktivititen mit steigender
Inkubationstemperatur zu und mit der Tiefe ab. Im KIiff waren die Aktivitadten dagegen bei
18 °C hoher als bei 28 °C. Bei 6 °C wurde keine potentielle Nitrifikation festgestellt. Die
potentielle Ammoniakoxidation in der Flussterrasse entsprach in etwa denen im

Polygonwall.
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Abb. 5.22 Potentielle Ammoniakoxidation in Bodenproben der trockenen Flussterrasse.

FT: Flussterrasse, K: KiIiff. Die Zahlen geben die Tiefe unter der Gelandeoberflache in cm an.
Probenahme Juli und August 2008. Die Aktivitdtsmessung erfolgte Uber einen Zeitraum von 6
Wochen bei in-situ Temperaturen vor Ort bzw. bei 6 °C, 18 °C und 28 °C. Inkubation in Hamburg
nach ungefrorenem Transport.

Uberflutungsebene

In  Abbildung 5.23 sind die potentiellen Nitrifikationsaktivitdten der jingeren
Uberflutungsebene angegeben. Auch hier wurde in allen Proben potentielle Nitrifikation
nachgewiesen. Die hochste potentielle Nitrifikation wurde in der organikreichen Schicht des
Strandes in einer Tiefe von 0 - 5 cm nachgewiesen. Diese Aktivitat war die hochste vor Ort
gemessene Aktivitat aller untersuchten Proben und lag mit fast 600 ng N g”' TS h™" deutlich
Uber den anderen Ammoniakoxidationsaktivitdten. Bei den transportierten Strandproben
lagen die Aktivitdten bei 28 °C deutlich hdher als bei 18 °C. Dagegen ist es auf der
Uberflutungsebene anderes herum: dort lag die Aktivitdt bei 18°C (iber der Aktivitat bei
28 °C. Die potentiellen Aktivitdten bei 6 °C waren viel geringer und lagen bei unter 100 ng N
g’ TS h™. Vor Ort konnten keine Raten in der Uberflutungsebene in eine Tiefe von 15 —

25 cm nachgewiesen werden.
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Abb. 5.23 Potentielle Ammoniakoxidation in Bodenproben der Uberflutungsebene.

St: Strand, UE: Uberflutungsebene Die Zahlen geben die Tiefe unter der Gelandeoberflache in cm an.
Probenahme Juli und August 2008. Die Aktivitdtsmessung erfolgte Uber einen Zeitraum von 6
Wochen bei in-situ Temperaturen vor Ort bzw. bei 6 °C, 18 °C und 28 °C. Inkubation in Hamburg
nach ungefrorenem Transport.

Potentielle Nitrifikationsaktivititen am Samolyov Kiiff

Die potentiellen Nitrifikationsaktivtaten des Samolyovkliffs wurden nur nach dem Transport
der Bodenproben und nicht vor Ort bestimmt. Abbildung 5.23 zeigt die potentiellen
Aktivtaten bei 6 °C, 18 °C und 28 °C. In einer Tiefe bis 2,2 m wurde keine bzw. nur geringe
potentielle Nitrifikation nachgewiesen. Ab einer Tiefe von 2,35 m wurden dagegen im
Vergleich zu den Ubrigen Standorten auf Samoylov hohe Gesamtaktivitaten nachgewiesen.
Hohere Aktivitdten wurden bei den Inkubationstemperaturen von 18 °C und 28 °C
gemessen. Dagegen war bei einer Inkubationstemperatur von 6 °C nur in drei Proben
potentielle Nitrifikation nachweisbar in 1,8 m, 2,4 m und 2,9 m Tiefe. Die Aktivitaten bei 6 °C
waren aber nie héher als 50 ng N g TS h™'. Die héchste potentielle Nitrifikation von fast 800
ng N g’ TS h™'wurde in einer Tiefe von 3,35 bis 3,45 m bei einer Temperatur von 28 °C
nachgewiesen. Die Unterschiede der Raten bei 18 und 28 °C waren in den Tiefen von 3 m,
4 m und 4,8 m nicht so deutlich wie in 3,4 m. In einer Tiefe von 4 m war die potentielle
Nitrifikation bei 18 und 28 °C fast gleich groR.
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Abb. 5.24 Potentielle Ammoniakoxidation in Bodenproben des Samoylov-Kliffs.

Die Zahlen geben die Tiefe unter der Gelandeoberflaiche in cm an. Probenahme August 2008. Die
Aktivitatsmessung erfolgte tber einen Zeitraum von 6 Wochen bei 6 °C, 18 °C und 28 °C. Inkubation
in Hamburg nach ungefrorenem Transport.

In der Abbildung 5.11 (s. Kap. 5.1.3) sind die pH-Werte aller Kliffproben und die
KorngroRenverteilung der Proben angegeben, die einen Anteil von C,4 von weniger als 5 %
aufgewiesen haben. In Tabelle 5.6 sind die dazugehérigen Daten angegeben. Die
Aktivitaten bei 18 °C korrelieren signifikant mit dem Tongehalt (p< 0,05, R:0,757) und dem
pH-Wert (p< 0,01, R:0,888). Die Korrelation bei 28 °C ist noch deutlicher, mit dem Tongehalt
(p< 0,01, R:0,980) und dem pH-Wert (p< 0,01, R:0,860). Das heil3, dass die Aktivitaten bei
18 °C und 28 °C mit zunehmendem Tongehalt gréRer werden und sich ein neutraler pH-
Wert positiv auf die Aktivitat auswirkt. Zwischen den Aktivtaten bei 6 °C und dem Tongehalt
und dem pH-Wert besteht keine signifikante Korrelation. Die Aktivtaten korrelieren aber mit
dem Gehalt an C4 (p< 0,05, R:0,697) und N (p< 0,05, R:0,794).

5.5.2 Archaeale potentielle Nitrifikation in den Béden der kalten Klimate

Der Nachweis von Ammoniakoxidationsaktivitdt von Archaeen (AOA) ist bis jetzt nicht
standardisiert. In dieser Arbeit wurde die potentielle AOA Aktivitat durch die Zugabe von
Streptomycin als Antibiotikum zur Hemmung von Bakterien bestimmt. Es wurde davon
ausgegangen, dass die gemessene Aktivitdt in Anwesenheit des Antibiotikums den AOA
zugerechnet werden kann. Vor Ort wurden in Proben der trockenen Flussterrasse, des

Strandes und der Uberflutungsebene potentielle AOA Aktivititen nachgewiesen. Die
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Aktivitaten waren jedoch im Vergleich zu den Gesamtaktivitaten sehr gering und lagen in der
Flussterrasse bei 3,27 ng N g TS h'und in der Uberflutungsebene bei 1,68 ngN g’ TS h™.
In der Strandprobe war die Aktivitat ahnlich hoch wie in anderen aktiven Proben ohne
Zugabe von Streptomycin (Abschnitt 5.5.1). Die AOA Aktivitat entsprach ungefahr einem
Drittel der gesamten potentiellen Nitrifikation. Die Probe des Strandes in der obersten
Schicht ohne Zugabe von Streptomycin wies eine Aktivitdt von fast 550 ng N g TS h™" auf.
Unter Zugabe von Streptomycin lag die potentielle Nitrifikation bei fast 200 ng N g TS h™.

Bei den Messungen nach dem Transport nach Hamburg bei einer Inkubationstemperatur
von 6 °C, konnten die Ergebnisse von vor Ort reproduziert werden, zusatzlich konnte im
Polygonwall potentielle AOA Aktivitat nachgewiesen werden. Am Samoylov-Kliff wurde
potentielle AOA Aktivitat in einer Tiefe von 2,9 - 3 m, 3,35 - 345 m und in 4,7 - 48 m
nachgewiesen, die potentielle AOA Aktivitat war aber deutlich geringer als die
Gesamtaktivitat. Es wurde keine AOA Aktivitatsmessung bei 18 °C und 28 °C durchgeflhrt.

5.5.3 Temperaturabhangige potentielle Ammoniakoxidation

Zusatzlich zu den drei gewahlten Inkubationstemperaturen (6 °C, 18 °C, 28 °C) bei der
Messung der Ammoniakoxidationsaktivitat aller Bodenproben (Abschnitt 5.5.1) wurden
einzelne Proben zur Messung der Aktivitaten in Abhangigkeit eines Temperaturspektrums
von 0 °C bis 40 °C untersucht. Dabei wurden die Probe aus dem Polygonwall in einer Tiefe

von 5 — 15 cm und die Probe aus der obersten Schicht des Strandes verwendet.
Temperaturanpassunge: Polygonwall 5 -15 cm

In  Abbildung 5.25 ist Dbeispielhaft das Temperaturspektrum der potentiellen
Ammoniakoxidation einer Probe aus dem Polygonwall aus einer Tiefe von 5 - 15 cm
dargestellt. Es wurde ein Temperaturgradient zwischen 8 °C und 36 °C angelegt. Es sind
zwei Graphen aufgetragen: die schwarze Kurve zeigt das Spektrum der Probe, die
ungefroren transportiert wurden und die rote Kurve zeigt das Spektrum der Probe, die bis
zur Aufarbeitung gefroren war. Die hochste Aktivitat eines Ansatzes wurde auf 100 % und
die anderen Aktivitdten zu dieser ins Verhaltnis gesetzt. Die Temperaturspektren beider
Proben zeigten einen ahnlichen Verlauf. Beide Proben wiesen eine relativ hohe Aktivitat bei
8 °C auf, danach stieg die Aktivitat mit steigender Temperatur kontinuierlich an. Das
Temperaturoptimum war relativ breit und die Aktivitat fiel rapide ab. Uber das
Temperaturminimum kann in diesem Ansatz keine Aussage gemacht werden, da die
niedrigste Temperatur bei 8 °C lag und bei dieser Temperatur beide Proben noch hohe

Aktivitaten zeigten, in etwa ein Viertel des Aktivitatsmaximums.

Das Spektrum der gefrorenen Probe war etwas enger als das der ungefrorenen Probe. Das

Spektrum des Optimums reichte von 20 bis 30 °C, ab 34 °C war keine potentielle
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Nitrifikation mehr bestimmbar. Das Optimum der gefrorenen Probe zeigte keinen gradlinigen

Verlauf, es gab einen Peak im Optimum bei 22 °C.
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Abb. 5.25 Temperaturspektrum der potentiellen Ammoniakoxidation aus dem Polygonwall.
Die Probe stammt aus dem Polygonwall in einer Tiefe von 5 bis 15 cm. Die Proben wurden gefroren
bzw. ungefroren transportiert. Es wurden drei Parallele verwendet.

Temperaturanpassunge: Strand 0 — 5 cm

Die Temperaturspektren der Strandproben aus einer Tiefe von 0 - 5 cm zeigten einen etwas
anderen Verlauf (siehe Abbildung 5.26) als die Proben des Polygonwalls. Auch hier wurden
unterschiedliche Proben desselben Standortes untersucht. Die beiden schwarzen Kurven
zeigen das Temperaturspektrum der Bodenprobe aus dem Strand, die ungefroren nach
Hamburg transportiert wurde. Die mit den runden Symbolen markierte Probe wurde mit
Streptomycin behandelt, um die potentielle AOA Aktivitat zu bestimmen. Die rote Kurve zeigt

das Temperaturspektrum einer Bodenprobe die gefroren transportiert wurde.

Das Temperaturoptimum der ungefroren transportierten Standprobe lag zwischen 22 und
30 °C. Das Minimum liegt bei ca. 7 °C, unter 13 °C fiel die Aktivitat stark ab. Ab 35 °C ist
keinerlei Aktivitat mehr nachweisbar. Die AOA Aktivitat wies ein Optimum bei 24 °C auf, die

Aktivitat entsprach aber nur 12 % der Gesamtaktivitdt ohne Zugabe von Streptomycin. Das
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Temperaturspektrum der gefroren transportierten Probe hatte sich leicht verschoben. Das
Temperaturoptimum bildete kein grofes Plateau, sondern es gab einen Peak bei 32 °C,
aber zwischen 25 °C und 32 °C lag die Aktivitat Uber 95 %. Die Kurve sank zum Minimum
starker ab und bei 4 °C war nur noch eine sehr geringe Aktivitat zu messen. Das Maximum
lag Uber 36 °C.
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Abb. 5.26 Temperaturspektrum der potentiellen Nitrifikation im Strand in 0 bis 5 cm Tiefe.
Tiefe: 0 — 5 cm unter GOF

5.5.4 Potentielle Nitrifikationsaktivitat im gemaRigten Klimat

Auch fir die Boden im gemaRigten Klimat wurde die potentielle Ammoniakoxidation
bestimmt. Im Unterschied zu den Bdden in den kalten Klimaten wurden die Raten der Bdden
aus der Hahnheide bei Raumtemperatur und wie nach der DIN Norm Uber den Zeitraum von
wenigen Tagen und nicht Wochen, wie bei der Messung der Proben aus den kalten
Klimaten, ermittelt. In Tabelle 5.12 ist die gemessene potentielle Ammoniakoxidation
angegeben. Es wurden an zwei Probenahmedaten, im Frihling 2009 und Winter 2009 in
drei verschiedenen Bdden in drei Tiefen die potentielle Gesamtaktivitdt und die AOA
Aktivitat durch den Einsatz von Streptomycin gemessen. Die Messung erfolgte im Frahling
Uber 192 Stunden (8 Tage). Im Winter wurde nur noch die Aktivitdt des Auengley bestimmt
und zwar Uber 84 Stunden (3,5 Tage). Die potentielle Ammoniakoxidation war im Auengley

generell am héchsten und nahm mit der Tiefe ab.
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Tabelle 5.12 Potentielle Ammoniakoxidation der Béden der geméBigten Klimate.

Probenahme Marz / April 2009 Probenahme Dezember 2009
. Gesamt L Gesamt o
-[I;:‘::; Horizonte; Ammoniakoxidation, ﬁo'?\lAk} '\.{.'g" tr‘]’.1] Ammoniakoxidationa ,0[\r(1)ANAk_t1lv_:fgt?]_1]
lngNg' TS h'] 9nNg IngNg' TS h™] 9nNg
Profil 1 Humusgley
0-5 Ah 233161 27 n.b n.b
5-15 Ah 2948 16 n.b n.b
15-25 aG 5+0,5 1 n.b. n.b.

Profil 2 Auengley

0-5 Ah 358+11 52 31244 145
5-15 Ah / Gor 1017 24 194+4 123
15-25 Gor 37+1 14 n.b. n.b.

Profil 3 Anmoorgley

0-5 Aa n.n. n.n. n.b n.b
5-15 Aja n.n. n.n. n.b n.b
15-25 Gjho n.n. n.n. n.b. n.b.

A Fir die Bestimmung der potentiellen Nitrifikation wurden 2 Parallele angesetzt. b Fir die Bestimmung der AOA
Aktivitat gab es nur einen Ansatz. C nach KA5 n.b. nicht bestimmt. n.n. unter der Nachweisgrenze

Die hochste potentielle Ammoniakoxidation lag im obersten Horizont des Auengley bei ca.
360 ng N pro g TS und Stunde: sie nahm mit der Tiefe auf knapp 40 ng pro g TS und Stunde
ab. Im Humusgley hingegen nahm sie von ca. 235 auf 5 ng pro g TS und Tag ab. Die AOA
Aktivitat wurde durch Zugabe des Antibiotikums Streptomycins bestimmt und war mehr als
ein 5-faches geringer als die Gesamtaktivitdt bei der Bestimmung im Frihling 2009. Die
Gesamtaktiviaten nach der Probenahme im Dezember lagen im Auengley in einem
ahnlichen Bereich wie im Februar. Die AOA-Aktivitdt entsprach aber ungefahr einem Drittel

der Gesamtaktivitat. Der Anmoorgley zeigte keine potentielle Ammoniakoxidation.

5.6 Quantifizierungen von Nitrifikanten

Damit neben den potentiellen Ammoniakoxidationsaktivitdten auch eine Aussage Uber die
Verbreitung und GroRenordnungen der Nitrifikanten in den Bdden der kalten Klimate
gegeben werden kann, wurden die Lebendzellzahlen der Ammoniak oxidierenden Bakterien
bzw. Archaeen (AOM) und Nitrit oxidierenden Bakterien (NOB) mittels MPN Technik (Most
Probable Number) bestimmt (Abschnitt 4.4.3). Die Inkubation erfolgte bei zwei
Temperaturen, um zu Uberprifen, ob sich aufgrund der Inkubationstemperatur andere
Zellzahlen bestimmen lassen. Die Inkubation erfolgte bei 6 °C (Abb. 5.27) und bei 22 °C
(Abb. 5.28)

88



ERGEBNISSE

Zellzahlen 6 °C

PW 0-5
PW 5-15

PW 15-25 [ Amox

s B Niox
PC 0-5
PC 5-15
PC 15-25

FT 0-5
FT 5-15
FT 15-25
K 150

K 250

St 0-5

St 10-20

UE 0-5
UE5-15
UE 15-25

| LI L 5.2 4] | LA SR ERES L | LN P BLALAA | LI AL
10° 10" 10? 10° 10

Zellzahlen [Zellen g-1TS)

Abb. 5.27 Zellzahlen der Ammoniakoxidanten und Nitritoxidanten bei 6°C.

Ermittlung der Zellzahlen mit der MPN Methode. PW: Polygonwall, PC: Polygonzentrum, FT:
Flussterrasse, K: Kiiff, St: Strand, UE: Uberflutungsebene. Die Skala der X-Achse ist logarithmisch
angegeben.

T T T T
4

Bei 6 °C sind die Zellzahlen in der polygonalen Tundra deutlich geringer als in den sandigen
Boden der Uberflutungsebene und der trockenen Flussterrasse. Die Zellzahlen liegen in der
polygonalen Tundra zwischen 10" und 10° Zellen pro g TS, in den sandigen Béden hingegen
zwischen 10° und 10° Zellen pro g TS. Im Polygon sind die Zellzahlen der
Ammoniakoxidanten deutlich hdher als die der Nitritoxidanten. In den anderen Béden und
auch bei einer hoheren Inkubationstemperatur von 22 °C liegen die Zellzahlen der
Nitritioxidanten Uber denen der Ammoniakoxidanten. Die Zellzahlen im Polygon liegen bei
22 °C deutlich hoher als bei 6 °C.
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Abb. 5.28 Zellzahlen der Ammoniakoxidanten und Nitritoxidanten bei 22°C.

Ermittlung der Zellzahlen mit der MPN Methode. PW: Polygonwall, PC: Polygonzentrum, FT:
Flussterrasse, K: Kiiff, St: Strand, UE: Uberflutungsebene. Die Skala der X-Achse ist logarithmisch
angegeben.

Die Abb. 5.29 stellt die Zellzahlen der Ammoniakoxidanten nach unterschiedlicher
Behandlung dar. Die Zellzahlen der Nitrifikanten in der polygonalen Tundra waren im
Aligemeinen sehr gering und lagen im 10" bis 10° Zellen pro g TS Bereich. Die untersuchten
Proben von Mitte Juli, die mehr als ein Jahr vor der Bearbeitung kihl gelagert worden sind,
zeigen eine 2 bis 3 Potenzen hoher liegende Zellzahl als die relativ frisch bearbeiteten
Proben. Die gefrorenen Proben zeigten die geringsten Zellzahlen. Die Zellzahlen der
Ammoniakoxidanten lagen deutlich Uber den Zellzahlen der Nitritoxidanten. Bei 22°C sind
die Zellzahlen im Allgemeinen hoéher als bei 6°C, Ausnahmen bildet hier der Polygonwall in
0 bis 5 cm. Dort liegen sie mit 1,8*10° Zellen pro g TS bei 6 °C fast eine Potenz hoher als
bei 22 °C mit 6,3*10° Zellen pro g TS. Auch im Polygonzentrum liegen die AOM Zellzahlen

bei den Proben aus Mitte Juli ungefroren bei 6 °C héher als bei 22 °C.
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Abb. 5.29 Vergleichende Zellzahlen der Ammoniakoxidanten der Béden des Polygons

Inkubationstemperatur 6 °C. Probenahme (1) im Juli, (2) Ende August, (3) Ende Juli und 1 Jahr
gelagert und (4) Ende Juli und gefroren mehr als 1 Jahr gelagert. Die Skala der Y-Achse ist
logarithmisch angegeben. Es sind Proben aus den drei Tiefen von 0 — 5, 5 — 15 und 15- 25 cm

gegeben

Die Zellzahlen der nitrifizierenden Mikroorganismen im Kiliff von Samoylov liegen zwischen
1,2*10" und 1,2*10° Zellen pro g TS (Abb. 5.30). Dabei ist auffallig, dass die Zellzahlen in
der oberen active layer Schicht relativ hoch lagen mit bis zu 1,2*10° Zellen pro g TS bei
6 °C; bei 22 °C sind die Zellzahlen in der oberste Schicht geringer. In einer Tiefe von einem
Meter sind die Zellzahlen relativ niedrig und nehmen dann in der Tiefe zu. Die Zunahme mit
der Tiefe korreliert auch mit der potentiellen Nitrifikation, dem Tongehalt und den pH-Werten
(Abschnitt 5.5.3). Dabei ist zu beachten, dass der Aktivitatstest keine bis sehr geringe
Aktivitaten bis in eine Tiefe von Uber 2 Metern nachgewiesen hat. In der Probe aus der
Schicht in einer Tiefe von 4,7 m, die im Permafrost genommen worden ist, sind die héchsten

Zellzahlen der Ammoniak- und Nitritoxidanten bestimmt worden mit bis zu 1,2*106 Zellen pro

gTsS.
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Abb. 5.30 Zellzahlen der der Ammoniakoxidanten und Nitritoxidanten im Samolyov KIiff.
MPN Methode bei 6 °C und 22 °C. Die Skala der X-Achse ist logarithmisch angegeben. In der Y-
Achse ist die Tiefe unter der Gelandeoberflache in m angegeben.
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5.7. Molekularbiologische Befunde

Zur Charakterisierung der beteiligten Ammoniak oxidierenden Mikroorganismen wurden
verschiedene molekularbiologische Methoden verwendet, wie DGGE, RT-PCR,
Sequenzierungen und Berechnungen von phylogenetischen Stammbaumen. Dafir wurden
zum einen die Naturproben aus den verschiedenen geomorphologischen Einheiten der Insel
Samoylov auf ihre Diversitdt an AOA und AOB untersucht. Zum anderen wurden die
Anreicherungskulturen bei verschiedenen Inkubationstemperaturen mittels DGGE analysiert
und die angereicherten AOM wurden ber Sequenzanalysen und physiologische Versuche
(Abschnitt 5.7.4.) charakterisiert.

5.7.1. Diversitat des bakteriellen und archaealen 16S-rRNA-Gens

FUr die Diversitatsanalysen der Ammoniak oxidierenden Gemeinschaften wurden aus den
gefroren transportierten Bodenproben DNA isoliert. In Abbildung 5.31 ist das DGGE-Profil

der Ammoniak oxidierenden Betaproteobakterien (AOB) dargestellt.

Probenbezeichnung
Polygonwall 0-5
Polygonwall 5-15
Flussterrasse 0-5
Flussterrasse 5 -15
Kliff 150

Kliff 250

Strand 0-5

Strand 10-20
Uberflutungsebene 0-5
0 Uberflutungsebene 5 -15

oo~ WwWN

Abb. 5.31 DGGE-Profil der AOB aus den Béden der geomorphologischen Einheiten.

Fir die DGGE wurde ein 8%iges Gel mit einem Gradient von 40 bis 70 % verwendet. Als Primer
wurden die CTO Paare zum Nachweis von Betaproteobakterien (KOWALCHUK et al., 1997) verwendet
(siehe Tabelle 4.6). Die Buchstaben stehen fiir ausgeschnittene Banden, die reamplifiziert und
anschlieRend sequenziert worden sind. Die Zahlen geben die Spuren an. Die Zahlen der
Probenbezeichnung gegen die Tiefe in cm an.
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Es wurden insgesamt DNA aus 10 verschiedenen Bodenproben der geomorphologischen
Einheiten verwendet: aus dem Polygonwall in 0 - 5 und 5 - 15 cm Tiefe, aus der
Flussterrasse in den selben Tiefen, aus dem Kiiff unterhalb der Flussterrasse in einer Tiefe
von 150 und 250 cm, aus dem Strand in einer Tiefe von 0 - 5 und 10 - 20 cm und aus der

Uberflutungsebene auch in den Tiefen von 0 - 5und 5 - 15 cm.

Die Diversitat der Bakterien zeigte bis zu 5 distinkte Banden im Gel, die fur 5 verschiedene
Ammoniakoxidanten stehen. Zwischen den einzelnen Bdden und Horizonten sind aber
explizite Unterschiede zu erkennen. Die Proben aus dem Polygonwall zeigen ein deutlich
anderes Muster als die Ubrigen Béden. Nur im Polygonwall konnten als bekanntes AOB
Nitrosomonas-ahnliche Bakterien detektiert werden (Tabelle 5.13). In allen anderen Béden
wurden unterschiedliche Nitrosospira-ahnliche Bakterien als AOB nachgewiesen. Deutlich
wird auch, dass nur anhand der DGGE-Banden, keine eindeutige Zuteilung zu einem
spezifischen Vertreter erreicht werden kann, z.B. liegen die Banden H und M bzw. L und N
zwar auf einer Hohe, die anschlielRende Sequenzierung ergab aber zwei unterschiedliche
Sequenzen, die sich verschiedenen Bakterien zuordnen lassen. Im Kiiff (Spur 5 und 6)
stechen zwei Banden stark hervor (Bande F), sie werden nach dem Sequenzieren
unbekannten Betaproteobakterien zugeordnet. Die Bande B aus dem Polygonwall lag zwar
auf der gleichen Hohe, kann aber keiner Gruppe zugeordnet werden: zu dem unbekannten
Dunganella besteht nur eine 94 %ige Ubereinstimmung. In den B&den der trockenen
Flussterrasse konnte kein bekanntes Ammoniak oxidierendes Bakterium nachgewiesen
werden. Dabei wurden aber unbekannte Betaproteobakterien nachgewiesen, die evtl. auch
Ammoniak oxidieren kénnen. In der Uberflutungsebene und am Strand wurden Vertreter der
Gattung Nitrosospira als AOB detektiert. Keine Bande konnte zu 100 % bekannten AOB

zugeordnet werden.
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Tabelle 5.13 Taxonomische Zuordnung der ausgeschnittenen Banden der Béden Samoylovs

Bezeichnung der Proben- Héchste Ubereinstimmung bei Prozentuale
DNA Bande bezeichnung Sequenzvergleich Ubereinstimmung
EU155068.1 0
L el b Nitrosomonas clone A-46 St
EF717990.1 0
B Polygonwall 0-5 Unkultiviertes Dunganella sp 94%
EF019282.1 )
© FelbpRmTEl Ee Nitrosomonadacea ek
DQ404614.1 Unbekanntes Bakterium 96%
D Polygonwall 5-15 FJ483763.1 Nitrosospira sp. 95%
EU070244 0
E AtsaEmEEes 0Y Unbekanntes Betaproteobacterium e
. HQ15224 0
F KIiff 250 Unbekanntes Bakterium 98%
. FJ694366 o
e Rt Unbekanntes Bakterium e
EU127347 0
H Strand 10-20 Nitrosospira sp. Clone 168C6 98%
EU127347 o
I Sl 102 Nitrosospira sp. Clone 168C6 ek
EU127347 o
J Strand 10-20 Nitrosospira sp. Clone 168C6 98%
EU127347 3
¢ S 1820 Nitrosospira sp. Clone 168C6 e
L Uberflutungsebene AY722820 959%
0-5 Nitrosospira sp. clone C1-7 o
M Uberflutungsebene EF455143.1 95%
5-15 Unkultiviertes Bodenbakterium °
N Uberflutungsebene AB107859.1 98%

5-15 Unbekanntes Betaproteobacteria

In Abbildung 5.32 ist ein phylogenetischer Stammbaum der einzelnen Banden mit dhnlichen
Sequenzen dargestellt. Der Stammbaum basiert nur auf ca. 400bp des 16S rRNA-Gens. Mit
eingerechnet sind die nachsten bekannten Sequenzen aus der Datenbank von bekannten
und unbekannten Betaproteobakterien. Der Stammbaum zeigte, dass die Banden A, H, K
und L eindeutig zu den Ammoniak oxidierende Bakterien gehéren. Bei den Banden D und C
war die Zuteilung nicht eindeutig. Die Banden N, M, G, E und F liegen zwar in Clustern mit
Betaproteobakterien, sie konnten aber nicht eindeutig Ammoniak oxidierenden Bakterien

zugeordnet werden.
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Klon Uberflutungsebene N
AB107859.1| Uncultured beta protecbacterium
Klon Uberflutungsbene M
EF455143.1 Uncultured soil bacterium clone C02-Fw
EU546289.1| Uncultured bacterium clone

| Klon Kliff G
- 60 on I
9

8 — FJ694366.1| Uncultured bacterium clone(2)

62 j Klon Flussterrasse E

GU934281.1| Uncultured bacterium clone

99

85 L AB193724.1| Methylophilus methylotrophus
EU070244.1| Uncultured beta proteobacterium clone
Klon Kliff F
98 EQO15224,1| Uncultured bacterium clone L64
74 DQ837262.1| Uncultured beta proteobacterium clone 56S 1B

Klon Polygonwall B
AY584575.1| Beta proteobacterium

99 {UQ?TMS.H Herbaspirillum sp. 1P04PB
94

FN563004.1| Photoautotrophic bacterium

99

Klon Polygonwall D
Klon Polygonwall C

EU644256.1| Uncultured bacterium clone
72 EF019282.1| Uncultured Nitrosomonadaceae
99 DQ511335.1| Uncultured fungus clone Toolik

100

100 r Klon Strand H, I, J, K

EU127347.1]| Uncultured Nitrosospira sp. clone 168C6

87

Klon Uberflutungsebene L

— — Klon Strand K

Nitrosospira briensis (strain C-128)

Nitrosospira sp. III7

Nitrosospira multiformis

Nitrosospira sp. 1s148

a6 || Nitrosospira sp. Ka3

GQ454909.1| Uncultured soil bacterium clone BY

ﬂ,i Klon Polygonwall A
68

81

Nitrosomonas oligotropha

82

95

—
0.01

Nitrosomonas cryotolerans

Nitrosomonas halophila

Nitrosomonas sp. Nm143

Abb. 5.32 Maximume-likelyhood Tree basierend auf dem bakteriellen 16S rRNA Gen nach DGGE

Analysen.

Zuordnung der Betaproteobakterien anhand von 400 bp. Bootstrap 1000. Die Banden aus dem
DGGE sind fett markiert. Zur Berechnung des Stammbaumes diente das Programm Mega 5.
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Fir die Analyse der Ammoniak oxidierende Archaeen (AOA) wurden dieselben 10 Proben
aus Polygonwall, Flussterrasse mit Kliff, Strand und Uberflutungsebene verwendet wie oben
beschrieben. Es wurden allerdings Primersets verwendet, die alle Archaeen erfassen
sollten, dabei wurde eine nested PCR verwendet (Abschnitt 4.9.2). Die Diversitat der
Archaeen in den untersuchten Béden ist nach den DGGE nur sehr gering (Abb. 5.33). Es
hatte sich, wenn Uberhaupt, nur eine distinkte Bande pro Probe ausgebildet. Im Polygonwall
0 - 5c¢cm, in den Proben aus der Flussterrasse und aus der Uberﬂutungsebene in0-5cm
hatten sich eine distinkte Bande auf der gleichen Hohe gebildet: diese wurde unkultivierten
Archaeen zugeordnet (Tabelle 5.14). In den anderen Proben hatten sich zwar Banden
gebildet, die aber nicht distinkt ausgebildet wurden. In Spur 11 wurde als Referenz die DNA
des AOA ,Candidatus Nitrosospaera gargensis“ aufgetragen, die eine deutliche Bande
bildete. In den anderen Spuren waren auf der Hohe des ,Candidatus Nitrosospaera
gargensis‘ keine Banden distinkt ausgepragt. Die nicht ganz distinkte Bande R in der Spur
17, in die DNA aus dem KIiff aufgetragen wurde, konnte einem unbekannten methanogenen

Archaeon zugeordnet werden.

Spur  Probenbezeichnung
N (1 Nitrosospacra gargensis

12 Polygonwall 0-5
13 Polygonwall 5-15

14 Flussterrasse 0-5
15 Flussterrasse 5-15
16 Kliff 150

17 Kliff 250

18 Strand 0-5
19 Strand 10-20

= =
a 20 Uberflutungsebene 0-5
5 = - - 21 Uberflutungsebene 5 -15

Abb.5.33 DGGE Profil von Archaea aus den Béden der geomorphologischen Einheiten.

Fir die DGGE wurde ein 8%iges Gel mit einem Gradienten von 40 bis 70 % verwendet. Es wurde
eine nested PCR mit Archaea Primern durchgefiihrt. (siehe Tabelle 4.7). Die Buchstaben stehen fiir
ausgeschnittene Bande, die reamplifiziert und anschlieRend sequenziert worden sind. Die Zahlen
geben die Spuren an. Die Zahlen der Probenbezeichnung gegen die Tiefe in cm an.
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Tabelle 5.14 Taxonomische Zuordnung der 16S rRNA-Gen Sequenzen der Archaea

Bezeichnung Proben-bezeichnung Hoéchste Ubereinstimmung bei Prozentuale
der DNA Bande Sequenzvergleich Ubereinstimmung
o Nitrososphaera Candidatus Nitrososphaera 99%
gargensis gargensis °
P Polvaonwall 0-5 Unkultiviertes Archaeon 97%
Yo Nitrososphaera gargensis 92%
Unkultiviertes Archaea 97%
Q AEsEmEEss 0 Nitrososphaera gargensis 92%
. Unkultiviertes Crenarchoata 99%
R KIiff 250 anaerobic methanogenic archaeon 98%
- Unkultiviertes Archaeon 100%
S LoEriliigseans e Nitrososphaera gargensis 94%

Der phylogenetische Stammbaum, der in Abbildung 5.34 dargestellt ist, zeigt deutlich, dass
sich die DNA aus den Banden Q, P und S die aus Uberflutungsebene, Wall und

Flussterrasse stammen in den 1.1 b Soil Cluster der Crenarchaeota einteilen lassen. Die

Bande R aus dem KiIiff fallt nicht in dieses Cluster, sondern in ein methagogenes Cluster.

FJ968072.1] Uncultured crenarchaeote clone Arch AE HO8

98

100 | Methanogene
| Bande R K250 Archaea
AMS503299.1| Uncultured archaeon
g9 [ Bande Q FT 5-15
52J—[ Bande P PW 5-15
|AB541518.1| Uncultured archaeon
HQ287090.1| Uncultured archaeon clone RMS-A042
HQ214475.1| Uncultured crenarchaeote clone FW-7 16S
Bande S UE 0-5
GU223534.1| Uncultured archaeon clone D07
~ AF227641.1| Uncultured crenarchaeote TRC23-28
U62816.1| Unidentified archaeon SCA1166
— U62819 Unidentified archaeon SCA1175
U62812.1|UAUB2812 Unidentified archaeon SCA1150
1 |AB050233.1| Uncultured archaeon SAGMA-2
AMO039533| Uncultured crenarchaeon clone FJQBAA20
63 | |AM039534| Uncultured crenarchaeon clone FJQFA13 1.1. b Soil Cluster
Chrenachoeta

78 Bande O Gargensis

68 lGU?Q??BG.H Candidatus Nitrososphaera gargensis

| [ AF227640.1] Uncultured crenarchaeote TRC23-10

93 'U62815.1 Unidentified archaeon SCA1158

U62820 Unidentified archaeon SCA11

— EU239960.1| Candidatus Nitrosocaldus yellowstonii

0.05

AJ002947.1| Halobacterium salinarium

Abb. 5.34 Maximum-Likelyhood Stammbaum der Archaea basierend auf dem 16S-rRNA-Gen

Zuordnung der Archaea anhand von 400 bp. Bootstrap 1000. Die Banden aus dem DGGE sind fett
markiert. Zur Berechnung des Stammbaumes diente das Programm Mega 5. K250: KiIiff in 250 cm,
FT 5-15: Flussterrasse in 5 — 15 cm Tiefe, PW 5-15: Polygonwall in 5 — 15 cm Tiefe, UE 0-5:

Uberflutungsebene 0 — 5 cm Tiefe.
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5.7.2 Nachweis AOB und AOA mittels der Ammoniakmonooxygenase (AMO)

Die DNA der Bodenproben aus den verschiedenen geomorphologischen Einheiten und des
Samoylovkliffs wurden auf die Existenz des Schlisselenzyms, der bakteriellen und
archaelen Ammoniakmonooxygenase, untersucht. In Tabelle 5.15 ist angegeben, in welchen
Proben mittels Primersets von ROTTHAUWE et al. (1997) und TREUSCH et al. (2005), das Gen
der Untereinheit A der AMO nachgewiesen wurde. Dabei wurde die isolierte DNA
verwendet, die auch in Abschnitt 5.7.1.1 fur die DGGE-Analysen eingesetzt worden ist. Die
Detektierbarkeit der amoA-Gene ist ein Hinweis auf die Ammoniak oxidierende Bakterien
(AOB) und Archaeen (AOA) im Boden.

Tabelle 5.15 Untersuchung des amoA-Gens in den Umweltproben

Ort Tiefe [cm] Bakterielle amoA Archaeale amoA
Polygonwall 0-5 + -
Polygonwall 5-15 + -
Polygonwall 15-25 + -
Polygonzentrum 0-5 - -
Polygonzentrum 5-15 - -
Polygonzentrum 15-25 - -
Flussterrasse 0-5 + +
Flussterrasse 5-15 + +
Flussterrasse 15-25 n.b. n.b.
FT KIiff 150 + -
FT KIliff 250 n.b. n.b.
Strand 0-5 + +
Strand 10-20 n.b. n.b.
Uberflutungsebene  0-5 + +
Uberflutungsebene  5-15 + +
Uberflutungsebene 15-25 n.b. n.b.
Samoylov-KIiff 60 -70 + -
Samoylov-KIiff 100 - 110 - -
Samoylov-KIiff 180 - 190 - -
Samoylov-KIiff 210 - 220 - +
Samoylov-KIiff 235 - 245 - +
Samoylov-KIiff 290 - 300 - -
Samoylov-KIiff 335 - 345 + +
Samoylov-KIiff 390 - 400 + +
Samoylov-KIiff 470 - 480 - -

n.b. nicht bestimmt
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In den Boden der geomorphologischen Einheiten der Insel Samoylov sind die Hauptvertreter
der Ammoniak oxidierenden Mikroorganismen die Bakterien; diese konnten in allen Boden
mit Ausnahme des Polygonzentrums nachgewiesen werden. Dagegen wurden die AOA
nicht in den Bdden der Polygonalen Tundra nachgewiesen, in allen anderen Béden wurden

sie hingegen detektiert.

Im Samoylov-KIiff wurden Proben aus unterschiedlichen Tiefen untersucht. In den
Oberflachen nahen Proben in 60 cm wurden nur Bakterien (AOB), in 210 und 230 cm
dagegen nur Archaeen (AOA) detektiert. In den tiefen Proben von 340 und 390 cm wurden
beide Gruppen nachgewiesen. In der Permafrost Probe in einer Tiefe von 470 cm konnte
Uber die amoA-Gen weder AOB noch AOA detektiert werden.

5.8 DGGE Analysen der Anreichungskulturen

Verschiedene Anreicherungskulturen von Ammoniak oxidierenden Mikroorganismen aus
Bodenproben der Jahre 2004, 2005, 2007 und 2008 wurden mittels DGGE untersucht. Im
Mittelpunkt standen die Kulturen aus den Polygonen, aber auch aus den anderen
geomorphologischen Einheiten der Insel Samoylov und aus dem Kustenaufschluss am
Samoylov-KIiff. Die Inkubationen erfolgten bei 4 bzw 6 °C, 10°C und 28 °C. Der
Anreicherungsprozess der Kulturen war zum Teil bis zu 6 Jahre fortgeschritten. Es wurde

aus den Anreicherungskulturen fir die folgenden Untersuchungen DNA isoliert.

5.8.1 Anreicherungen bei 4 °C

Bei 4 °C bzw. 6 °C wurden Anreicherungskulturen aus der polygonalen Tundra und dem
Samoylov-Kliff von 2004, Proben aus dem Polygon von 2007 und Proben der
unterschiedlichen geomorphologischen Einheiten der Insel Samoylov 2008 angezogen. In
Abbildung 5.35 und 5.36 sind die DGGE-Profile zu erkennen und in der Tabelle sind die

aufgetragenen Proben eingetragen.

In den Kulturen aus 2004 (Abb. 5.35 links) hat sich nach einem Inkubationszeitraum von 5
Jahren der gleiche Hauptorganismus angereichert. Die mit A gekennzeichnete Bande
konnte eindeutig der Gattung Nitrosospira zugeordnet werden (Tabelle 5.16). Der nachste

bekannte Nitrosospira sp. 9RS stammt aus einem sauren Sulfatboden (SATOH et al. 2007).
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— - - —

Spur Probenbezeichnung Jahr
12 3 4 56 7y & 9 ICHNE R N 1 Referenz Nitrospira M (NOB)

2 Referenz Nitrosospira 1.3
3 Samoylov Kliff 350 cm 2004
4 Samoylov Kliff 450 cm 2004
5 Samoylov Kliff 500 cm 2004
6 Polygonwall 0-5 cm 2004
7 Polygonhang 12-17 cm 2004
8 Referenz Nitrosospira multiformis
9 Polygonwall 0-5 cm 2007
D H i 10  Polygonwall 5-15 cm 2007
E - ' 11 Polygonwall 15-25cm 2007
B 12  Polygonzentrum 0-5cm 2007
- F _J : 13 Polygonzentrum 5-15cm 2007
G 14  Polygonzentrum15-25 cm 2007

Abb. 5.35 DGGE-Profile von Anreicherungskulturen bei 4-6 °C .

Die Anreicherungen stammen aus Bodenproben aus den Jahren 2004 und 2007 aus der Polygonalen
Tundra und dem Samoylov-KIiff. Rechts Anreicherung tber 5 Jahre und links Anreicherung Uber 2
Jahre. Die Inkubation erfolgte bei 4 bzw. 6°C. Das 8%ige Gel hat eine 40 bis 70 %igen Gradienten.
Als Primerset wurde die Kombination 341GC F/907R verwendet

Alle ausgeschnittenen Banden auf der Hohe von A wiesen die gleiche Sequenz auf, so dass
diese in Tabelle 5.18 zusammengefasst wurden. Zu einem friheren Zeitpunkt des
Anreicherungsprozesses wurde ein gemeinsames Wachstum mit dem Nitritoxidanten

»Candidatus Nitrotoga arctica“ nachgewiesen (Daten werden nicht gezeigt).

Die Anreicherung der Proben aus 2007 erfolgte tber 1,5 Jahren bei 6 °C (Abb. 5.35). Die
Diversitat der Bakterien ist hdher als nach mehrjahrigen Inkubationen aus den Jahren 2004.
Der Hauptvertreter der Ammoniak oxidierenden Bakterien gehért zu der Gattung
Nitrosospira. In fast allen Kulturen erfolgte die Anreicherung gemeinsam mit einem Vertreter
von Nitrit oxidierenden Bakterien, in diesem Fall Nitrobacter-ahnlichen Bakterien (Tab. 5.16).
Die Anreichungskulturen aus den oberen Schichten des Polygonwalls zeigen nur eine
Bande im Gel, die einem anderen Nitrosospira zugeordnet werden konnte. Neben den
eindeutig den AOB und NOB zuzuordnenden Banden, wurden die Banden D, H und | als

Alphaproteobakterien identifiziert.
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B —— Spur Probenbezeichnung
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 . 15 Polygonwall 0-5
16 Polygonwall 5-15
17 Polygonwall 15-25
Q 18 Polygonzentrum 0-5
19 Polygonzentrum 5-15
20 Polygonzentrum 15-25

21 Flussterrasse 0-5
0 T 22 Flussterrasse 5 -15
23 Kliff 150
K 24 Kliff 250
25 Strand 0-5
26 Strand 10-20
M = 8BS 27 Uberflutungsebene 0-5
» Ll_ o= I 5 : 28 Uberflutungsebene 5 -15
R
L

Abb. 5.36 DGGE-Profile von Anreicherungskulturen bei 6 °C von 2008.

Die Kulturen stammen aus Bodenproben der geomorphologischen Einheiten der Insel Samoylov. Der
Anreicherungsprozess war 1, 5 Jahre vorangetrieben.Die Inkubation erfolgte bei 6°C. Das 8%ige Gel
hat einen 40 bis 70 %igen Gradienten. Als Primerset wurde die Kombination 341GC F/907R
verwendet. Die Zahlen der Probenbezeichnung gegen die Tiefe in cm an.

Die Anreicherungskulturen der verschiedenen geomorphologischen Einheiten wurden
bereits vor Ort angesetzt und anfangs bei in-situ-Temperaturen angereichert. Der weitere
Anreicherungsprozess wurde im Labor bei konstanten 6°C fortgesetzt (Abb.5.36). Insgesamt

erfolgte die Anreicherung fast 2 Jahre.

Die Diversitat in den Anreicherungskulturen ist relativ gering. Die Bandenabfolge in den
Anreichungskulturen der Béden ist sehr ahnlich. Als Hauptvertreter der AOB wurden
mindestens drei verschiedene Nitrosospira identifiziert. In der Tabelle 5.16 und der
Abbildung 5.36 werden fast alle Banden Nitrosospira zugeordnet und sie ordnen sich im
Baum auch unterschiedlich an. Nur in der Probe aus dem Polygonwall in 0 - 5 cm wurden
Vertreter anderer Gruppen nachgewiesen, wie die Bande K, die sich einem Methanoxidierer
zuordnen lasst und die Bande L, die zu einem haufigen Bodenorganismus Rhodococcus
erythropolis passt. Im Polygonzentrum wurde die Bande P als Paucibacter sp. identifiziert,

der zu den Betaproteobakterien gehdrt und auch haufig in Béden vorkommt.
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Tabelle 5.16 Taxonomische Zuordnung der Sequenzen bei 4 °C.

Bezeichnung Probenbezeichnung Jahr Hoéchste Prozentuale
der DNA Ubereinstimmung bei Ubereinstimmung
Bande Sequenzvergleich
Samylov-KIiff
A 350/ 450 2004 Nitrosospira 9RS 99%
PW 0-5
B Polygonwall 0 5 2007 Nitrosospira sp 99%
C Polygonwall 5 - 15 2007 Nitrosospira D11 100%
D Polygonwall 15 - 25 2007 Alphaproteobakterium 99%
Nitrobacter o
E Polygonwall 15 - 25 2007 hamburgensis 98%
F Polygonwall 15 - 25 2007 Nitrosospira Nsp 1 100%
G Polygonwall 15 - 25 2007 Athrobacter sp. 99%
H Polygonzentrum 0 - 5 2007 Alphaproteobakterium 98%
| Polygonzentrum 5 - 15 2007 Alphaproteobakterium 99%
J Polygonzentrum 5 - 15 2007 Nitrosospira Nsp 1 100%

Unkultiviertes

K Polygonwall O - 5 2008 Methylophilaceae 99%
L Polygonwall 0 - 5 2008 Z’;?ﬁ;%%‘jfsus 100%
M Polygonwall 5 - 15 2008 Nitrosospira D11 99%
N Polygonwall 15 - 25 2008 Nitrosospira Nsp 2 99%
(0] Polygonzentrum 0 - 5 2008 Nitrosospira sp 99%
P Polygonzentrum 5 - 15 2008 Paucibacter sp. 99%
Q Polygonzentrum 15 - 25 2008 Nitrosospira sp. 99%
R Kliff 250 2008 Nitrosospira sp. 99%
S Strand 0 - 5 2008 Nitrosospira sp. 99%
T Uberflutungsebene 5-15 2008 Nitrosospira sp 99%

Insgesamt wurden bei den Anreicherungen bei 4 bzw. 6 °C mindestens 4 verschiedene
Vertreter der Gattung Nitrosospira nachgewiesen. Auferdem konnten die Bande D, E und H
Vertretern der Gattung Nitrobacter und im Allgemeinen den Alphaproteobakterien
zugeordnet werden. Als heterotrophe Mikroorganismus konnten Arthrobacter-ahnliche
Bakterien oder auch Paucibacter-ahnliche Bakterien nachgewiesen werden. In der Abb. 5.37
ist ein Neighbour Joining Stammbaum der Sequenzen aus dem DGGE-Profil dargestellt. Es
wurden zusatzlich die dhnlichsten Sequenzen aus der NCBI Datenbank mit zur Berechnung

des Stammbaums herangezogen.
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95 | Bande N Sam08
AY123802.1| Nitrosospira sp. Nsp2 16S
EF015569.1| Nitrosospira sp. 9RS
EU127367.1| Uncultured Nitrosospira sp. clone 168E7
— Bande B Sam07 / Bande R Sam08
[ Bande Q Sam08
|’ Bande S Sam08 / Bande A Sam04

Nitrosospira-dhnliche
Gruppe

Bande T Sam08 / Bande O Sam08
L35505.1| Nitrosospira briensis (strain C-128)

o7 | o6 AJ298744.1| Nitrosospira sp. Nsp1

Eands F Sam07
96 Bande J Sam07

XB84660.1| Nitrosospira sp. isolate D11
97 Bande C Sam07
99 | Bande M Sam08

AJ275886.1| uncultured Nitrosospira SM-16
100 Bande K Sam08

Methanoxidierer
100 _EEFOTZO?G.H Uncultured Methylophilaceae bacterium Gruppe

97 HM187265.1| Uncultured bacterium clone

[~ Bande P Sam08 Paucibacter-ahnliche
100! . Gruppe
HQ003410.1| Paucibacter sp. NBGD4
93 Bande | Sam07

n00 Alpha-Proteobacteria

Gruppe

DQ158105.1| Uncultured bacterium clone 290

HM991570.1| Uncultured alpha proteobacterium clone DSEP 109
98 Bande H Sam07

Bande D Sam07

100 Nitrit oxidierende Bakterien
a0 FJ570287.1| Uncultured alpha proteobacterium clone AGYEO3RM Gruppe

81 _r Bande E Sam07
9

7 = 1.35502.1|Nitrobacter hamburgensis (strain Nb14)

Bande L Sam08
100
FN796872.1| Rhodococcus erythropolis
Actinobacter | Arthrobacter

GU932975.1| Arthrobacter sp. 68F56 Gruppe

100

| GU062495.1| Arthrobacter sp. KOPRI 25486
100 |_|* Bande G Sam07
DQ172996.2| Arthrobacter sp. TSBY-27

0.02

Abb. 5.37 Neighbour Joining Stammbaum der DGGE-Banden aus den Anreicherungen bei 4
bzw. 6°C.

Errechnet wurde der Stammbaum mit der Software MEGA 5 mit einem Bootstrap von 1000.

Er basiert auf ca. 460 bp. Zur Berechnung des Stammbaumes diente das Programm Mega
5.
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5.8.2 Anreicherungen bei 10 °C

Die Anreicherungen bei 10 °C stammen aus Bodenproben der polygonalen Tundra, die am
Polygonwall, Polygonhang und Polygonzentrum im Sommer 2004 entnommen wurden. Der
Anreicherungsprozess dauerte bis zu vier Jahre. Die Anreicherungskulturen wurden mittels
DGGE untersucht (Abb. 5.38) und ein Teil der Banden wurde sequenziert (Tab.5.17). In der
Abb. 5.37 sind Anreicherungen nach 3 Jahren bzw. 4 Jahren aufgezeigt. Nach 3 Jahren
Anreicherungsprozess sind noch relativ viele Banden pro Spur vorhanden, wobei jede
Bande ein Bakterium reprasentiert. Die oberen Banden wurden keinen Nitrifikanten
zugeordnet. Nach 4 Jahren sind deutlich weniger Banden pro Spur erkennbar, gerade im
oberen Bereich bildeten sich nur sehr schwach Banden heraus. In fast allen
Anreicherungskulturen wird eine Bande auf der gleichen Hohe ausgebildet. Als
dominierendes Ammoniak oxidierendes Bakterium (AOB) wurde auch bei dieser
Inkubationstemperatur ein Nitrosospira identifiziert. Zu Beginn des Anreichungsprozesses
wurde neben Ammoniakoxidanten auch Nitritoxidanten der Gattung Nitrospira (Bande C) mit
angereichert. Die Nitritoxidanten gingen aber mit voranschreitendem Anreicherungsprozess
verloren. Als heterotrophe Begleitorganismen wurden Vertreter der Gattungen Arthrobacter
(Bande F), Actinobacter (Bande G) und Flavobacter (Bande D) identifiziert.

P G — W e g — —

Spur Probenbezeichnung
N34 5 Eh ARS8 305 1 Nitrospira M

2 2 Nitrosospira 1.3
3 Polygonwall 0-5
4 Polygonwall 8-13
5 Polygonwall 12-17
—— T 6 Polygonhang 0-5
— —
3 ? Of 4240 1 2 7 Polygonhang 6-11
D 8 Polygonhang 12-17
: — 9 Polygonzentrum 0-5
- 10  Polygonzentrum 12-17
11 Polygonzentrum 24-27
! H H H
3&;—; —_ ‘-E. L4 - - L o
N
B & - F F 5 F
o~

Abb. 5.38 DGGE Profil der Anreicherungen von Ammoniakoxidanten aus einem Polygon.

Links Anreicherung nach 3 Jahren und rechts Anreicherung nach 4 Jahren. Die Kulturen stammen
aus dem Wall, Hang und Zentrum des Polygons. Als Referenten wurden Nitrospira moscoviensis und
Nitrosospira 1.3. aufgetragen. Die mit Buchstaben gekennzeichneten Banden wurden sequenziert.
Die Zahlen der Probenbezeichnung gegen die Tiefe in cm an.
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Die Anreicherungskultur aus dem Polygonwall in einer Tiefe von 12 - 17 cm wurde flr
weitere Untersuchungen verwendet und charakterisiert. Dazu wurde flir phylogenetische
Untersuchungen die 16S rRNA Gensequenzen kloniert mit Hilfe des Primersets von LANE,

1991 (Abschnitt 4.9.2) und die optimale Wachstumstemperatur ermittelt.

Tabelle 5.17 Taxonomische Zuordnung der Sequenzen bei 10°C

Bezeichnung Probenbezeichnung Héchste Ubereinstimmung bei Prozentuale

der DNA Bande Sequenzvergleich Ubereinstimmung
A Polygonwall 0-5 Betaproteobaterium 90%

B Polygonwall 0-5 Nitrosospira 99%

(] Polygonzentrum 0-5 Nitrospira 99%

D Polygonzentrum 12-17 Flavobacter 99%

E Polygonzentrum 12-17 Nitrosospira 97%

H Polygonhang 6-11, Nitrosospira 99%

Polygonzentrum 0-5,
Polygonzentrum 24-27

F Polygonwall 8-13, Arthrobacter 99%
Polygonwall 12-17,
Polygonhang 6-11

G Polygonhang 0-5 Actinobacter 99%

5.8.3 Anreicherungen bei 28 °C

Auch die Ammoniakoxidanten Anreicherungskulturen, die bei einer Inkubationstemperatur
von 28 °C angereichert wurden, stammten aus der polygonalen Tundra und wurden seit
2005 uber einen Zeitraum von mehr als 3 Jahren inkubiert.

In Abbildung 5.39 sind im linken DGGE auf zwei Ebene in den Spuren 3 bis 8 distinkte
Banden ausgebildet worden. Fir die obere Bande wurde beispielhaft die Bande A
reampilifiziert und sie wurde den Nitritoxidanten Nitrospira zugeordnet (Tabelle 5.18). Die
Bande B konnte als Ammoniakoxidant Nitrosospira identifiziert werden. Nach der
Behandlung der Anreicherungskultur mit Natriumchlorat zur Hemmung der Nitritoxidanten,
wurden nach weiteren 6 Monaten Inkubation nur noch Nitrosospira als Ammoniakoxidant in
den Kulturen nachgewiesen (Abb. 5.39 Rechts, Bande E).

Auch bei 28°C Inkubationstemperatur war der dominierende AOB ein Vertreter der Gattung
Nitrosospira. Die Anreicherung erfolgte anfanglich gemeinsam mit dem NOB Vertreter

Nitrospira
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Spur Probenbezeichnung
Nitrosospira M1.3
Nitrospira M
Polygonwall 8,5 - 13,5
Polygonhang 0 - 5
Polygonhang 12 - 17
Polygonhang 17 - 21
Polygonwall 35 - 39
Polygonzentrum 24 - 29

O~ WN =

%uad&ﬂ

Abb. 5.39 DGGE Profil der Anreicherungen bei 28°C.

Links Anreicherung nach 3 Jahren und rechts Anreicherung nach mehr als 3,5 Jahren. Die Kulturen
wurden zwischen den DNA Isolierungen mit Natriumchlorat behandelt, um die Nitritoxidanten zu
hemmen. Die Zahlen der Probenbezeichnung gegen die Tiefe in cm an.

Als heterotropher Begleitorganismen wurde wiederum ein Vertreter der Arthrobacter
(Bande C) identifiziert. Nach der Behandlung mit Natriumchlorat wurde nur noch der AOB
angereichert. Die Anreicherungskultur aus dem Polygonhang in 12-17 cm Tiefe, die als
Nitrosospira identifiziert worden ist, wurde fir weitere Untersuchungen, wie Bestimmung des

Temperaturoptimums, phylogenetische Analysen oder mikroskopischen Aufnahmen genutzt.

Tabelle 5.18 Taxonomische Zuordnung der Sequenzen aus 28 °C

Bezeichnung Probenbezeichnung Hoéchste Ubereinstimmung bei Prozentuale

der DNA Bande Sequenzvergleich Ubereinstimmung
A Polygonwall 8,5 bis 13,5 Nitrospira 99%

B Polygonwall 8,5 bis 13,5 Nitrosospira 99%

(o Polygonwall 35-39 Arthrobacter 99%

D Polygonzentrum 24-29 Betaproteobaterium 90%

E Polygonhang 12-17 Nitrosospira 99%

5.9 Taxonomie der untersuchten Ammoniak oxidierenden Mikroorganismen (AOM)

Fur die taxonomische Einteilung der untersuchten Ammoniak oxidierenden Bakterien und
Archaeen wurden die 16S-rRNA-Gene und die amoA-Gene als Grundlage fir die
Berechnung von Stammbdumen benutzt. In Tabelle 5.19 sind die Quellen der benutzten
Sequenzen und wie sie ermittelt wurden angegeben. Dabei wurden fur den auf dem 16S-

rRNA-Gen basierenden bakteriellen Stammbaum die Sequenzen von 4 unterschiedlichen
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Anreicherungskulturen benutzt, die vorher durch die DGGE Analysen untersucht wurden.
Die Anreicherungskulturen stammen aus unterschiedlichen Bdéden und wurden bei
unterschiedlichen Temperaturen angezogen. Dazu gehoéren zwei Proben aus dem Polygon:
erstens aus dem Polygonwall aus 12 - 17 cm Tiefe und bei 10 °C angereichert, zweitens aus
dem Polygonhang auch aus 12 - 17 cm Tiefe und einer Inkubationstemperatur von 28 °C.
Die dritte und vierte Probe wurden bei 4 °C angereichert und stammen aus dem Strand aus
einer Tiefe von 0 - 5 cm und aus dem Samoylov-KIiff aus einer Tiefe von 350 cm. Fir den
Stammbaum des amoA-Gens stammen die Sequenzen aus der durch RT PCR gewonnen
und anschlieRend klonierten DNA von der Bodenprobe aus dem Auengley in 5 - 15 cm Tiefe
und aus der Anreicherungskultur aus dem Polygonhang in 12 - 17 cm Tiefe und bei 28 °C

Inkubationstemperatur.

Tabelle 5.19 Naturproben und Anreicherungskulturen fiir die Taxononie der AOB und AOA.

Probenbezeichnung Probenart 16S-rRNA-Gen AmoA- Gen
bakteriell archaeal bakteriell archaeal
Polygonwall12-17 . o
(W12-17) Anreicherungskultur 10 °C +
Polygonhang 12-17 . o + +
(11) Anreicherungskultur 28 °C (PT RCR)
Samolyov Kiliff Anreicherungskultur .
350 (3306) 4°C
Strand Anreicherungskultur +
0-5 (CT0811) 4°C
+ +(geforen)

Boden (Kloniert) +(ungefroren)
Uberflutungsebene Boden .
0-5
Uberflutungsebene
5.15 Boden +
e Anreicherungskultur
Hahnheide 18° + +
515 B

Bod + +

oden (RTPCR)  (RTPCR)

Fur die Stammbaumberechnung der Archaeen wurden Sequenzen von Proben aus dem
Strand in 0 - 5 cm Tiefe, aus einer Anreicherungskultur bei 4 °C oder direkt aus den Bdden
gewonnen. Aus Bodenproben aus der Uberflutungsebene in 0 - 5 und 5 - 15 cm Tiefe wurde
das archaeale amoA-Gen benutzt. Aus dem Auengley in der Hahnheide in 5 - 15 cm Tiefe
wurden Sequenzen aus Anreicherungskulturen bei 18 °C flr archaeale Stammbaume und
aus dem Originalboden Uber Reverse Transkriptase (RT) PCR fir die bakteriellen und

archaealen amoA-Stammbaume.
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5.9.1 Taxonomie der AOB

16S-rRNA-Gen basierter Stammbaum

In dem Stammbaum (Abb. 5.40) sind alle Nitrosospira-ahnlichen Sequenzen, die aus vier
verschiedenen Anreicherungskulturen stammen, mit den bekannten Nitrosospira Arten

verrechnet.

g9 | Nitrosospira briensis

Nitrosospira sp. Nsp1

Nitrosospira sp. Nsp62

Nitrosospira sp. Nv6

Nitrosospira sp. Nsp41

Nitrosospira sp. En13 “Cluster 3”
Nitrosospira sp. NI5

Nitrosovibrio tenuis

79 Nitrosospira sp. L115

Nitrosospira sp. Nsp17
63] — | — Polygonwall 12-17 10 °C ( W12-17)
99 Polygonhang 12-17 28°C (11)
78 ' Nitrosospira sp. Nsp2
I: Nitrosospira multiformis
89 Nitrosospira sp. PJA1
KIiff 350 4°C (3306)

Nitrosospira sp.013 “Cluster 2”
g3 || Nitrosospira sp. 117

Nitrosospira sp.0O4

_|_7 Nitrosospira sp. Nsp58
Ni

itrosospira sp. Nsp57

ap | Nitrosospira sp. Ka3
—= “Cluster 4”

Nitrosospira sp.Ka4
= Strand 0-5 4°C ( CT 0811)

Nitrosospira sp. 1s148
e “Cluster 0”
95

Nitrosospira sp. Nsp12
Nitrosospira sp. Nsp5

Nitrosospira sp. Nsp65
Nitrosomonas sp. Nm143

0.005

Abb. 5.40 16S-rRNA-Gen basierender Maximum-Likelyhood phylogenetischer Baum der
Nitrosospira.

Der Baum basiert auf der Einteilung der Cluster der Nitrosospira von PURKHOLD 2003. Eingerechnet
sind die 16S-rRNA-Gensequenzen der Anreicherungskulturen. Errechnet wurde der Stammbaum mit
der Software MEGA 5 mit einem Bootstrap von 1000. Eingerechnet sind 16S-RNA-Gen-Sequenzen
von vier Anreicherungskulturen mit 1000 bp.
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Es wurden die beiden Kulturen aus dem Polygonwall und Polygonhang, die Kultur aus dem
Kliff und die Kultur aus dem Strand ausgewahlt, da lber die DGGE Analysen und
mikroskopischen Untersuchung starke Anzeichen dafiir gefunden wurden, dass in diesen
Kulturen verschiedene Nitrosospira-ahnliche Bakterien angereichert worden sind. Der Baum
basiert auf der Clustereinteilung von PURKHOLD, 2003. Die vier Anreicherungskulturen
stammen aus dem Cluster 0, 2 und 3. Dem Cluster 3 werden die meisten beschriebenen
Kulturen zugeordnet. Die Clustereinteilung der Nitrosospira ist nicht unumstritten, da sie eine
sehr groRe Sequenzahnlichkeit aufweisen. Die Ahnlichkeit liegt bei 96,1 % und ist damit weit

enger als bei den Nitrosomonas-Arten.
amoA-Gen basierender Stammbaum

In Abbildung 5.41 ist ein amoA-Gen basierender Maximum-Likelihood Stammbaum
abgebildet, der die Sequenzen enthalt, die mit Hilfe der RT PCR ermittelt worden sind. Mit
der RT PCR werden nur Sequenzen der Gene erfasst, die zu dem Extraktionszeitpunkt
exprimiert waren. Aus der Anreicherungskultur aus dem Polygonhang 12 - 17 cm bei 28 °C
wurde der Klone D als ein Nitrosospira-ahnliches Bakterium nachgewiesen. Die Klone A und
C aus der Hahnheide gehdren auch zu den Nitrosospira-ahnlichen Bakterien. Der Klon B
war ein Nifrosomonas-ahnliches Bakterium. Die amoA-Gene der Nitrosospira bilden keine
Subcluster (Purkhold, 2003)

96 [Klone C (Auengley 5-15 RT PCR)
94 —_— AY123823.1 Nitrosospira sp. Nsp12
Klone A (Auengley 5-15 RT PCR)
AY 123835 Nitrosospira sp. Nsp57
64 l Z97858.1 Nitrosospira briensis

AJ298720.1 Nitrosospira tenuis
Klone D (Polygonhang 12-17 28 °C RT PCR)

99

AY177933.1 Nitrosospira multiformis
AF272406.1 Nitrosomonas oligotropha

I Klone B (Auengley 5-15 RT PRC)
89 L

AJ388585.1 Nitrosomonas urea

84 AF272400.1 Nitrosomonas aestuarii

66 AF272405.1 Nitrosomonas marina
AF272398.1 Nitrosomonas halophila

99 | 51630 Nitrosomonas eutropha

99 L08050 Nitrosomonas europaea

Abb. 5.41 Auf dem bakteriellem amoA-Gen basierender Maximum Likelihood Stammbaum.

Die eingerechneten Sequenzen stammen aus PT PCR Untersuchungen der Kultur Polygonwall 12-
17 cm aus Sibirien und aus dem Boden des Auengleys aus der Hahnheide. Errechnet wurde der
Stammbaum mit der Software MEGA 5 mit einem Bootstrap von 1000.
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5.9.2 Taxonomie der AOA

In dem Stammbaum (Abb. 5.42) sind die Crenarchaeota-Sequenzen aus der
Vergleichsprobe aus der Hahnheide und aus dem Strand aus Samoylov eingerechnet. Die
DNA aus der Hahnheide stammt aus der Anreicherungskultur bei 18 °C, die kloniert worden
ist. Die Sequenzen der Strandprobe wurden aus der Bodenprobe gewonnen und
anschliel’end kloniert. Alle untersuchten Sequenzen fallen in die Gruppe 1.1.b, die als ,Soil-
Group* beschrieben worden ist. Der AOA aus der Hahnheide ist naher verwandt mit dem
»Candidatus Nitrososphaera gargensis® als die Proben aus dem Strand aus Samoylov.
Diese Klone fallen in Bereiche des Stammbaums, aus dem es noch einen kultivierten
Vertreter gibt.

gg [ Klone G Strand 0-5 cm Boden
AF227641.1| Uncultured crenarchaeote TRC23-28
U62819 Unidentified archaeon SCA1175

99 UB2812.1|UAUB2812 Unidentified archaeon SCA1150
gg | Klone H Strand 0-5 cm Boden
100 * AF227640.1| Uncultured crenarchaeote TRC23-10 Gru ppe
B UB2815.1 Unidentified archaeon SCA1158 1.1b

U62816.1| Unidentified archaeon SCA1166
a7 Auengley 5-15 cm 28°C

AB050233.1| Uncultured archaeon SAGMA-2
81 AMO039533| Uncultured crenarchaeon clone FJQBAA20

GU797786.1| Candidatus Nitrososphaera gargensis
82 U62820 Unidentified archaeon SCA11
AMO039534| Uncultured crenarchaeon clone FJQFA13

s0[— U71115 Unidentified archaeon C33
o6 |- AF419636.1| Uncultured archaeon C1 RO10

U71114.2 Unidentified archaeon
99 L

AJ347775.1| Uncultured marine archaeal
u AF419646.1| Uncultured archaeon CS RO08 Gruppe
£ Nitrosopumilus maritimus 1.1a
100 UAU39635 Unidentified archaeon 4B7

| [ AJ347777.2| Uncultured marine archaeal
77 78— AB019729.1| Unidentified archaeon
AB193994.1| Uncultured archaeon

EU239960.1| Nitrosocaldus yellowstonii

AJ002947.1| Halobacterium salinarium

e |
0.05

Abb. 5.42 Auf dem 16S-rRNA-Gen basierender Maximum-Likelyhood phylogenetischer Baum
der AOA.
Errechnet wurde der Stammbaum mit der Software MEGA 5 mit einem Bootstrap von 1000.

Der auf amoA basierende Stammbaum der Archaeen (Abb. 5.43) enthalt die bekannten
Gattungen der Crenarchaeota Nitrosopumilus, Nitrosocaldus und Candidatus
Nitrososphaera. Es wurden die Sequenzen aus der Hahnheide mit berechnet, die durch die
RT PCR aus dem Boden gewonnen worden sind, d.h. die zum Probenahmezeitpunkt
exprimiert waren (Hahnheide RT Klone E und F), zum anderen die amoA-Sequenzen aus

einer Anreicherungskultur bei 18°C nach der Behandlung mit Ampicilin, auch aus dem
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Auengley in 5 - 15 cm Tiefe. Zusatzlich sind noch amoA-Sequenzen aus den Bdden des
Strandes und der Uberflutungsebene der Insel Samoylov eingerechnet worden. Die
Sequenzen liegen alle in verschiedenen Clustern. Alle Sequenzen liegen in anderen
Clustern als die bekannten AOA.

EU590486.1| Uncultured ammonia-oxidizing archaeon clone SGX-367
l_’ Strand 0-5 cm Boden gefroren
9 FJ940138.1| Uncultured crenarchaeote clone BJ-0-31
FJ940177.1| Uncultured crenarchaeote clone BJ-30-68

66 | Auengley 5-15 cm Anreicherung 18°C

100

50 98 H Candidatus Nitrososphaera gargensis

Klon Auengley 5-15 cm Boden RT RCR
EU671423.1| Uncultured crenarchaeote clone 2D 89
100 LLSE'and 0-5 cm Boden ungefroren
68 | [T HM803797.1| Uncultured crenarchaeote clone P2 51
72— GQ142380.1| Uncultured ammonia-oxidizing archaeon clone AOAd-651

EU672287.1| Uncultured crenarchaeote clone 3E 23
g8 [ EU239965.1| Uncultured crenarchaeote clone HL1.A12

100 Nitrosocaldus yellowstonii
— EU239963.1| Uncultured crenarchaeote clone CS.EQ7

g9 [ GQ499756.1| Uncultured ammonia-oxidizing archaeon clone R8C.4.D07
100 Nitrosopumilus maritimus
~ AM295171.1| Uncultured archaeon
100 Klon F Auengley 5-15 cm Boden RT PCR

GQ911251.1| Uncultured archaeon clone DY 32

50

Uberflutungseben 0-5 cm Boden

100 | g2l EF450801.1| Uncultured crenarchaeote clone
> HQ168098.1| Uncultured archaeon clone TS2-20
FJ971893.1| Uncultured crenarchaeote isolate DGGE gel band 2-2
Uberflutungsbene 5-15 cm Boden

0.05

Abb. 5.43 Auf dem amoA- Gen basierender Maximum-Likelihood phylogenetischer Baum der
AOA.

Die eingerechneten Sequenzen stammen aus PT PCR aus dem Boden des Auengleys aus der
Hahnheide. Es wurden amoA-Sequenzen aus Béden des Strandes und der Uberflutungsebene und
aus der Anreicherungskultur der Auengley 5 - 15 cm bei 18°C benutzt Errechnet wurde der
Stammbaum mit der Software MEGA 5 mit einem Bootstrap von 1000. Die Sequenzen hatten eine
Lange von 600 bp.
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5.10 Charakterisierungen der Anreicherungskulturen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden aus mehreren Bodenproben Anreicherungskulturen
angezogen. Die Anreicherungskulturen, die naher beschrieben werden sind in der Tabelle
5.20 aufgefiihrt. Es ist nicht gelungen, aus diesen Kulturen die Ammoniak oxidierenden
Bakterien oder Archaeen zu isolieren. Uber die molekularbiologischen Untersuchungen
konnten in allen untersuchten Anreicherungskulturen die Ammoniakoxidanten identifiziert
werden. In den beiden Kulturen aus dem Kiliff, den Proben aus dem Strand auf Samoylov
und in der Kultur aus dem Auengley in 5 - 15 cm Tiefe wurden AOB und AOA gemeinsam
angereichert. In den Kulturen aus dem Polygon (Wall und Hang in 12-17 cm Tiefe) wurde
der Ammoniakoxidant als Nitrosospira-ahnliches Bakterium identifiziert. Im Folgenden
werden diese Anreicherungskulturen morphologisch und physiologisch  weiter
charakterisiert. In der Tabelle 5.20 sind die Herkunft, das Beprobungsjahr und die

Inkubationstemperatur angegeben.

Tabelle 5.20 Uberblick iiber die untersuchten Anreichungskulturen.

Probenbe- Tiefe Tem- DGGE Tem-
zeichnun [em] Jahr peratur 16S- amoA EM IF FISH peratur-
9 [°C] rRNA optimum
AOB AOA
Samoylov-  240-
3304 Kliff 250 2004 4—-6 + + +
Samoylov-  350-
3306 oot o 2004 4-6 + + . P ‘
wos PoVEoN- o5 o004 -6 + .
wall
w Polygon- 12-
1247 wall G AR 10 * . +
11 Polygon- 12- 505 28 . + o+ +
hang 17
$T9% Strand 05 2008  4-6 " . + + .
S8 strand 0-5 2008 18 . .
HHH  Hahnheide, o .= 009 28 X X .

5-15 Auengley

5.10.1 Morphologische Eigenschaften der Anreicherungskulturen

Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Mit  verschiedenen Methoden der Elektronenmikroskopie (EM) wurden die
Anreicherungskulturen aus dem Kiliff Samoylov in einer Tiefe von 240 - 250 cm und 350 -
360 von 2004 und die Anreicherungskultur aus dem Polygonhang in 12 - 17 cm Tiefe von
2005 untersucht. Die Kliffprobe wurde anhand von DGGE Analysen als Nitrosospira-
ahnliches Bakterium identifiziert. In der Abbildung 5.44 sind EM Aufnahmen der

Anreichungskultur aus dem Kiiff dargestellt.
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Abb. 5.44 Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Anreicherungskultur aus dem
Samoylovkliff

A: Kolonien von rechts Nitrosospira-ahnlichen Bakterien und links Nitrotoga-ahnlichen Bakterien, B:
Groflaufnahme eines Nitrosospira-ahnlichen Bakteriums, C: Kolonien von Nitrosospira-ahnlichen
Bakterien, D: Nitrotoga-ahnliche Bakterien, E: Vermutlich heterotrophe Bakterien, evil. Arthrobacter-
ahnliche Bakterien, F: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Nitrosospira-ahnliches
Bakteriums, G: Transmissionselekronenmikroskopische Aufnahme im Negativstain eines
Nitrosospira-ahnliches Bakteriums. 22.000 bis 80.000 fache Vergroflerung NSS: Nitrosospira-
ahnliche Bakterien, NS: Nitrospira-dhnliche Bakterien, NT: Nitrotoga-ahnliche Bakterien, HB:
Heterotrophe Bakterien, ICM: intercytoplasmatische Membranen
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Die Aufnahmen zeigen in den Bildern A, B und C gewundene Stabchenzellen, die in etwa
eine Lange von 1 bis 1,5 ym und einen Durchmesser von ca. 0,2 ym haben. An den
Zellwanden weisen die Zellen intercytoplasmatische Membranen (ICM) auf. Diese Zellen
kénnen dadurch als Nitrosospira-ahnlich Bakterien charakterisiert werden. Die Bakterien
lagen in Mikrokolonien vor, die mit extrazellularen polymerischen Substanz (EPS) umgeben
war. Im Bild A ist deutlich zu erkennen, dass die Mikrokolonien der Ammoniak oxidierenden
und Nitrit oxidierenden Bakterien raumlich nah aneinander lagen. Die Zellen der Nitrosospira
kénnen aber sehr unterschiedliche Formen annehmen und sich pleomorph verandern (Bild
C).

Als Nitrit oxidierendes Bakterium wurde ein Nitrofoga-ahnliches Bakterium (Bild D)
detektiert. Die Nitrotoga-ahnlichen Zellen sind charakterisiert durch ein grolRes Periplasma
und sie weisen keine intercytoplasmatische Membranen (ICM) auf, die z.B. fir andere Nitrit

oxidierende Bakterien wie Nitrobacter spec. charakteristisch sind.

Im Bild F ist eine rasterelektronische Aufnahme der Anreicherungskultur aus dem Samoylov-
Kliff 2004 in 350 cm Tiefe nach der Behandlung mit Streptomycin dargestellt. Mit den REM
Aufnahmen konnen Oberflachen der Bakterien sichtbar gemacht werden. In der Abbildung
ist ein Spirillen-formiger Mikroorganismus erkennbar. Der Durchmesser betragt ca. 0,25 ym
breit. Die Lange ist nicht eindeutig erkennbar. Im Bild G sind transmissionselektronische
Aufnahmen derselben Kultur dargestellt. Diese ist nach einer Negativkontrastierung
entstanden. Sowohl in den REM- als auch in den Negativstain-Aufnahmen sind Nitrosospira-

ahnliche Bakterien zu erkennen.

Die Anreicherungskultur aus dem Polygonhang in 12 - 17 cm Tiefe von 2005 wurde bei
28 °C angezogen. Wie die DGGE Analysen mit anschlielender Sequenzierung ergeben
haben erfolgte auch hier eine gemeinsame Anreicherung von einem Ammoniakoxidanten
und einem Nitritoxidanten. Der AOB wurde als Nitrosospira-ahnlich und der NOB als
Nitrospira-ahnlich identifiziert (siehe DGGE und Stammbaum Abb. 5.41). In Abbildung 5.45
sind TEM Aufnahmen der Anreicherungskultur zu sehen. Die Bilder A und B zeigen mehrere
Nitrosospira-ahnliche Zellen, die die typischen Spirillen formen aufweisen. Zusatzlich sind in
den Aufnahmen kokkenartige Zellen zu sehen, die eventuell heterotrophe Mikroorganismen
sein konnten. In Abbildung C ist ein Aggregat von Nitrospira-ahnlichen Bakterien zu sehen,

die Uber EPS zusammengehalten werden.
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Abb. 5.45 Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Anreicherungskultur aus dem
Polygonhang.
A und B: Gemeinsame Aufnahme von Nitrosospira-ahnlichen Bakterien und anderen wahrscheinlich

heterotrophen Bakterien C: Aggregat von Nitrospira-ahnlichen Bakterien in EPS: 20.000 bis 30.000
fache VergréRerung.NSS: Nitrosospira, NS: Nitrospira, HB: Heterotrophe Bakterien.

5.10.2 Lichtmikroskopische Untersuchungen der Anreicherungskulturen

Mit Hilfe der Immunofluoresenz (IF) Technik sollten die Ammoniak oxidierenden Bakterien in
den Anreicherungskulturen identifiziert werden. Dazu wurden fixierte Zellen mit polyklonalen
Antikdrpern gegen die amoA-Untereinheit die Gattung Nitrosomonas und mit polyklonalen
Antikdrpern gegen die amoB-Untereinheit behandelt, die alle Ammoniakoxidanten der
Betaproteobakterien erfasst (FIENCKE & BOCK 2004). Der amoA-Antikorper ist mit einem Cy2
Farbstoff gekoppelt, der griines Licht emittiert und der amoB-Antikérper ist mit einem Cy3
Farbstoff markiert, der rotes Licht emittiert (Abschnitt 4.6).
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Anreicherungskultur aus dem Samylov-Kliff aus 2004 in 350 cm Tiefe

In der Anreichungskultur des Samolyov-Kliffs wurden sowohl Ammoniak oxidierende
Bakterien als auch Ammoniak oxidierende Archaeen Uber das amoA-Gen nachgewiesen.
Abbildung 5.46 zeigt Aufnahmen dieser Anreicherungskultur, die trotz Behandlung mit
Streptomycin Ammoniakoxidation zeigte. Da jedoch keine Zellen mit den amoA-Antikérpern

gefarbt wurden, sind sie nicht der Gattung Nitrosomonas zuzuordnen.

In der oberen Bildreihe ist ein Aggregat von Zellen zu sehen, in dem viele gleichférmige
Zellen zu erkennen sind, die auch groten Teils mit dem amoB-Antikérper gefarbt worden
sind. In 1A sind die Zellen nach der DAPI Farbung gezeigt, DAPI farbt alle intakten Zellen.
Die Zellen sind also Ammoniak oxidierende Bakterien. Sie haben einen Durchmesser von

ca. 1 uym.

10 pm

10 pm

10 pm
—

10 pm
—

Abb. 5.46 IF Farbung der Anreicherungskultur aus dem Samolyov KiIiff.

Farbung mit Antikérpern gegen amoA und amoB. 1A: DAPI-Farbung eines Zellaggregates der
Anreicherungskultur, 1B: IF Farbung mit amoB-Antikdrper der gleichen Zellen, 1C: IF Farbung mit
amoA-Antikdrper, 2A: DAPI-Farbung von einzelnen Zellen der Anreicherungskultur, 2B: IF Farbung
mit amoB-Antikdrper der gleichen Zellen, 1C: IF Farbung mit amoA-Antikdrper. GréRenbalken 10 um.

Im unteren Bild der Abbildung 5.46 (2A bis 2C) sind vor allem einzelne Zellen zu erkennen,
von denen nur wenige eindeutig mit dem amoB-Antikorper gefarbt sind. D.h. die Mehrzahl
der Zellen sind keine Ammoniak oxidierenden Betaproteobakterien. Die nicht gefarbten
Zellen kénnten sowohl Ammoniak oxidierende Archaeen sein, als auch andere z.B.

heterotrophe Mikroorganismen, die tUber Reinheitskontrollen nachgewiesen worden sind.

In Abbildung 5.47 sind die DAPI-gefarbten Zellen aus der Anreicherungskultur aus dem Kiliff
ohne Zugabe von Streptomycin und nach einer Verdiinnung von 10 zu sehen. Die meisten

Zellen wiesen eine gebogene Stabchenform auf. Einige andere Zellen waren dagegen kurze
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nicht gebogene Stabchen. Diese Flips kénnten die schon identifizierten Nitrosospira-

ahnlichen Bakterien sein (sieche REM- und Negativstain- Aufnahmen).

Abb. 5.47 DAPI-Farbung der Anreicherungskultur vom Samoylov-KIliff
GroRenbalken 10 um. Pfeil oben markiert ein gebogenes Stabchen. Pfeil unten markiert langeres
nicht gebogenes Stabchen. Anreicherung nach einer Verdiinnung von 10

Anreicherungskultur aus dem Strand auf Samoylov

Die Abbildung 5.48 zeigt DAPI-Aufnahmen der Anreicherungskultur aus dem Strand in 0 —
5cm Tiefe und bei einer Inkubationstemperatur von 4 bzw. 6 °C. In der Anreicherung
befanden sich nach ca 1,5 Jahren Inkubation noch viele unterschiedlich morphologisch
ausgepragte Zellen. Neben kleinen Kokken und Kurzstabchen, waren unterschiedlich lange
Stabchen zu erkennen. Einige diese Stabchen zeigten Begeillelung. Die Bakterien bildeten

Flocken und lagerten sich in wahrscheinlich EPS gestutzten Konglomeraten zusammen.

Die IF-Farbung ist nicht eindeutig. In Abbildung 5.48 sind Bilder mit DAPI-Farbung und mit
den amoB-Antikérpern zu sehen. In dieser Darstellung sind auch wieder sehr kleine Kokken,
auch im vergrolerten Ausschnitt, zu sehen und sehr lange Stabchen. Die langen Stabchen
sind alle durch den amoB- Antikérper gefarbt worden und scheinen also Ammoniak-
oxidierende Betaproteobakterien zu sein. Die ganz kleinen Kokken — mit dem Pfeil
gekennzeichnet - sind mit dem amoB-Antikérper nicht gefarbt. Es konnte also sein, dass

diese kleinen Kokken Ammoniak oxidierende Archaeen sind.
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10 pm

Abb. 5.48 IF Farbung der Anreicherungskultur aus dem Strand.

Farbung mit Antikbrpern gegen amoB. Inkubationstemperatur bei 4 - 6 °C. A: DAPI-Farbung,
B:Rotfluoreszens gegen die amoB-Antikorper. Pfeil markiert eine Kokke, die nicht mit dem Antikérper
gefarbt ist. GréRenbalken 10 um.

Anreicherungskultur aus dem Polygonhang in 12-17 cm

Die Anreicherungskultur stammt aus dem Polygonhang in 12 - 17 cm Tiefe und wurde bei
28 °C kontinuierlich seit 2005, also mehr als 4 Jahre angereichert. Mittels DGGE und
Sequenzierung wurde der dominierende Ammoniakoxidant als Nitrosospira-ahnliches
Bakterium identifiziert (Abschnitt 5.7.3). Es wurde kein Ammoniak oxidierendes Archaeon in
der Kultur nachgewiesen. In Abbildung 5.49 sind Uberblicksaufnahmen der
Anreicherungskultur nach DAPI-Farbung und Behandlung mit dem amoB-Antikdrper

dargestellt. Es wurden fast alle DAPI gefarbten Zellen auch durch den Antikérper gefarbt.

Abb. 5.49 IF Farbung der Anreicherungskultur aus dem Polygonhang.
Farbung mit Antikbrpern gegen amoB. Je A. DAPI-Farbung, B:Rotfluoreszens gegen die B-
Antikérper. Grolkenbalken 10 um.

Anreicherungskultur aus dem Auengley in 5 bis 15 cm Tiefe

Die untersuchte Anreicherungskultur stammt aus dem Auengley in 5 - 15 cm Tiefe aus dem
Vergleichsstandort Hahnheide im gemafigten Klima und wurde bei 28 °C fast 1 Jahr
inkubiert. In dem Boden wurde sowohl bakterielle als auch archaeale Ammoniakoxidation
nachgewiesen (Abschnitt 5.9.1 und 5.9.1) und es wurden Uber die RT PCR sowohl
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Ammoniak oxidierende Bakterien, die zu den Nitrosospira und Nitrosomonas gehéren, als
auch Ammoniak oxidierende Archaeen, die in das beschriebene Bodencluster 1.1.b fallen
(Abschnitt 5.9.2) detektiert. Die Anreicherungskultur wurde filtriert (d 0,2 pm) und mit
Ampicillin und Vancomycin behandelt. In der Kultur war anschliefend nur noch das
archaeale amoA-Gen nachweisbar und es waren hauptsachlich sehr kleine kokkoide Zellen
zu erkennen (Abb. 5.50 A und B), die grofitenteils auch mit der Archaea spezifischen FISH-
Sonde gefarbt worden sind. Der Durchmesser lag deutlich unter 0,5 um. Diese Kokken sind
wahrscheinlich die Ammoniak oxidierenden Archaeen in dieser Anreicherungskultur. Neben
den Kokken waren noch kurze Stabchen in der Kultur zu sehen, die aber nur weniger als 10
% der Zellen ausmachten. Diese wurde nicht mit der FISH-Sonde gefarbt (Abb. 5.50 C und
D).

Abb. 5.50 FISH-Farbung der Anreicherungskultur aus dem Auengley.

Als Sonde wurde die ARCH 915 verwendet, die alle Archaeen erfasst. A: DAPI Farbung von sehr
kleine Kokken. B: FISH-Farbung der gleichen Zellen. C: DAPI-Farbung von groferen Stachen der
Anreicherungskultur. D: FISH-Farbung derselben Zellen. Pfeile markieren gefarbte sehr kleine
kokkoide Zelle. VergréRerungsbalken 10 uym.
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5.10.3 Temperaturanpassung als physiologische Eigenschaft der AOM

Die angezogenen Anreicherungskulturen sollen anhand ihrer Temperaturanpassung
genauer charakterisiert werden. Mit dem Temperaturoptimum und der Anpassung an die
kalten Temperaturen kann eingeschatzt werden, ob die angereicherten Ammoniakoxidanten
auch im naturlichen Habitat von Bedeutung sind. Daftr wurden die Anreicherungskulturen
(Tabelle 5.19), die bei 4 — 6 °C angereichert wurden, aus dem Polygonwall 0 - 5 cm, Strand
0 - 5 cm und Samoylov-KIiff 350 cm, untersucht. Aulierdem wurde die Anreicherungskultur
aus dem Polygonwall 12 — 17 cm, die bei 10 °C angereichert wurde und die Kultur aus dem
Polygonhang 12 - 17 cm, die bei 28 °C angereichert wurde analysiert. In allen
Anreicherungskulturen aufier dem Polygonwall 0 - 5 cm wurden Nitrosospira-ahnliche
Bakterien als AOB charakterisiert (Abschnitt 5.9.2). Das Optimum wurde anhand von
Nitritbildung innerhalb von bis zu 6 Wochen bestimmt (Abschnitt 4.6.4).

Anreicherungen bei 4 bis 6 °C

In Abbildung 5.51 sind die Graphen der Temperaturanpassungen der Anreicherungskulturen
angeben. Im oberen Abschnitt A sind die angeben, die bei 4 — 6 °C angereichert wurden.
Die Kultur aus dem Strand (Rote Kurve), die mehr als 1,5 Jahre bei 6 °C angereichert
wurde, zeigt ein sehr enges Temperaturspektrum. Das Optimum liegt bei 24 — 27 °C, das
Minimum liegt in diesem Ansatz bei 13 °C. Die Kulturen aus dem Polygonwall 0 - 5 cm
(griine Kurve) und die Kultur als dem KiIiff in 350 cm Tiefe (blaue Kurve) wurden mehr als 5
Jahre bei 4 bzw. 6 °C angereichert. Der Polygonwall zeigt ein Optimum bei 20 - 26°C und
das Kiiff bei 17 — 23 °C. Bei 4 °C zeigen sie 5 bzw. 10 % der maximalen Aktivitaten. Alle drei
Anreicherungskulturen zeigen bei Uber 32 °C keine Aktivititen mehr. Die

Temperaturanpassung scheint sich mit Inkubationsdauer zu verbessern.
Anreicherungen bei 10 bzw. 28 °C

In Abbildung 5.51 Abschnitt B sind die Temperaturspektren der Anreicherungskulturen aus
dem Polygonwall und Polygonhang aus je 12 - 17 cm, die bei 10 bzw. 28 °C angereichert
wurden. Die beiden angereicherten Nitrosospira sind laut Stammbaum genetisch sehr eng
miteinander verwandt (Abschnitt 5.9.2). Die Kultur aus dem Polygonwall, die bei 10 °C mehr
als 5 Jahre angereichert wurde, zeigt ein Temperaturoptimum zwischen 20 und 32 °C, das
Minimum liegt ungefahr bei 7 °C, Uber 34 °C zeigt die Kultur keine Aktivitdten mehr. Im
Gegensatz dazu, zeigt die Kultur als dem Polygonhang, die 4 Jahre bei 28 °C angereichert
wurde, ein engeres Temperaturspektrum. Das Optimum lag zwischen 21 und 26 °C, das

Maximum unter 30 °C, unter 13 °C wurde auch keine Aktivitdt mehr gemessen.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich Ammoniak oxidierende Mikroorganismen bei
niedrigen Temperaturen von 4 bis 10 °C anreichern lassen, diese aber ein
Temperaturoptimum im mesophilen Bereich Gber 20 °C haben.

Das angereicherte Ammoniak oxidierende Archaeon aus der Hahnheide zeigte ein
Temperaturoptimum deutlich Gber 25 °C (Daten nicht gezeicht).

A
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Abb. 5.51 Temperaturoptimum der untersuchten Anreichungskulturen als Sibirien.

A Anreicherungskulturen aus dem Strand 0- 5 (rote Kurve), aus dem Polygonwall 0-5 (griine Kurve),
aus dem Samoylov-KIiff 350 (blaue Kurve). B Anreicherungskulturen aus dem Polygonwall 12-17
(schwarze Kurve) und aus dem Polygonhang (rote Kurve). Es sind jeweils die Aktivitaten in % gegen
die Temperatur aufgetragen. Aktivitatsbestimmung tiber maximal 6 Wochen.
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5.11 Zusammenfassender Uberblick der Ergebnisse

Um einen umfassenden Uberblick (ber die Ergebnisse der untersuchten Bodenproben und
Anreicherungskulturen hinsichtlich der Vorkommen und Aktivitat der Ammoniak
oxidierenden Mikroorganismen zu geben, werden die Charakterisierungsergebnisse noch
einmal komprimiert vorgestellt. In Tabelle 5.21 sind die Ergebnisse der untersuchten
Bodenproben dargestellt. Angegeben sind die Ammoniakoxidation-Aktivitaten bei
unterschiedlichen Temperaturen, die MPN-Zahlen der Ammoniakoxidanten, die Darstellung
ob die Identifizierung der AOB oder AOA Uber DGGE und anschlieRende Sequenzierungen
oder Uber die amoA-Gene nachgewiesen wurden, sowie das ggf. bestimmte
Temperaturoptimum. In Tabelle 5.22 sind die Charakterisierungsergebnisse der
Anreicherungskulturen aufgeflihrt. Dabei sind neben der Inkubationstemperatur, sowohl die
durch DGGE ermittelten AOB als auch die durch Sequenzierungen des 16S-rRNA-Gens
ermittelten AOM angegeben. Zusatzlich ist auch angegeben, ob Gber das amoA-Gen AOB
oder AOA detektiert wurden. AuRerdem sind die Ergebnisse der mikroskopischen

Untersuchungen dargestellt und die ermittelten Temperaturoptima.

Die hdéchsten Ammoniakoxidation-Aktivitaiten wurden in der jungen Uberflutungsebene
inklusive Strand und am Samoylov-KIiff ab einer Tiefe von 2,35 cm nachgewiesen, diese
passen auch zu den hohen Zellzahlen, die Uber die MPN-Methode gemessen wurden. In
den Béden Samoylovs wurden als dominierende Ammoniak oxidierende Bakterien Vertreter
der Gattung Nitrosospira nachgewiesen. Es ergaben sich aber auch Hinweise auf bisher
unbekannte AOB. In einigen Boden, vor allem den sandigen Bdden des Strandes und
Uberflutungsebene wurden auch Ammoniak oxidierende Archaeen nachgewiesen. Im
Samoylov-KIiff konnte die Ammoniakoxidation noch keinen AOM zugeordnet werden. Es
gab sogar Schichten in denen Ammoniakoxidation bestimmt wurde, aber kein amoA-Gen
nachgewiesen e. Dabei ist die Probe aus 470 bis 480 cm hervorzuheben, da diese aus dem
Permafrost stammt, deutliche potentielle Nitrifikation zeigt und auch hohe MPN-Zahlen
bestimmt wurden. Ein Temperaturoptimum wurde nur flr zwei Proben bestimmt: Im
Polygonwall lag es zwischen 20 und 32 °C und am Strand zwischen 20 und 35 °C. Dabei

kénnte das Ammoniak oxidierende Archaeon fiur die héhere Temperatur verantwortlich sein.

Die Ergebnisse der Untersuchungen der Anreicherungskulturen zeigen deutlich, dass in
erster Linie die Nitrosospira angereichert werden. Die unterschiedlichen einsetzten
Methoden vervollstandigen das Gesamtbild der Ammoniak oxidierenden Mikroorganismen.
Die Anreicherungen geben aber nicht unbedingt das Bild der untersuchten Naturproben

wider.
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Tabelle 5.21 Gesamtiibersicht iiber die Ergebnisse der untersuchten Bodenproben.

Herkunft Abkiirz- Tiefe Ammgniakgxidation Aktivtiten 4 MPN, DGGE + Sequenzierung amoA PCR Ten_1peratur-
ungen [em] [ngg ' TSd] optimum
6°C 18°C 28°C Gesamt AOA 6°C 22°C AOB AOA AOB AOA

Polygon- PC 0-5 0-5 + ++ 2 2 ) -
zentrum PC 5-15 5-15 - - 1 0 - -
Standort 3 PC 1525 1525 - - 1 4 - -

Strand St0-5 0-5 + e+ e+ 550 200 4 Kein bekannter 1.1b Cluster + + 20-35°C
Standort 6 St 10-20 10-20 - + ++ 3 3 Nitrosospira (Nsp)

60-70 - + - 3 4 + -
100-110 - - - 1 - -
180-190 + + + 2 3 - *
Samoylov- 210-220 ) ) ) 2 2 ’ *
Kiliff 235-245 + + ++ 3 3 - -
Standort 7 290-300 + 4+ +4+4+ 5 4 - -
335-345 ++ FRTRTRFES IS 4 5 *
390-400 + e+ +++ 4 5 + +
470-480 ++ +++ +++ 4 5 - -

1: + unter 100, ++ Uber 100, +++ Uber 250, +++Uber 500 [ng g TS d"]. 2: Es sind die Potenzen angegeben
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Tabelle 5.22 Gesamtiibersicht liber die Ergebnisse der untersuchten Anreicherungskulturen

Prob Tief Inkuba- amoA PCR T t
it Herkunft [éfnf Jahr  tions- DGGE 16 S rDNA EM IF FISH oot ”[[;:]
temp. [°C] AOB AOA P
Nitrosospira und
3304 KIiff 240-250 2004 4-6 Nitrosospira + + Nitrotoga
Anreicherungen
. . ; Nitrosospira Beta
3306 KIiff 350-360 2004 4-6 Nitrosospira + + Cluster 2 AOB 17 - 23
W 0-5 \',Dvg'”ygon' 0-5 2004  4-6 Nitrosospira ~ + - 20 - 26
) Polygon- ) . ) _ Nitrosospira Beta
W 1217 wall 12-17 2004 10 Nitrosospira + Cluster 3 AOB 20 -32
Polygon- Nitrosospira Nitrosospira mit Beta
11 12-17 2005 28 Nitrosospira + - Nitrospira 21-26
hang Cluster 3 ; AOB
Anreicherungen
CT0811 Strand 0-5 2008 4-6 Nitrosospira ~ + " eSO Eigis 2427
Cluster 0 AOB
CT0840 Strand 0-5 2008 18 +
Hahnheide Crenarchaeota
HHH 5-15 Auengley 5-15 2009 28 + + Cluster 1.1b Archaeen
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6. DISKUSSION
6.1 Permafrostboden und die Prozesse des Stickstoffkreislaufes

Generell sind der Stickstoffkreislauf und die beteiligten Teilprozesse in arktischen Béden
noch nicht ausreichend verstanden. Es ist bisher sehr wenig Gber die Stickstoffdynamik und
ihre Kontrolle durch die bodenbezogenen Steuergréfien in kalter Umgebung und der
besonders kurzen Vegetationsperiode bekannt. Daher sind auch nur wenige Daten Uber die
Stickstoffdynamik in der Arktis verfligbar. Einzelne Untersuchungen gibt es in Alaska,
Svalbard (Norwegen) und in der russischen Tundra (WEINTRAUB & SCHIMEL 2005, BARDGETT
et al. 2007). Fiur Russland gibt es einige Studien in Westsibirien (GUNDELWEIN 1998, KAISER
et al. 2005, MEYER et al. 2006) oder auf der Taimyr Halbinsel (WOLFE et al. 1999). Arbeiten
Uber den Kohlenstoffkreislauf und die Emissionen der Treibhausgase Kohlendioxid (CO.)
und Methan (CH,), die eine groRe Relevanz fir den Klimawandel haben, standen in den
letzten Jahren deutlich mehr im Fokus (IPCC 2001, KuTzBACH et al. 2004, WAGNER et al.
2005, ZImov et al. 2006, KNOBLAUCH et al. 2008).

6.1.1 Stickstoffumsatze aufgrund kleinrdumige Variabilitidt der B6den Samoylovs

Die Analyse und Klassifikation der verschiedenen Permafrostbdéden im Lena-Delta zeigten
eine hohe Variabilitat der Bodentypen und ihrer Eigenschaften (SANDERS et al. 2010), was
ein besonderes Merkmal der arktische Tundren ist (TARNOCAI et al. 2009). Obwohl die Insel
Samoylov mit 5 km? recht klein ist, reprasentiert sie den 6stlichen Teil des Deltas. Es gibt
zwei grolde unterschiedliche Landschaftseinheiten in den geomorphologischen Einheiten: die
obere Flussterrasse mit der polygonalen Tundra und die tiefer gelegene Uberflutungsebene.
Die Bdden dieser Einheiten weisen unterschiedliche Eigenschaften bei der Kérnung, Porung,
Dichte, Gehalt an organischer Substanz und Wasser auf. Die Boden der Flussterrasse,
speziell die Historthels der Polygonzentren, besitzen einen hohen Anteil an organischer
Substanz. In den Polygonzentren wird Torf akkumuliert, der mit mineralischer Substanz
durchsetzt ist. Von Torf wird nur dann gesprochen, wenn der Kohlenstoffanteil Gber 15 %
liegt. Der Torfanteil in den untersuchten Bdden ist aber nicht so hoch. Das fuhrt zu einer
Klassifizierung der Bdden als Typic Historthel und nicht als ein Typic Fibristel, die nach US
Soil Taxonomie einen Organikanteil von Uber 80 Volumenprozente in den oberen 50 cm
aufweisen mussten. Die Ursache fur den hdheren Mineralanteil im Polygonzentrum ist eine
gelegentliche Uberschwemmung durch Hochfluten der Lena wahrend des Friihjahrs. Dabei
lagert sich frisches sandiges Sediment ab, wodurch der Torfanteil der Béden sinkt. Ebenso

kommen &olische Feinsandablagerungen als weitere Quelle fiir Mineralpartikel in Frage.

Auch die Boden der Uberflutungsebene weisen einen hohen Anteil an organischer Substanz

auf, dabei sind aber sowohl die Qualitdt als auch der Ursprung anders als in der
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Flussterrasse. Die organische Substanz der Boéden im Polygonzentrum wird in-situ durch die
Vegetation gebildet und akkumuliert sich als Torf. Die Torfbildung zeigt, dass die
Mineralisation durch die vorherrschende Staunasse reduziert ist und deshalb die organische
Substanz nicht vollstandig abgebaut wird. Das organische Material in der Uberflutungsebene
ist allochtonen Ursprungs durch Flussumlagerungen. Grundsatzlich ist der Stickstoff in
Bdden hauptsachlich im organischen Material gebunden, so dass die unterschiedliche
Qualitat der organischen Substanz in den Béden auch Riickschlisse auf die Qualitat des
Stickstoffes zu lassen. In subarktischen Tundrabdden in Kanada liegt ca. 70 % des
Stickstoffes gebunden vor, ca. 25 % sind geldste organische Stickstoffverbindungen (DON)
wie Aminosauren und unter 5 % sind geléste anorganische N-Verbindungen (DIN)
(BUCKERIDGE et al. 2010).

6.1.2 Verteilung der gelosten anorganischen Stickstoffverbindungen (DIN)

Das verfugbare Ammonium in den Béden Samoylovs stammt hauptsachlich aus der N-
Mineralisation und N-Fixierung und kann entweder von Pflanzen und Mikroorganismen zum
Aufbau von Biomasse aufgenommen werden oder es wird von nitrifizierenden
Mikroorganismen aerob Uber Nitrit zu Nitrat oxidiert. Eine weitere Moglichkeit des
Ammoniumabbaus ist der ANAMMOX-Prozess, bei dem Ammonium anaerob mit Nitrit zu N,
oxidiert wird (STRoOUS et al. 1997). Allerdings ist bis jetzt noch nicht geklart, ob dieser
Prozess auch in Permafrostbéden ablauft und wenn ja, welchen Anteil er an der
Ammoniumoxidation einnimmt (MARGESIN & PENTON 2009). Die untersuchten Bdden
unterscheiden sich hauptsachlich in ihrem Wassergehalt und somit in der
Sauerstoffverfigbarkeit, dem  Gehalt an  organischer  Substanz  und  der
Vegetationsbedeckung. Ammonium wurde wahrend der Vegetationsperiode nur in den
Boden mit anaeroben Bedingungen wie dem Polygonzentrum gefunden. In diesem war,
auller in den obersten 5 cm, keine potentielle Nitrifikation messbar und es wurden relativ
hohe Methan-Konzentrationen nachgewiesen (KUTZBACH et al. 2004), allerdings konnte eine
hohe potentielle Mineralisationsrate unter aeroben Bedingungen bestimmt werden (siehe
5.4.). Es bildeten sich neben DIN auch hohe Konzentrationen an gelésten organischen
Stickstoffverbindungen (DON) im Polygonzentrum wahrend der aeroben N-
Mineralisationsbestimmung. Die organische Substanz des Polygonzentrums scheint also

unter aeroben Bedingungen gut abbaubar zu sein (siehe 5.4.).

Im Gegensatz dazu nahm in den sauerstoffreichen, sandigen bzw. sandig-lehmigen Bdden
des Strandes und der Schichten am KIiff wunterhalb der Flussterrasse die
Ammoniumkonzentration Uber die Vegetationsperiode ab. In diesen Bodenproben wurden
sehr hohe Nitrifikationsraten (siehe 5.5.1) gemessen und es existiert keine

Vegetationsbedeckung (siehe 5.1.2). Es ist offensichtlich, dass die Verfugbarkeit des
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Ammoniums von dem Gehalt an organischer Substanz abhangig ist. In den Bdden und
Horizonten mit héherem Anteil an organischer Substanz wurde als Produkt der N-

Mineralisation Ammonium gemessen.

Die beiden Typic Psammorthels der Flussterrasse und der Uberflutungsebene zeigten sehr
niedrige Ammoniumkonzentrationen tber die Vegetationsperiode. In der Uberflutungsebene
konnten dafur aber geringe Mengen an Nitrat gemessen werden, was sowohl mit der
hoheren Mineralisationsrate als auch mit der héheren potentiellen Nitrifikation zu erklaren ist.
In der Flussterrasse war der Gehalt an organischer Substanz geringer. Sowohl der Cgy.

Gehalt als auch die Ammoniumkonzentrationen nahmen generell mit der Tiefe ab.

Da Nitrit ein Zwischenprodukt der Nitrifikation bzw. der Denitrifikation ist, wird es
normalerweise nur in Spuren in aeroben Habitaten detektiert (KNOWLES 2000). In Studien
werden daher nur sehr selten Nitritkonzentrationen quantifiziert (BURNS et al. 1995, 1996).
Das Nitrit akkumuliert, wenn der zweite Schritt der Nitrifikation, die Nitritoxidation, gehemmt
ist oder sie langsamer als gewohnlich ablauft. Dies geschieht z.B. durch geringeren
Sauerstoffpartialdruck in Béden mit einem hohen Wassergehalt oder in basischer Umgebung
(PHILIPS et al. 2002). Nitrit kann sich auch bei nicht vollstandiger Denitrifikation anreichern
(SMITH 1997). Hohe pH-Werte und hohe Ammoniumkonzentrationen kénnen Nitrit
oxidierende Bakterien selektiv hemmen und fuhren so zu einer Akkumulation des Nitrits
(SMITH 1997). In dieser Arbeit wurde Nitrit in allen untersuchten Béden in Spuren
nachgewiesen. Es konnte keine eindeutige Ursache flir das Auftreten von Nitrit festgestellt

werden.

Nitrat wird nur als Endprodukt der Nitrifikation nachgewiesen, da es keine Deposition von
Nitrat Uber die Lena in die Béden Samoylovs gegeben hat. Im Flusswasser der Lena konnten
an verschiedenen Beprobungstagen aus 2007 bis 2009 keine messbaren
Nitratkonzentrationen nachgewiesen werden. Die Nachweisgrenze lag hier bei 0,1 mM
(Daten werden nicht gezeigt). Daher kann Nitrat in den Boden nur akkumulieren, in denen (1)
Ammonium durch Mineralisation der organischen Substanz gebildet wird, (2) Nitrifikation
stattfindet, (3) der Verbrauch des Nitrates durch Denitrifikation gehemmt ist und (4) die
Aufnahme Uber Assimilationsprozesse nicht oder nur in geringem Male stattfindet. Die
hochsten Nitratkonzentrationen wurden in den alluvialen Bodden der jungen
Uberflutungsebene inklusive Strand und in den Schichten des Kiiffs, in denen auch die
hochste potentielle Nitrifikation ermittelt wurde, nachgewiesen. In den Béden mit Vegetation
wurde nur zu Beginn der Vegetationsperiode Nitrat detektiert, da das gebildete Nitrat sofort
von den Pflanzen aufgenommen wird und deshalb nicht mehr nachweisbar ist. Wahrend der
Phase des Auftauens kommt es zu Beginn der Vegetationsperiode zu einer Auswaschung
von Nahrstoffen und N-Verbindungen aus den Permafrostbdden (SCHMIDT et al. 2007). Dass
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Nitrat gebildet wird, zeigen die Werte der potentiellen Nitrifikation, die in allen Boden mit
Ausnahme der wassergesattigten Polygonzentren gemessen wurde. Im Gegensatz dazu
findet Nitratakkumulation in den sauerstoffreichen Béden ohne Vegetationsbedeckung im
Strandbereich statt. Als mogliche Ursachen sind die hohen N-Mineralisationsraten, die
potentielle Nitrifikation oder fehlende Stickstoffaufnahme zu nennen und es lassen sich keine
Hinweise auf Denitrifikation finden. In den obersten Bodenlagen des Strandstandortes
akkumuliert sogar so viel Nitrat (~130 mg/l oder ~ 90 pg g' TS), dass der

Trinkwassergrenzwert von 50 mg/I Gberschritten wurde.

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass DIN verfigbar und in allen Béden Samoylovs in
unterschiedlicher Zusammensetzung nachweisbar ist. DIN war aber hauptsachlich als
Ammonium messbar. Die Nitritkonzentrationen waren im Allgemeinen sehr gering und Nitrat

wurde nur in Béden ohne Vegetation angereichert.

6.1.3 N-Limitierung in den Permafrostbéden

ABER (1992) bezeichnet ein Okosystem als Stickstoff-limitiert, wenn unter anderem 100 %
des verfligbaren anorganischen Sickstoff als Ammonium vorliegt, die Bdden ein hohes C/N-
Verhaltnis haben und wenn eine hohe CH,4-, aber keine N,O Produktion vorhanden ist. Im
Gegensatz dazu sind N-gesattigte Okosysteme charakterisiert durch hohe N,O, aber geringe
CH, Produktion und enge C/N-Verhaltnisse. Die DIN liegen hauptsachlich als Ammonium (50
bis 75 %) und nur zu 25 bis 50 % als Nitrat vor. Generell gelten arktische Okosysteme als N-
limitiert und nur geringe Konzentrationen an gelostem und Gesamtstickstoff sind messbar
(SCHIMEL et al. 1996). WEINTRAUB und SCHIMEL (2003) weisen daraufhin, dass auch andere
Faktoren wie Bodentemperatur und Feuchtigkeit das Wachstum von Mikroorganismen
beschranken kénnen. Zusétzlich ist in  arktischen Tundra-Okosystemen die
Nettoprimarproduktion (NPP) generell Nahrstoff limitiert (SHAVER & CHAPIN 1980, SHAVER et
al. 1998). Deshalb stehen in N-limitierten Okosystemen Pflanzen und Mikroorganismen im
Wettbewerb um die nur wenig vorhandenen Stickstoffverbindungen wie DIN, Aminosauren
oder anderen organischen Stickstoffverbindungen (SCHIMEL & BENNETT 2004).

Fir Permafrostbéden in den arktischen Tundragebieten des Lena-Deltas ist eine
interessante Fragestellung, ob die Prozesse in den Bdden N-limitiert sind, oder ob andere
Faktoren wie Temperatur oder Bodenfeuchtigkeit einen groReren Einfluss haben. In
Anlehnung an die Definition von ABER (1992) sind die Béden der polygonalen Tundra also
die Typic Aquiturbel des Polygonwalls und die Typic Historthel des Polygonzentrums N-
limitiert, da nur Ammonium Uber die Vegetationsperiode messbar war und die C/N-
Verhaltnisse im Polygonzentrum und in der organischen Auflage des Polygonwalls mit ca. 35
relativ weit waren. Zusatzlich wurden Methanemissionen der polygonalen Tundra berichtet
(WAGNER et al. 2003, KUTzBACH et al. 2004).
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Im Psammentic Aquorthel des Strandes und in den Proben des Kliffs unterhalb des Typic
Psammenorthel der trockenen Flussterrasse, die keine Vegetationsbedeckung aufweisen,
wurde neben Ammonium auch Nitrat nachgewiesen. Der Gesamtkohlenstoff- und
Gesamtstickstoffgehalt war deutlich héher und die C/N-Verhaltnisse relativ eng, somit war
die organische Substanz gut abbaubar. Die Prozesse in diesen Bdden sind nicht Stickstoff-
limitiert, da in erster Linie keine Konkurrenz der Mikroorganismen mit Pflanzen besteht. REPO
und Kollegen (2009) haben Uber grofle N,O Emissionen in kryoturbaten Torfbdden in
Tundragebieten berichtet, die dann entstehen, wenn die Vegetationsbedeckung nicht
vollstandig vorhanden ist. Da es in der Tundra mehrere Phanomene geben kann, die zur
Vegetationslosigkeit fihren, wie im Delta an Stranden oder durch sogenannten blanken Torf
(REPO et al. 2009), sind diese Beobachtungen wichtig fir nachfolgende Abschatzungen der
N,O Emissionen. Interessant ist dabei, dass aus (")kosystemen, die N-limitiert sind, der
bendtigte Nahrstoff eventuell an Hotspots emittiert wird. Hier sind weitere Untersuchungen
notwendig, die N,O-Messungen an den mdglichen Emissionspunkten, wie dem Strand oder

dem Polygonwall, beinhalten.

Die anderen Boden der Uberflutungsebene und der Flussterrassen, die als Typic
Psammorthel klassifiziert sind, weisen nur geringe Ammoniumkonzentrationen und kein
Nitrat auf. Sie haben mit 14 bis 16 ahnliche C/N-Verhaltnisse und scheinen daher auch N-

limitiert zu sein.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Prozesse der untersuchten Bdden mit
Vegetationsbedeckung wahrscheinlich stickstofflimitiert sind, speziell die Bdéden der
polygonalen Tundra, die einen Anteil von Uber 60 % der Bdden der Insel Samoylov
darstellen (HUBBERTEN et al. 2006). SCHNEIDER et al. (2009) kalkulierten, dass mehr als
28,5 % des Lena-Deltas mit Tundra bedeckt ist, die durch Seggen und Moose dominiert ist,
dass 30 % des Deltas aus Wasserkdrpern bestehen und dass fast 6 % des Deltas aus

Gebieten ohne Vegetation bestehen.

6.1.4 Die Prozesse im Kiistenaufschluss am Samoylov-Kliff

Der Kustenaufschluss am Samoylov-Kliff gibt einen Uberblick Uber die abgelagerten
Sedimente und die aufgewachsenen Torfschichten wahrend des Holozans. Sie sind mehr als
3000 Jahre alt (ZIMMERMANN 2006). Die Sedimentabfolgen des Samoylov-Kliffs sind durch
abwechselnde Uberflutungsereignisse und das Aufwachsen der Torfschichten in der
polygonalen Tundra entstanden. In den weniger organikreichen Schichten (unter 5 % Cg)
verandern sich die Bodenarten mit der Tiefe von reinem Sand (ss) zu lehmigem Schluff (Uls),
d.h., dass sowohl der Ton als auch der Schluffanteil zugenommen haben. Die Sedimente der
Insel Samoylov sind holozan abgelagert (SCHWAMBORN et al. 2002). Die Umbildung der

Bodenarten ist auf Frost- und Kryoturbationsereignisse zuriickzufiihren, d.h. durch Frier- und
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Tau-Zyklen werden die Quarze der Sande aufgesprengt. Der eingespllte oder eingewehte
Sand kann durch den Torf bis zur Permafrosttafel durchrieseln und sich dort akkumulieren.
Dies ist deutlich in den Polygonzentren zu erkennen, wo der C,4-Gehalt in der Schicht Gber
der Permafrosttafel deutlich geringer ist, als in den Schichten dartiber. Die pH-Werte nehmen
mit der Tiefe von schwach sauer bis neutral zu, was auf den steigenden Tongehalt und den

sinkenden Anteil an Pflanzenresten zurtickzufihren ist.

In den einzelnen Lagen des Kliffs wurden nur geringe Mengen an DIN nachgewiesen,
hauptsachlich lag der Stickstoff dort als Ammonium vor. In einigen wenigen Schichten konnte
auch Nitrat detektiert werden. Im Kiliff wurden geringe aber positive Mineralisationsraten mit
0,05 bis 0,15 pyg g’ TSd™' nachgewiesen. Das kdnnte darauf hindeuten, dass in situ nur
geringe Umsatzraten vorliegen. In anderen Studien in der arktischen Tundra waren die N-
Mineralisationsraten deutlich hoéher, die Untersuchungsgebiete lagen allerdings auch
sudlicher als das Lena-Delta. So sind zum Beispiel in der kanadischen Subarktis Raten
zwischen 12-90 pug g TSd™' gemessen worden (BUCKERIDGE et al. 2010). Auf der Gydansky
Halbinsel in Russland und in einem Transekt in Westsibirien wurden N-Mineralisationsraten
von 5 - 25 pg g' TSd” nachgewiesen (KAISER et al. 2005, MEYER et al. 2006). Die
Abhangigkeit der Mineralisation vom Gehalt an organischer Substanz wurde bereits an
anderer Stelle hergeleitet. Im Kistenaufschluss korreliert die Mineralisation nicht mit dem
Cog-Gehalt oder dem C/N-Verhaltnis, deshalb hat auch die Qualitdt der organischen
Substanz einen entscheidenden Einfluss auf die N-Mineralisation und die beteiligten
Mikroorganismen (BUCKERIDGE et al. 2010).

Die im Labor gemessene potentielle Ammoniakoxidationen nahm mit der Tiefe bei einer
Inkubationstemperatur von 18 °C bzw. 28 °C zu (siehe 5.5.1). Sie korrelierten deutlich mit
der Zunahme des Tongehaltes und dem steigenden pH-Wert. Die Aktivitaten bei einer
Inkubationstemperatur von 6 °C nehmen zwar auch mit der Tiefe zu, sie korrelieren aber nur
mit dem pH-Wert und nicht mit dem Tongehalt. Die Zunahme der Aktivitaten mit der Tiefe am
Kuistenaufschluss ist deshalb interessant, da sie in den Bdden, die von oben bis zur
Permafrosttafel untersucht wurden (Abbildung 3.5. Standorte 1 — 6), mit der Tiefe abnehmen.
Hier kdbnnen mehrere Faktoren eine Rolle spielen: Die Temperatur ist durch den nahen
Permafrost wahrscheinlich niedriger, durch die seitliche Sonneneinstrahlung konnte die
Temperatur am KiIiff zunehmen. Eventuell kann die Sauerstoffverfugbarkeit durch den
seitlichen Aufschluss eine Rolle spielen, da der Sauerstoffeintrag auf zwei Wege erfolgen

kann, von oben und von der Seite.

Die niedrigen DIN Konzentrationen und N-Mineralisationsraten deuten auf einen niedrigen
Umsatz in-situ hin. Es scheint aber so zu sein, dass die hohen Ammoniakoxidations-

aktivitdten der Mikroorganismen durch den Einfluss der Tongehalte und den neutralen pH-
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Werten im Labor stimuliert worden sind. Die mit der MPN-Methode ermittelten Zellzahlen
geben keine eindeutigen Hinweise darauf, dass die Aktivtaten mit der Tiefe zunehmen
(Abschnitt 5.6), sie nehmen zwar mit der Tiefe zu, die héchsten Zellzahlen wurden aber in
der obersten Schicht ermittelt. Die Nitrifikationsraten nehmen mit allgemeinen mit sinkendem
pH-Wert ab (ALLISON & PROSSER 1993), obwohl auch in sauren Béden Nitrifikation
beobachtet wurde (DE BOER & KOWALCHUK 2001). Der hohe Tongehalt stimuliert die
Nitrifikation, da die Ammoniumionen gut an die Tonminerale gebunden werden kénnen und
nach und nach ausgetauscht werden kénnen. Ein positiver Zusammenhang zwischen Ton
und Nitrifikation konnte bereits mehrfach nachgewiesen werden (MACURA & STOTzKY 1980,
POWELL & PROSSER 1991).

Eine besondere Aufmerksamkeit lag auf der Bodenprobe, die aus gefrorenen Permafrost
entnommen wurde, in einer Tiefe von 4,7 bis 4,8 m. Sie zeigte relativ hohe Aktivitaten bei
18 °C und 28 °C, bei 6 °C wies sie die hochste potentielle Aktivitdt von allem am KIiff
genommen Proben auf. Sie wurde in allen Fallen so behandelt wie die Proben aus den
oberhalb liegenden active layer Schichten. Die Mineralisationsraten waren relativ gering. Die
durchgefiihrten Untersuchungen konnten nicht eindeutig klaren, ob die Ammoniakoxidanten
in diesen Proben nur aktiviert wurden, oder ob sie auch im Permafrost tatsachlich aktiv sind.
Es konnte in dieser Probe Uber das amoA-Gen weder AOB noch AOA nachgewiesen
werden. Offen bleibt die Frage, ob es sich um ein ganzlich unbekannten Ammoniakoxidant
handelt. Die Proben zeigten insgesamt eine Lag-Phase von hdchstens 20 Tagen, aber bei
einer Inkubationstemperatur von 18 °C und 28 °C wurde keine Lag-Phase beobachtet. Die
lange Transportzeit nach Deutschland kénnte als eine Art Regenerationszeit gedeutet
werden. Die untersuchten Proben am Kiiff zeigen aber deutliche Unterschiede zu Proben, die
aus einem Bohrkern auf der Insel stammten. In dem Bohrkern konnten keinerlei Hinweise auf
potentielle Nitrifikation gefunden werden. Es scheint, dass die Schichten am Kiliff anders
beeinflusst sind, als der Bohrkern in der Mitte der Insel. Vielleicht ist im Permafrost bereits
eine hohere Sauerstoffverfligbarkeit gegeben und der Boden wird im Sommer warmer. Das
wirde darauf hindeuten, dass die Ammoniakoxidanten auch im Permafrost zumindest eine

Grundaktivitat zeigen.

6.2 Die mikrobielle Diversitat in den Permafrostboden

Die verzogerte potentielle Ammoniakoxidationsaktivitat in der Permafrostprobe aus dem Kiiff
ldsst darauf schlieRen, dass sich die AOM in situ in einem Ruhestadium ohne
Ammoniakumsatz befinden. Die Aktivitdten der Proben aus dem Vergleichsstandort in der
Hahnheide zeigten keinerlei Lag-Phase, ihre Ammoniakoxidation startete sofort. Es ist
allerdings wahrscheinlich, dass die Ammoniakoxidanten wahrend der Ruhestadiums einen

eingeschrankten Reparatur- oder Erhaltungsstoffwechsel aufrechterhalten. Vollkommene
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Stoffwechselinaktivitat vermindert die Uberlebensdauer von Bakterien im Permafrost, auch
von Sporen und Cysten, da so z.B. DNA-Schaden durch die Hintergrund-Gamma-Strahlung
aus den Gesteinsmineralen nicht repariert werden kdnnen (PONDER 2005). Im Permafrost
herrschen dauerhaft Temperaturen von ca. minus 10 °C. Bei diesen Temperaturen wurde in
Laborversuchen Aktivitdt verschiedener Bakterienarten (RIVKINA et al. 2000) und sogar
vereinzelt ein sehr langsames Wachstum beobachtet (BAKERMANS et al. 2003, BREEZEE et al.
2004).

Der Stoffwechsel von Bakterien im Permafrost ist zusatzlich durch die extreme Trockenheit
des gefrorenen Habitats eingeschrankt. Bei —10 °C existieren nur noch ca. 5 nm diinne Filme
fliussigen Wassers, die die Bodenpartikel und die Mikroorganismen umgeben (OSTROUMOV &
SIEGERT 1996, RIVKINA et al. 2000), die Diffusion von Nahrstoffen und Substraten zu den
Zellen ist bei diesen Querschnitten allerdings so stark verlangsamt, dass nur mit einer
geringen Aktivitat, aber nicht mit Wachstum zu rechnen ist (RIVKINA et al. 2000). Fir aerobe
Organismen wie fiir die Ammoniakoxidanten kommt hinzu, dass der sibirische Permafrost ein
weitgehend anaerobes Habitat ohne Kontakt zum Luftsauerstoff darstellt (SHI et al. 1997,
VOROBYOVA et al. 1997).

Auch andere Bakterienarten sind bereits in derart alten Permafrostlagen gefunden worden
(SHI et al. 1997). Eine Anreicherung und Selektion von Organismen, die speziell an die
Bedingungen im Permafrost angepasst sind, findet vermutlich nicht statt, da die Bakterien
kaum wachsen (SHI et al. 1997). Im Permafrost lebt wahrscheinlich vielmehr eine
,Gemeinschaft der Uberlebenden* (FRIEDMANN 1994, zitiert in VISHNIVETSKAYA et al. (2000)),
bestehend aus den Widerstandsfahigsten der urspriinglichen Gemeinschaft vor dem

Einfrieren.

6.2.1 Diversitat in Permafrostboden

Die Relevanz der Aktivitdt von Bakterienpopulationen in den dauerhaft gefrorenen
Permafrostzonen kann sicherlich anhand der geringen Aktivitdten der angereicherten AOM
bei Temperaturen nahe des Gefrierpunktes als sehr niedrig eingestuft werden (GOUNOT
1986, 1991). Dagegen weisen die Auftauhorizonte (active layer) eine groRe Diversitat an
AOM auf, gerade im Hinblick auf die prognostizierte globale Temperaturerwarmung und die
seit vielen Jahren gemessene Zunahme der Machtigkeit der saisonalen Auftauzone
(HUBBERTEN & SCHIRRMEISTER 2006) hat der active layer eine wichtige Funktion fir die N-
Umsatze in Permafrostbéden. Der active layer der untersuchten Béden von Samoylov
erreichte Machtigkeiten von 30 bis 70 cm und kann besonders in den Sommermonaten

beachtliche biologische Umsatze generieren (VISHNIVETSKAYA et al., 2006).
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Durch  Schmelzwasser gelangen die in den Auftauschichten entstandenen
Umsetzungsprodukte auch in tiefere Zonen des Bodens. Nach FIEDLER et al. (2004) zeigte
ein Boden im nassen Polygonzentrum aus Samoylov bereits in 5 cm Tiefe Redoxpotenziale
von -50 bis -150 mV. Diese niedrigen Redoxwerte bestatigen, dass Sauerstoff fir die AOM
zu einem limitierenden Faktor werden kann. Fir den active layer beschrieb KuTzBACH
(2006), dass die in diesen Habitaten dominierende Carex aquatilis ein ausgedehntes
Aerenchymgewebe in den Blattern, Wurzeln und Rhizomen besitzt und daher auch
oberflachennahen Sauerstoff in tiefere Zonen der Rhizosphare bringen kann (KUTzZBACH et
al. 2007). Dies kann von z.B. Methan oxidierenden Bakterien (MOB) genutzt werden
(ZIMMERMANN 2006, LIEBNER et al. 2009), scheint aber fir AOM nicht nutzbar zu sein, da in
den Polygonzentren keine Oxidation des Ammoniak beobachtet werden konnte. Eventuell
stehen die MOB und AOM auch in direkter Konkurrenz.

In Boden wird der Stickstoffkreislauf hauptsachlich von Mikroorganismen kontrolliert. Diese
mikrobiellen Gemeinschaften unterscheiden sich in den verschiedenen Tundren z.B. in
Alaska (WALLENSTEIN et al. 2007). Die Diversitit der Ammoniak oxidierenden
Mikroorganismen in den untersuchten Béden Samylovs war auf Gattungsebene nicht sehr
hoch. Die AOB gehoéren vor allem zu der Gattung Nitrosospira und es wurden AOA
detektiert, die zu den Crenarchaeota zahlen. Im Allgemeinen dominiert die Gattung
Nitrosospira in Béden (KOWALCHUK & STEPHEN 2001) und sie ist ubiquitar in natdrlichen
Habitaten verbreitet (HIORNS et al. 1995, HASTINGS et al. 1998, WHITBY et al. 1999). Die
Nitrosospira sind phylogenetisch eine junge Entwicklungslinie (KOOPS & POMMERENING-
ROSER 2001). Es wurden mindestens funf verschiedene Nitrosospira-ahnliche Bakterien Uber
Klonierung in den verschiedenen Permafrostboden gefunden, in der Bodenprobe des
Strands (0-5 cm) wurden sogar drei unterschiedliche Nitrosospira-ahnliche Bakterien
nachgewiesen. (siehe 5.9.1). Mindestens vier verschiedene Nifrosospira, die in drei
unterschiedliche phylogenetische Cluster fallen, konnten angereichert werden (5.9.2). Nur im
Polygonwall wurden Nitrosomonas-ahnliche Bakterien direkt im Boden nachgewiesen, die
aber nicht angereichert werden konnten. LIEBNER et al. (2008) hatten bereits ahnliche
Nitrosomonaden Uber eine Klonbank nachgewiesen. Der Gattung Nitrosospira werden einige
Eigenschaften zugerechnet, die fir eine gute Anpassung an die speziellen Bedingungen des
Permafrostes sprechen. Die Gattung Nitrosospira ist z.B. gut an niedrige Substrat- und
Nahrstoffkonzentrationen angepasst (KLEMEDTSSON et al. 1999, DE BOER & KOWALCHUK
2001). Sie kommen auch in Béden mit sauren pH-Werten vor (DE BOER et al. 1995).
AVRAHAMI UND CONRAD (2005) geben an, dass vor allem Nitrosospira an die kalte
Bedingungen angepasst sind und das Ammoniakoxidanten-Populationen durch Temperatur
beeinflussbar sind (AVRAHAMI et al. 2003).
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6.2.3 Unterscheidung AOB und AOA

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass beide Organismengruppen - die Ammoniak
oxidierenden Bakterien und Archaeen - in den Bdden Samoylovs vorkommen. Seit den
ersten Hinweisen Uber die Existenz der AOA sind viele Spekulationen und Arbeiten Uber ihre
Bedeutung fur die Nitrifikation und den gesamten Stickstoffkreislauf publiziert worden. Es gibt
Untersuchungen, die die bloRe Existenz zeigen (LEININGER et al. 2006, HERRMANN et al.
2008), bei anderen Arbeiten stand die Expression des Schlusselenzym im Mittelpunkt (NicoL
et al. 2008, JiIA & CONRAD 2009). Aktuell gibt es Publikationen, die versuchen, die Aktivitaten
der AOB und AOA zu trennen und Aussagen Uber die Bedeutung fiir Okosysteme zu treffen
(TAYLOR et al. 2010). Es sind jedoch noch sehr viele unterschiedliche kultivierungsabhangige
und -unabhangige Methoden notwendig, um eindeutig die Aktivitditen und damit die
Bedeutung der beiden Gruppen abschatzen zu kdénnen. Uber die klassischen
Anreicherungsmethoden ist eine einfache Trennung kaum mdglich. Aber in dieser Arbeit
wurden die Anreicherungsbedingungen so verandert, dass zum Beispiel die
Substratkonzentration fir die AOA Anreicherung auf 0,5 pM deutlich gesenkt
(HATZENPICHLER et al. 2008) oder unterschiedliche Spurenelemente im Medium verwendet
wurden (personliche Mitteilung Dr. EVA SPIECK). Da die Morphologie und die Gréflen der in
dieser Arbeit untersuchten AOA (Durchmesser 0,5 uym) und der AOB (Lange 1,5 um)
unterschiedlich sind, kann durch Filtration eine Trennung in der Kultur vorangetrieben
werden. Generell sind die bis jetzt beschriebenen AOA kleiner als AOB. Neben der Filtration
wurde auch der Einsatz von Antibiotika genutzt, um AOA und AOB voneinader zu trennen.
Es wurde neben Streptomycin, was vor allem bei der Bestimmung der potentiellen
Nitrifikation eingesetzt wurde, auch die Wirkung von Vancomycin und Ampicillin gepruft. Aber
durch keinen dieser Hemmstoffe konnten die Aktivitdten aus Bodenproben einer der beiden
Gruppen eindeutig zugeordnet werden. Allerdings konnten bei der Untersuchung der
Reinkultur Nitrosospira multiformis Aktivtaten trotz Zugabe von Vancomycin und Ampicillin
nachgewiesen werden. Ein Antibiotikum, das AOA in ihrer Aktivitat spezifisch hemmt, ist
noch nicht beschrieben worden. Dabei wurden einige Antibiotika untersucht, die speziell
gegen Archaeen wirken (KEMNITZ 2004). Der Einsatz von Antibiotika war aber sehr hilfreich
bei der Anreicherung der AOA. So konnte in einer eigenen Anreicherungskultur aus der
Hahnheide durch Zugabe von Ampicillin und Filtration der AOA als alleiniger

Ammoniakoxidant angereichert werden.

6.2.4 Wer ist wann aktiv? Die Bewertung der RT PCR Ergebnisse

Mit der Methode der Reversen Transkriptase PCR kdnnen die zu einem Zeitpunkt
exprimierten Enzyme untersucht werden. Diese Methode kann fir Anreicherungskulturen

oder auch fur Umweltproben benutzt werden. Aus den Anreicherungskulturen wird die
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Gesamt-RNA isoliert, so dass man alle Enzyme erhalt, die zum Wachstum unter den
Anreicherungsbedingungen bendtigt werden. Die isolierte Gesamt-RNA wird in cDNA
umgeschrieben und diese dann als Template flr spezifische PCR z.B. des amoA-Gens der
Archaeen oder Bakterien benutzt. In den untersuchten Anreicherungskulturen aus dem
Polygonwall bei 28 °C und einer Kliffprobe aus 3,5 m Tiefe konnte nur das amoA-Gen der
Bakterien amplifiziert werden (siehe 5.9.2), obwohl in der Kliff-Anreicherungskultur sowohl
die bakterielle als auch die archaeale amoA-Gene Uber die DNA nachgewiesen worden
sind. Unter den Anreicherungsbedingungen dominierten also die Nitrosospira-ahnlichen
Bakterien gegentber den AOAs. Das kann ein Grund sein, warum mit den bisherigen
Standartmethoden wahrend der Anreicherung und Isolierung der Ammoniakoxidanten immer
nur die bekannten AOB nachgewiesen wurden. Es ware also sinnvoll, hier die
Anreicherungsbedingungen nach starker zu Gunsten der AOA anzupassen, eventuell durch
noch niedrigere Substratkonzentrationen, veranderte pH-Wert oder andere Spurenelemente.
Die Biochemie der AOA scheint sich von den AOB deutlich zu unterscheiden (WALKER et al.
2010), was dann auch die Anpassung an bestimmte Nischen erklaren kénnte (ERGUDER et
al. 2009).

Mit Hilfe der RT PCR lassen sich nicht nur Aussagen, Uber die aktiven Mikroorganismen in
Anreicherungskulturen machen, sondern auch uber die aktiven AOA oder AOB in Boden. Es
wurde die Gesamt-RNA aus einer Probe aus dem Auengley vom Vergleichsstandort in der
Hahnheide isoliert. Diese Probe wurde ausgewahlt, da sie in Vorversuchen die hdchste
Aktivitat zeigte und diese auch in Anwesenheit von Streptomycin fast 50 % der
Gesamtaktivitat messbar waren und ausmachte (siehe 5.5.4). Nach der RT PCR mit den
Primern fur das amoA-Gen der AOB und AOA gab es ein schwaches Signal fur die AOB und
ein sehr deutliches fur die AOA. Es lag also von beiden Enzymen zu diesem Zeitpunkt die
abgelesene mRNA vor. Das Vorhandensein beider exprimierten amoA Gene deutet also
darauf hin, dass im Auengley sowohl AOB und AOA gleichzeitig aktiv sind, aber eventuell
unterschiedliche Nischen besetzt haben. Um die unterschiedliche Dominanz der aktiven
AOA und AOB zu untersuchen, ware eine Bestimmung der Kopien-Anzahl der amoA-Gene
mit Hilfe der real time PCR notwendig gewesen, was aber im Rahmen dieser Arbeit nicht

realisiert werden konnte.

Die gréRere Abundanz des archaealen amoA-Gens wird als Hinweis fur eine bedeutendere
Rolle der Archaeen bei der Nitrifikation gesehen (SCHLEPER 2010). Die Interpretation dieser
hohen Abundanz und die damit eingehende Bedeutung fiir Okosystem und den globalen
Stickstoffkreislauf muss vorsichtig erfolgen (PROSSER & NicoL 2008). Die bloRe Anwesenheit
eines funktionellen Gens bedeutet nicht, dass die Funktion auch ausgeflihrt wird. Das Gen

kénnte nur unter seltenen Kombinationen von Umweltfaktoren exprimiert werden oder das
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Produkt des amoA-Gens hat eine alternative Funktion fir das Okosystem fir die
Ammoniakoxidation, was sowohl fiir Archaeen als auch Bakterien gelten kann (PROSSER &
NicoL 2008).

In diesem Zusammenhang ist die Frage interessant, welche Nischen von den Archaeen
besetzt werden kénnen. STOPNISEK et al. (2010) sehen folgende selektive Vorteile fur die
AOA: Sie kommen dort hauptsachlich vor, wo die Ammoniak-Konzentrationen sehr gering
sind und die Hauptquelle des Ammoniums die N-Mineralisation von organischer Substanz
ist. Dies sind Bdéden, die nicht oder nur wenig gediingt werden, aber einen hohen Anteil an
organischer Substanz aufweisen. Die Ammoniakoxidation der AOA kann auch noch bei
niedrigem pH-Wert stattfinden. MARTENS-HABBENA et al. (2009) haben nachgewiesen, dass
der marine Nitrosopumilis maritimus eine sehr hohe Substrataffinitat aufweist und daher
auch bei niedrigen Substratkonzentrationen oder -verfigbarkeit z.B. durch niedrige pH-Werte
noch hohe Umsatzraten erreichen kann. Unterstitzung fir diese These komm z.B. von
HOFFERLE et al. (2010), die nachgewiesen haben, dass hohe Ammoniak Konzentrationen die
AOB mehr beeinflussen als die AOA. CHEN et al. (2008) fanden heraus, dass Dingung nur
einen geringen Effekt auf die AOA hat, die eher durch Wurzelausscheidungen beeinflusst
werden, was wiederum auf einen mixotrophen oder heterotrophen Metabolismus hindeutet.
Ahnliches beobachteten DI et al. (2010), die im Mikrokosmos nach Zugabe von Harnstoff

Wachstum von AOB, aber nicht von AOA, nachweisen konnten.

Es muss berilcksichtigt werden, dass die mesophilen Crenarchaeota eventuell potentielle
alternative Stoffwechselwege oder Wachstumsstrategien aufweisen. |hre Abundanz basiert
vielleicht nicht auf der Ammoniakoxidation, sondern auf mixotrophem oder heterotrophem
Wachstum. Dies wirde einer ahnlichen Situation wie bei den Nitrit oxidierenden Bakterien
entsprechen, diese weisen auch ein héhere Abundanz als die bakteriellen AOB auf, was auf

ihr mixotrophes Wachstum zuriickgefiihrt werden kann (PROSSER & NicoL 2008).

Warum dominieren die AOA nicht auch in der sibirischen Tundra? Nach den
Nischenbestimmungen erfiillt das Habitat die meisten Voraussetzungen fiir eine gréRere
Bedeutung der Ammoniak oxidierenden Archaeen. Das untersuchte Habitat weist nur
geringe Mengen an Ammonium auf, die Hauptquelle des Ammoniums ist die Mineralisation,
da es keinen Diingereinfluss gibt und der Anteil an organischer Substanz relativ hoch ist. Die
pH-Werte sind neutral bis schwach sauer. Aber der entscheidende Faktor, der bisher kaum
eine Rolle in den Untersuchungen gespielt hat, ist die Temperatur. Bisher wurden die
isolierten oder angereicherten AOA vor allem aus marinen Habitaten (KONNEKE et al. 2005)
oder geothermalen Habitaten (DE LA TORRE et al. 2008, HATZENPICHLER et al. 2008)
gewonnen. An kalten Standorten wurden die AOA bisher vor allem in marinen Proben
nachgewiesen (CHRISTMAN 2009) und nur vereinzelnd in Béden (OCHSENREITER et al. 2003).
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Die AOA scheinen die kalten Temperaturen nicht so gut zu tolerieren wie die AOB. Die
Temperaturoptima der AOA Anreicherungen liegen deutlich héher als die der AOB und unter
Zugabe von Streptomycin konnte an eigenen Proben des Strandstandortes nur bei 25 °C

Aktivitat nachgewiesen werden.

Die Ammoniak oxidierenden Bakterien und Archaeen sind phylogenetisch sehr weit
voneinander entfernt. Sie wiesen signifikante Unterschiede in der Zellphysiologie und
Struktur auf, z.B sind die AOA deutlich kleiner als die AOB oder haben eine andere
Substrataffinitat. Die bakterielle Ammoniakmonooxygenase (AMO) ist ein multifunktionales
Enzym, welches Methan, Kohlenmonoxid oder einige organische Verbindungen oxidieren
kann. Das bedeutet aber nicht, dass diese Substrate auch als Substrat in Laborkulturen
verwendet werden koénnen. Zur Zeit ist wenig dartiber bekannt, ob die archaeale AMO auch
alternative Substrate oxidieren kann, aber die signifikanten Unterschiede in der
Basenabfolge und der daraus folgenden Aminosauresequenz kénnte Konsequenzen fir die
funktionelle Diversitat haben (PROSSER & NicoL 2008).

6.3 Temperaturanpassung

Die untersuchten AOM Gemeinschaften in den Bdden des Polygonwalls (5 — 15 cm) und des
Strandes (0 — 5 cm) zeigten ein Temperaturoptimum zwischen 20 und 35 °C. Die Aktivitat
nahm unter 10 °C stark ab. Es war aber trotzdem moglich aus allen Bodenproben, bei 4 °C
Anreicherungskulturen herzustellen. Damit kann die Temperaturanpassung ihrer potentiellen
Aktivitaten als psychrotolerant bezeichnet werden, d.h. die AOM-Gemeinschaften haben
zwar wie mesophile Organismen ein Optimum von Uber 20 °C, sie sind aber bei niedrigen
Temperaturen noch aktiv (MADIGAN & MARTINKO 2006). Auch flr andere Bakterienarten aus
dem Permafrost  wurden hauptsachlich mesophile bzw. psychrotoleranten
Temperaturanpassungen berichtet (SHI et al. 1997, VOROBYOVA et al. 1997, PONDER 2005).

Die untersuchten Anreicherungskulturen in dieser Arbeit zeigten ein Temperaturoptimum
zwischen 20 und 32 °C, dabei ist es relativ unabhangig, ob sie bei 4, 10, 18 oder 28 °C
angezogen worden sind. Die Kultur aus dem Polygonwall 12 - 17 cm wurde mehr als 5 Jahre
bei 10 °C inkubiert und zeigte trotzdem ein hoheres Optimum als die Kultur aus dem
Polygonhang, die 4 Jahre bei 28 °C angereichert worden ist. Beide Nitrosospira-ahnlichen
Bakterien aus den Kulturen liegen phylogenetisch eng beieinander und fallen ins Cluster 3
(s. Kap 5.9.1). Dabei weisen die Ammoniakoxidanten der Kulturen und auch der Bdden, in
denen die AOA dominieren, ein hdheres Temperaturoptimum auf, wie der Boden des
Strandes (s. Kap. 5.5.3) und die Anreicherungskultur aus dem Strand (s. Kap. 5.10.3). Die
unterschiedlichen Anreicherungskulturen aus dem Kiiff (350 bis 360 cm), Polygonhang (12 -
17 cm) und Strand (0 - 5 cm) werden alle zu den Nitrosospira gezahlt, liegen aber in

unterschiedlichen Clustern (s. Kap. 5.9.2) und weisen dennoch ahnliche
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Temperaturanpassungen auf. Die Anreicherungskultur aus der Hahnheide mit einem AOA,

hat ein Temperaturoptimum deutlich tber 25 °C.

Da die Monooxygenasen der AOB und MOB phylogenetisch relativ eng miteinander
verwandt sind (HOLMES et al. 1995), ist es interessant, dass sich die Temperaturanpassung
der AOM &hnlich wie die der Methan oxidierenden Bakterien (MOB) in den Bbéden aus der
nordostsibirischen Tundra darstellt (ZIMMERMANN 2006, KNOBLAUCH et al. 2008). Die Nitrit
oxidierenden Bakterien (NOB) in den Permafrostbdden zeigen eine deutlichere Anpassung
an die kalten Temperaturen (SANDERS 2006, ALAWI 2007). Der ,,Candidatus Nitrotoga arctica“
wurde aus einem Polygon auf Samoylov angereichert und wurde in fast allen
Anreicherungskulturen, die bei unter 10 °C inkubiert worden sind, nachgewiesen (ALAWI et
al. 2007). Das neue Betaproteobakterium zeigt ein Temperaturoptimum bei 15 °C und wies
bei 4 °C noch 30 % der maximalen Aktivitat auf. Das Maximum lag bei tber 20 °C, somit ist
der ,Candidatus Nitrotoga arctica“ streng genommen nicht psychrophil, aber die Grenzen
kénnen als flieRend betrachtet werden, so dass er sich als moderat psychrophil bezeichnen

|asst.

Anders als in den terrestrischen Habitaten sind die Ammoniakoxidanten in marinen Habitaten
deutlich besser an die kalten Bedingungen angepasst. THAMDRUP & FLEISCHER (1998)
beschreiben, dass die Kalteanpassung am starksten bei der Nitrifikation ausgepragt ist. In
marinen Sedimenten in Svalbard, Norwegen, weist die Nitrifikation ein Temperaturoptimum
bei 14 °C auf. Das deutet daraufhin, dass dieser Prozess von psychrophilen Bakterien
durchgefiihrt wird. Es sind bisher aber nur mesophile Ammoniak oxidierende Bakterien
beschrieben worden, aufier dem Nitrosomonas cryotolerans (JONES et al. 1988). Das
Temperaturoptimum des Nitrosomonas cryotolerans liegt entweder bei 22 °C oder 30 °C,
abhangig davon, ob es bei 5 °C oder 25 °C angezogen wurde (JONES & MORITA 1985). Die
untersuchten aktiven Ammoniakoxidanten aus Svalbard sind aber nicht kultiviert worden
(THAMDRUP & FLEISCHER 1998). In gemaligten Kistensedimenten haben die AOB ein
Temperaturoptimum flr die Nitrifikation bei Gber 22 °C bei in situ Temperaturen von 3 bis
12 °C (HENRIKSEN & KEMP 1988). In den kalten arktischen marinen Habitaten sind vor allem
Nitrosospira aktiv (BANO & HOLLIBAUGH 2000, HOLLIBAUGH et al. 2002). Auch das ist ein
Hinweis darauf, dass Vertreter dieser jungen Gattung an die Bedingungen in den kalten

Habitaten gut angepasst sind.

6.4 Moglicher Einfluss des Klimawandels auf die Stickstoffumsetzung

Seit der Klimakonferenz in Rio de Janeiro 1992 und des Verabschiedens des Kyotoprotokoll
1997 sind die Diskussionen um die Folgen der prognostizierten Klimaveranderung und der
globalen Erderwarmung standig fortgeschritten. In den IPCC Berichten wurden mehrere

Szenarien beschrieben, die bei verschiedenen Temperaturanstiegen eintreten kénnten
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(IPCC 2001, 2007). Die Prozesse in den Permafrostgebieten sind nicht mit in die Diskussion
und Beschreibung aufgenommen worden. Ein Schlisselfaktor fur die Beurteilung der
Wichtigkeit der zahlreichen Feedback-Szenarios sind die Auswirkungen der
Stickstoffmineralisation (DAVIDSON 1995), oft ist Stickstoff ein limitierender Faktor in
arktischen Okosystemen (CHAPIN & BLEDSOE 1992). Aber er ist ein Faktor, vom dem erwartet
wird, den Abbau von organischen Material unter warmeren Klimabedingungen zu erhéhen
(NADELHOFFER et al. 1992, HOBBIE & CHAPIN 1996), was zu einer verstarkten Emission von
CO, und CH, fuhren kann. Die globale Erwarmung kann zusatzlich dazu fiihren, dass es zu
einer Entkopplung der pflanzlichen und bodenmikrobiologischen Prozesse und damit zu
einem Anstieg des Stickstoffverlustes kommen kann (DAVIDSON 1995). Hohere N-
Mineralisation zusammen mit hdheren Bodentemperaturen und besserer
Sauerstoffversorgung, koéonnte zu einer hoheren Produktion von Nitrat und dessen
Auswaschung fiihren (WOLFE et al. 1999).

Die N-Mineralisationsraten in dieser Arbeit haben gezeigt, dass die N-Umsetzung bei
steigender Temperatur und bei héherer Sauerstoffversorgung zunehmen kann. In
NADELHOFFER et al. (1992) wurde dargestellt, dass die N-Mineralisation in der arktischen
Tundra deutlich geringer ist als in den warmen oder gemaRigten Klimaten. Was aber
grundsatzlich daflr sprechen kann, dass beim Anstieg der Bodentemperatur und
Verlangerung der Vegetationsperiode die N-Mineralisation stark ansteigen kann. WEINTRAUB
& SCHIMEL (2003) haben nachgewiesen, dass in Tundrabdden die organische Substanz

potentiell gut mineralisierbar ist.

Modelle wie die von PASTOR & POST (1988) und von SCHIMMEL et al. (1990) entwickelten
prognostizieren, dass der Treibhausgas induzierte Temperaturanstieg fir mehr Abbau von
organischen Material sorgen wird, die N-Mineralisation steigern wird und daher zu einer
gréleren Primarproduktion in den noérdlichen Breiten fiihrt. Daher kann auch der ansteigende
Kohlenstoffausstof aus den nérdlichen Bdden zu einem positiven Feedback bezogen auf die
globale Erderwarmung fihren (VITOUSEK & HOWARTH 1991).

Wenn also die Prozesse in den Bdden der arktischen Tundra vor allem die
Nettoprimarproduktion N-limitiert ist, kann es durch den Klimawandel verursacht zu einer
groleren Versorgung mit verfligbarem Stickstoff kommen. Folgen kénnten die vermehrte
Biomassenproduktion sein, aber auch die Zunahme der Mineralisationsprozesse, da auch

diese dann nicht mehr nahrstofflimitiert sind.

In der Bewertung des globalen Stickstoffkreislaufes kam es in den letzten Jahren zu einem
Paradigmenwechsel. Gerade durch den Eingriff des Menschen in den Stickstoffkreislauf, in

erster Linie durch Diingung, kommt es immer mehr zu einer Ubersattigung von Okosystemen
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mit Stickstoffverbindungen mit negativen Auswirkungen fir die Umwelt, wie z.B.
Nitratauswaschungen. Das Eingreifen des Menschen hat also negative Einflisse auf den
Stickstoffkreislauf, und damit auch verbunden auf den Kohlenstoffkreislauf und das Klima
(GRUBER & GALLOWAY 2008). Inwieweit die Stickstoffsattigung in den gemaRigten Klimaten
auch auf die Prozesse in den nérdlichen Breiten Einfluss hat, z.B. durch den Anstieg der N-

Deposition, muss geklart werden.

Wenn Wasser und andere Nahrstoffe jedoch im Gegensatz zum Stickstoff zu limitierenden
Faktoren werden, erreichen solche Okosysteme einen Zustand der ,Nahrstoffiibersattigung*
(Hypereutrophierung) (SMITH & SMITH 2009). Steigt die Nahrstoffzufuhr dann noch weiter an,
kommt es zu einer Vielzahl von Veranderungen im Bodenhaushalt und in den
Bodeneigenschaften, wodurch zahlreiche biologische Ablaufe in den Pflanzen gestort
werden. Erhohte Phosphoreintrdge verursachen in Gewasserdkosystemen ebenfalls eine
Hypereutrophierung und eine explosionsartige Planktonvermehrung (SMITH & SMITH 2009).
Die potentielle Rolle der Stickstoffdlingung scheint klar zu sein: Die Produktivitat vieler
natlrlicher Okosysteme weltweit ist limitiert durch den fehlenden verfiigbare Stickstoff
(VITOUSEK & HOWARTH 1991).

Es ist anzunehmen, dass die Stickstoffproduktion in den nachsten Jahrzehnten ansteigen
wird: Die anthropogene N,-Fixierung ist wichtig flr die Nahrungsmittelproduktion und daher
auch fiur die Bevdlkerung und den Lebensstandart (GALLOWAY et al. 1995). Die
Stickstoffdeposition muss ein wichtiger Teil der ,Global Change® Analysen werden und die
Herausforderung des aktuellen Managements unseres Planeten mit betrachtet werden
(NORBY 1998). Ein Ansteigen der Stickstoff-Verfiigbarkeit wirde einen groéRere
Kohlenstoffeinlagerung in Pflanzen bedeuten. Wenn also die Pflanzenproduktivitat in der
Tundra durch die héhere Verflgbarkeit von Nahrstoffen, insbesondere von Stickstoff, den
Pflanzen erlauben wiirde mehr C pro Unit N einzubauen und zu speichern, kénnte z.B. mehr
Holz aufgebaut werden, das weitere C/N-Verhaltnisse aufweist (SHAVER & CHAPIN 1980,
SHAVER et al. 1992, HOBBIE 1996), was eine Verschiebung der Baumgrenze nach Norden mit
sich bringen kann. In den meisten Okosystemen ist die N Verflgbarkeit von
unterschiedlichen Aspekten der physikalischen und chemischen Umwelt kontrolliert,
einschlielllich der Verfugbarkeit anderer Nahrstoffe, der Temperatur und der Feuchtigkeit
(VITOUSEK & HOWARTH 1991). Die bessere Verfugbarkeit von Stickstoff in den
Permafrostbdden durch eine erhdhte Mineralisationsrate im Zuge der Klimaerwarmung,
konnte wiederum dazu fiuhren, dass mehr CO, fixiert wird. Dazu besteht also weiterer

Forschungsbedarf.

141



SCHLUSSBETRACHTUNG UND AUSBLICK

7. SCHLUSSBETRACHTUNG UND AUSBLICK

Die vorliegende Arbeit liefert erste Einblicke in die Stickstoffumsatze der sibirischen
Tundrenbdden im Lena-Delta. Neben den potentiellen Mineralisation- und Nitrifikationsraten
wurden erste Ergebnisse lber die Mikroorganismengemeinschaften der Ammoniakoxidanten
geliefert. Diese Ergebnisse konnten als Grundlage weiterer Forschung auf diesem Gebiet
dienen. Dabei standen mikrobiologische, bodenkundliche und biogeochemische Methoden
im Mittelpunkt einer interdisziplindren Arbeit, mit denen die Kernfragen beantworten werden

sollten.

Mit der Denaturierenden Gradienten Gelelektrophorese (DGGE) sollten in dieser Arbeit die
Diversitat der AOM sowohl in den Bdden als auch den Anreicherungskulturen monitorisiert
werden. Diese Methode ist flir die AOB weniger gut geeignet wie z.B. flr die Nitrit
oxidierenden Bakterien (ALAWI 2003, SANDERS 2006). Bei der Untersuchung der AOB
mussten die Ergebnisse immer durch Sequenzierungen abgesichert werden. Denn es gab
das Phanomen, dass Banden auf gleicher Hohe, verschiedene Sequenzen aufwiesen, aber
auch, dass Banden auf verschiedenen Hohen, die gleichen Sequenzen hatten. Hier muss in

Zukunft mehr Arbeiten (iber Klonbanken oder Ahnlichem erfolgen.

Mit den mikrobiologischen und molekularbiologischen Methoden konnte die mikrobielle
Gemeinschaft der Ammoniak oxidierenden Organismen bestimmt werden. Die Gattung
Nitrosospira dominiert in den untersuchten Permafrostbéden und die Diversitat innerhalb
dieser Gattung ist relativ groR. Es wurden auch Ammoniak oxidierende Archaeen
nachgewiesen, die aber nicht in allen untersuchten Bodenproben vorkamen, sondern
mafgeblich in den alluvial beeinflussten Sedimenten der Uberflutungsebene. Welche Rolle

diese in den Permafrostregionen spielen, konnte nicht abschliellend geklart werden.

Die Kultivierung und Anreicherungen der Ammoniakoxidanten ist eine wichtige Methode, um
die Ammoniakoxidanten zu charakterisieren. Die Nitrosospira aus Sibirien oder das
Ammoniak oxidierende Archaeon aus der Hahnheide konnten sehr stark angereichert
werden. Eine vollstandige Isolierung steht noch aus. Die Herstellung neuer Reinkulturen ist
sehr wichtig fur die Weiterentwicklung neuer und bestehender Methoden, wie zum Beispiel
das Ableiten neuer Primer fur verschiedene PCR Anwendungen. In einigen Bodenproben
konnte zwar potentielle Nitrifikation bestimmt werden, diese konnte aber keinen bekannten
Vertretern der AOB oder AOA zugeordnet werden. Umso mehr Reinkulturen existieren,

desto besser kdnnen Primer abgeleitet werden.

Es waren ineinandergreifende Methoden notwendig, um Aussagen, Uber N-Umsetzungen,
Uber die beteiligten Ammoniakoxidanten und ihre Diversitdt machen zu kdénnen. Es ist z.B.

nicht gelungen die Aktivitat der AOB und AOA tatsachlich voneinander zu unterscheiden. Es
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sollten weitere Untersuchungen mit der Verwendung von Hemmstoffen wie verschiedenen

Antibiotika durchgeflhrt werden, um eine eindeutige Methode zu etablieren.

Die Bestimmung der Raten der N-Umsetzung und die molekularbiologischen
Untersuchungen wie z.B. DGGE-Analysen oder Klonbanken, fihrten bereits zu einem guten
Erkenntnisgewinn. Dabei ist es aber anzustreben, dass durch die Untersuchungen der
exprimierten Gene, auch Aussagen Uber die aktiven Mikroorganismen wahrend der
Vegetationsperiode gemacht werden kénnen. Es ware winschenswert, wenn weiterflihrende
Untersuchungen die RT PCR auch mit Proben aus den Tundrenbdden durchgefiuhren

wurden.

In Zukunft sollte an die ersten Ergebnisse der Stickstoffumsatze in Nordostsibirien angesetzt
werden. Die organische Substanz ist generell abbaubar und der Abbau derselben kann mit
zunehmender Sauerstoffversorgung beschleunigt werden. Die Nitrifikationsraten sind von der
Temperatur abhangig und steigen mit zunehmender Temperatur an. Als nachster Schritt
ware die Untersuchung der In-situ-Umsatzraten sehr sinnvoll. Dabei ware es z.B. folgerichtig,
Methoden der Isotopenanalyse zu etablieren. Dabei kann die Messung der Stickstoff- als
auch der Sauerstoffisotope von Interessen sein. Gleichzeitig kdnnten Batch-Versuche mit °N
markierten Substraten vorgenommen werden. Damit koénnte geklart werden, ob die
Nitrifikation z.B. zur N>O Emission beitragt, oder ob Hinweise auf anaerobe

Ammoniumoxidation (Anammox) in den Bdden bestehen.

Um die klimarevelanten Fragen zu beantworten, ist es wichtig ist es, die potentiellen und
tatséchlichen N,O Emissionen zu ermitteln. Sind die Zahlen von REPO et al. (2009) und
ELBERLING et al. (2010) nur Einzelfalle gewesen, oder sind die arktischen Okosysteme
grundsatzlich natirlich Quellen von N,O Emissionen? Werden sie durch die prognostizierte

Klimaerwarmung verstarkt?

Die Ergebnisse und Daten aus interdisziplinaren Projektstudien wie dieser Arbeit auf
biogeochemischen, bodenkundlichen und mikrobiologischen Grundlagen, liefern einen
wichtigen Beitrag fir die zuklinftige Entwicklung von Modellen Uber die Stickstoffumsatze in

Permafrostboden.
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