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ZUSAMMENFASSUNG 1]

I Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersucht die Verbreitung und Aktivitdt der Methan
oxidierenden (methanotrophen) Mikroflora in arktischen Boden des Lena-Deltas,
Sibirien. Dazu wurden die Anpassungspotentide der Methan oxidierenden Mikroflora an
unterschiedliche  Standortfaktoren ebenso  untersucht, wie ihre Aktivitéspotentide bel
unterschiedlichen Temperaturen und Methankonzentrationen. Mit Hilfe ener Methode der
Ganzzdlhybridiserung, der sogenannten Huoreszenz-in-situ-Hybridiserung, konnten aus
den gewonnenen Ergebnissen  Unterschiede in der  Populationszusammensstzung  im
Tiefenprofil von Permafrogtstandorten aufgezeigt und erklért werden.

Die Anpassungspotentide von Methan  oxidierenden Bakterien wurden durch den
Vergleich eines Permafrost-Auengleys mit einem TundrasMoorgley der Insel Samoylov im
Lena-Delta  untersucht. Der Permafros-Auengley  ddite aufgrund  sainer
bodenphyskdischen und bodenchemischen Eigenschaften ein gingtigeres Habitat fur die
Methan oxidierenden Bakterien dar ds der TundraMoorgley. Die maximaen Zdlzahlen
Im Permafrost-Auengley waren mehr ds dreamd so hoch wie die maximden Zdlzahlen im
TundraMoorgley. Die Methanoxidationsaktivitdt unter in-situ-Bedingungen betrug  im
Permafrsot-Auengley etwa das Zehnfache der Methanoxidationsaktivitde des Tundra
Moorgleys. Auschlaggebend fir die Unterschiede in den Zdlzahlen und den Aktivitéen
war das Bodensubdrat, die damit verbundene Porengrol3enverteilung sowie die Qualitét
des DOC.

Der hohe Schiuffantell im Permafros-Auengley und der damit  verbundene
ebenfdls hohe Antel an Mittdporen korrdieren podtiv. mit den Zelzahlen
Methan oxidierender Bakterien.

Das engere und damit gingigere C/N-Verhdtnis des Permafrost-Auengleys
schent die Qudité des DOC und damit die Lebensbedingungen der Methan
oxidierenden Bakterien positiv zu beainflussen.

Die Zdlzahlen Methan oxidierender Bakterien korrdieren in beiden Standorten
pogtiv. mit dem Methangendt und damit ebenso mit der Methanbildung im
Boden. Die Sauerstoffkonzentration spidt in Bezug auf die Zdlzahlen und die
Aktivitét Methan oxidierender Bakterien eine untergeordnete Rolle.
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Aufgrund  der  Aktivitdispotentidle  be unterschiedlichen  Temperaturen  und
Methangehdten konnte eine sehr gute Anpassung der Methan oxidierenden Mikroflora an
die Temperaiur- und Methankonzentrationsgradienten in  arktischen Boéden beobachtet

werden:

In den oberen Bodenhorizonten des Permafros-Auengleys exisieren Methan
oxidierende Bakterien mit ener hohen Subgrataffinitét. Ihre meximade Aktivitét
aereichen diese Organismen be Tempeauren > 20 °C und ener
Methankonzentration zwischen 5000 ppm und 10000 ppm. Be 10 °C zeigen diese
Organismen jedoch immerhin noch die Héfte und ba 4 °C bzw. 0 °C noch en
Drittel ihrer maximaen Aktivitét.

In den tieferen Bodenhorizonten, dem Ubergangsbereich zum Permafrost sowie
dem Permafrostbereich sdbst, die durch mehr ds 10 °C niedrigere in-situ
Temperaturen und weitaus hthere Methankonzentrationen gekennzeichnet snd
als die Oberbodenhorizonte, leben enersaits psychrophile Methan oxidierende
Bakterien. Diese erechen ihre maximde Aktivitd ba 4 °C. Zum anderen
dominieren in diesen Horizonten Methan oxidierende Organismen mit  ener
niedrigen Subgrataffinitét. Thre K-Werte snd mehr as sechamd so hoch wie im
Ai-Horizont (O- 5 cm Bodentiefe).

Die Anpassungs- und Aktivitétspotentide spiegeln 9ch in der Verbreitung von Typ | und
Typ 1l Methan oxidieeenden Bakterien wider und snd offendchtlich auf die
physologischen Unterschiede beder Gruppen Methan  oxidierender  Bakterien
zurickzufihren.  Mit  Hilfe der  Huoreszenz-in-siti-Hybridiserung  wurde  folgende
Vebreitung von Typ | und Typ [I Mehan oxidierenden Bakterien im  Tiefenprofil
beobachtet:

In den oberen Bodenhorizonten exigtieren temperaturangepasste Typ | Methan
oxidierende Bakterien, die entweder der Gruppe der psychrotoleranten Bakterien
oder ener Mischflora aus psychrophilen und mesophilen Methan oxidierenden
Bakterien angehdren und durch eine hohe Subgtrataffinitét charakterisert snd.

In den tieferen Horizonten leben zum enen psychrophile Typ | Methan
oxidierende Bakterien, zum anderen Typ Il Methan oxidierende Bakterien mit

ener geringen Subdtrataffinité.
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EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG 1

1 Einleitung und Fragestellung

Die vorliegende bodenmikrobiologische Arbeit untersucht die Verbreitung
und Anpassung der Methan oxidierenden (methanotrophen) Mikroflora in
arktischen Bdden des Lena-Deltas, Sibirien. Sie tragt damit zum Verstandnis der

Prozesse bei, die die Methanemission aus naturlichen Habitaten regulieren.

Aufgrund der Fahigkeit der methanotrophen Mikroflora, Methan (CHg) zu
oxidieren, stellt sie eine der wichtigsten terrestrischen Senken fir Methan dar.
Damit besitzt sie fur das globale Klima eine grol3e Relevanz, da Methan neben
Kohlendioxid, Ozon, den Fluorchlorkohlenwasserstoffen, Stickstoffdioxid und
Wasserdampf zu den sogenannten Treibhausgasen gehdrt (CICERONE und
OREMLAND 1988). Methan besitzt zwar eine 200-fach niedrigere Konzentration als
das bedeutendste anthropogene Treibhausgas Kohlendioxid, tragt jedoch
aufgrund des sehr viel héheren Warmeabsorptionsvermégen mit 20 % zum
anthropogenen Treibhauseffekt bei (WUEBBLES und HAYHOE 2002). Methan ist
nach Kohlendioxid die am hé&ufigsten vorkommende Kohlenstoffverbindung in der
Atmosphare. Die Konzentration betragt 1,7 bis 1,8 ppm und nahm in den letzten
Jahren um etwa 1 % pro Jahr zu (KHALIL und RASMUSSEN 1983). Abgesehen von
der Tatsache, dass Methan direkt als Treibhausgas wirkt, wird es in der
Atmosphéare zum Teil zu Kohlenmonoxid und dieses weiter zu Kohlendioxid
oxidiert. Auf diesem Wege entstehen zusatzlich etwa 6 % des anthropogen in die
Atmosphare emittierten Kohlendioxids (CICERONE und OREMLAND 1988).

Der grof3te Teil des atmospharischen Methans ist biogenen Ursprungs, das heif3t,
dass Methan im Zuge des anaeroben Abbaus von organischer Substanz durch die
methanogene Mikroflora entsteht. Arktische Feuchtgebiete, zu denen auch das
Untersuchungsgebiet dieser Arbeit, das Lena-Delta, gehort, stellen aufgrund der
Wassersattigung des Bodens im Sommer und der damit verbundenen anaeroben
Verhaltnisse ideale Standorte der Methanbildung dar. Mit einem Flachenanteil von
26 % bilden sie die gro3te Gruppe der natirlichen Feuchtgebiete (MATTHEWS und
FUNG 1987). 10 % des weltweit aus anthropogenen und natirlichen Quellen
emittierten Methans stammt aus diesen Regionen (WAHLEN und REEBURGH 1992),
wobei ihr Anteil an der globalen Methanemission bezogen auf ausschlief3lich

natdrliche Quellen sogar 25 % ausmacht (FUNG et al. 1991).
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Wie viel Methan effektiv emittiert werden kann, hangt in erster Linie von den
mikrobiellen Prozessen der Methanbildung und der Methanoxidation ab. Je mehr
des in den anaeroben Bodenhorizonten gebildeten Methans in den aeroben
Bodenhorizonten wieder oxidiert wird, desto weniger Methan kann vom Boden in
die Atmosphare abgegeben werden. Zusatzlich wirken sich die Methanflisse, das
heil3t die Transport- und Austauschprozesse zwischen Pedo- und Atmosphére,
entscheidend auf das Ausmal der Methanemission aus. Diese Prozesse werden
ihrerseits maf3geblich vom Klima, dem Mikrorelief und der Vegetation beeinflusst.
Untersuchungen zu den Methanflissen in arktischen Feuchtgebieten wurden
bereits von einer Vielzahl an Autoren beschrieben (SVENSSON und ROSSWALL
1984, WHALEN und REEBURGH 1992, SAMARKIN et al. 1998, JOABSSON und
CHRISTENSEN 2001, WAGNER et al. 2003). Die jeweils bestimmten
Methanemissionsraten unterscheiden sich dabei sehr stark voneinander. WHALEN
und REEBURGH (1992) ermittelten fir den Boden eines Polygonzentrums eine
Methanemission von 110 mg d! m™. Im Gegensatz dazu konnten WAGNER et al.
(2003) ebenfalls fur den Boden eines Polygonzentrums Uber einen Zeitraum von
vier Monaten eine mittlere Methanemission von nur 53,2 + 8,7 mg d! m?
bestimmen (maximale Methanemission Mitte Juli; 100-120 mg d* m™). Vom
Polygonwall desselben ,Low-Centre-Polygones’ wurden aufgrund des niedrigeren
Wasserspiegels und machtigeren aeroben Bodenbereiches sogar nur 4,7 £ 2,5 mg

d! m?2 Methan emittiert.

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit sind die Mikroorganismen, die durch
Oxidation des gebildeten Methans entscheidend zur Reduzierung der
Methanemission beitragen: die Methan oxidierenden oder methanotrophen
Bakterien. Fur Feuchtgebiete wurden Methanoxidationsraten ermittelt, die
zwischen 43 und 90 % schwankten (MER und ROGER 2001, ROSLEV und KING
1996). Um abschatzen zu koénnen, in welchem Ausmald Methan oxidierende
Bakterien auch in bislang nicht untersuchten Regionen die Methanemission
reduzieren bzw. bei Klimaanderungen reduzieren koénnten, sind Untersuchungen
zu ihren Anpassungspotentialen an unterschiedliche Standortbedingungen
essentiell. Welchen Einfluss Umweltbedingungen wie Temperatur, Methangehalt,
bodenphysikalische und bodenchemische Parameter auf die Verbreitung und
Aktivitat der Methan oxidierenden Bakterien in Feuchtgebieten, insbesondere in

denen der arktischen Region haben, wurde bislang erst von sehr wenigen Autoren
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beschrieben (WHALEN und REEBURGH 1990, VECHERSKAYA 1993, DUNFIELD und
KNOWLES 1993, RosLEV und KING 1996,). Die vorliegende Arbeit soll dazu
beitragen, den Kenntnisstand auf diesem Gebiet zu erweitern, indem im Einzelnen

folgende Fragen beantwortet werden:

Welchen Einfluss haben bodenphysikalische und bodenchemische
Parameter auf die Verbreitung und Aktivitdt der Methan oxidierenden
Mikroflora?

Welchen Einfluss haben die Sauerstoff- und Methankonzentrationen in-
situ auf die Verbreitung und Aktivitat der Methan oxidierenden Mikroflora?
Welche Aktivitatspotentiale haben Methan oxidierende Bakterien bei
variierenden Temperaturen und Methangehalten? L&asst sich anhand
dieser Aktivitatspotentiale auf eine Anpassung der Methan oxidierenden
Mikroflora an die Temperaturen und Methangehalte in arktischen
Feuchtgebieten schlieRen?

Wie andert sich die Zusammensetzung der Methan oxidierenden
Mikroflora im Tiefenprofil der beiden Untersuchungsstandorte?

Gibt es Zusammenhdnge zwischen der Physiologie und den
Anpassungspotentialen der Methan oxidierenden Mikroflora mit ihrer

Zusammensetzung im Tiefenprofil?

Die Arbeit ist in das BMBF-Verbundvorhaben ,Russisch-Deutsche
Zusammenarbeit: System Laptev See 2000“ eingebunden. Seit 1998 wurden im
Rahmen dieses Projektes jahrlich wahrend der Sommermonate Expeditionen in
das nordsibirische Lena-Delta unternommen (WAGNER et al. 2000, WAGNER et al.
2001, PrFEIFFER et al. 2002, WAGNER et al., im Druck). ZAvei Permafroststandorte
der Insel Samoylov im Lena-Delta (Permafrost-Auengley, Tundra-Moorgley)
bildeten die Untersuchungsgrundlage dieser Arbeit. Die Anpassung der Methan
oxidierenden  Bakterien wurde anhand von  Aktivitdtsmessungen bei
unterschiedlichen Temperaturen und Methankonzentrationen sowie durch einen
Vergleich beider Standorte beziglich ihrer Standortfaktoren untersucht. Die
Verbreitung der Methan oxidierenden Bakterien wurde mit einer Methode der
Ganzzellhybridisierung ermittelt, der sogenannten Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH).



GRUNDLAGEN 4

2 Grundlagen

2.1 Die Methanflisse in Feuchtgebieten

Die Methanemission aus BoOden wird von zwei entgegengesetzten
mikrobiellen Prozessen gesteuert, der Methanbildung durch Methan bildende
(methanogene) Archaeen und der Methanoxidation durch Methan oxidierende
(methanotrophe) Bakterien. Die methanogene und methanotrophe Mikroflora ist in
allen Bbden auch unter ungunstigen Lebensbedingungen zu finden (MER und
ROGER 2001).

2.1.1 Methanbildung durch methanogene Archaeen

Methan wird von den methanogenen Archaeen als Endprodukt im
biologischen Abbau organischer Verbindungen unter anaeroben Verhéltnissen
gebildet (CONRAD 1999). Sie benottigen zum Wachstum strikte Anaerobie und ein
Redoxpotential im Boden niedriger als -150 mV (WANG et al. 1993). In
Permafrostgebieten filhren sommerliche Tauprozesse zu Staunasse im active
layer, der Auftauzone Uber der Permafrosttafel. Der hohe Wasserspiegel im Boden
und die damit verbundenen anaeroben Verhdltnisse fuhren dazu, dass arktische
Feuchtgebiete zu den bedeutendsten Regionen der Methanbildung gehoren
(JoABSSON und CHRISTENSEN 2001).

Methanogene Mikroorganismen sind in ihrer Substratwahl stark spezialisiert und
konnen nur wenige, sehr einfach gebaute Substanzen wie zum Beispiel Ho,
Acetat, Formiat und Methanol zur Methanogenese nutzen (OREMLAND 1988). Die
meisten Arten sind nicht auf ein Substrat festgelegt, sondern sind in der Lage,
mehrere Substrate zu nutzen. Allerdings kdnnen methanogene Archaeen
komplexe organische Verbindungen wie Zucker und Fettsduren (auf3er Acetat)
nicht direkt umsetzen. Sie sind auf das Vorhandensein einer anaeroben

Nahrungskette angewiesen, deren letztes Glied sie darstellen.

2.1.2 Methanabbau durch methanotrophe Bakterien

Die Methan oxidierenden Bakterien (ausfuhrlich beschrieben in Kap. 2.2),

die durch Oxidation des in anoxischen Bodenhorizonten gebildeten Methans zu
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Kohlendioxid entscheidend zur Reduzierung der Methanemission aus
Feuchtgebieten beitragen ROsSLEV und KING 1996), haben ihren Lebensraum in
den aeroben Bodenbereichen. Die gunstigsten Mikrohabitate der methanotrophen
Bakterien sind oxisch/anoxische Grenzschichten, da an diesen sowohl Sauerstoff
als auch Methan in ausreichenden Mengen zur Verfigung steht (BRUNE et al.
2000). Nach RosLEV und KING (1996) wird in Feuchtgebieten durchschnittlich 43 %
des in die aerobe Bodenzone gelangten Methans wieder oxidiert, bevor es in die
Atmosphare emittiert wird. MER und ROGER (2001) ermittelten in Feuchtgebieten
sogar Oxidationsraten von 60 bis 90 %.

2.1.3 Transportwege und Freisetzung von Methan in Feuchtgebieten

Je langer das Methan in den aeroben Bodenhorizonten verweilt, desto
wahrscheinlicher ist seine Oxidation zu Kohlendioxid. Insofern ist das Ausmalf3 der
Methanoxidation in starkem Mal3e vom Transportweg des Methans abhangig.
Methan kann Uber Diffusion bzw. Konvektion, Uber den Aufstieg von Blasen
(CEbullition’) oder (ber die Aerenchyme aquatischer Gefal3pflanzen der
Feuchtgebiete zur Atmosphéare gelangen (JOABSSON und CHRISTENSEN 2001). Die
durch Konzentrationsgradienten hervorgerufene Diffusion von Methan erfolgt
hauptsachlich innerhalb der bellfteten Bodenporen, denn die Diffusion von Gasen
in Wasser ist 10*-mal langsamer als in Luft (SCHEFFER und SCHACHTSCHABEL
1998). Dariiber hinaus ist die Ldslichkeit von Methan in Wasser sehr gering. Die
Diffusion von Methan in Bbden ist ein langsamer Prozess, der die Methanoxidation
durch methanotrophe Bakterien begunstigt.

Gegenteilig vollzieht sich der Vorgang der 'Ebullition’. Bei Ubersattigung des
Porenwassers mit Methan kommt es zur Ausgasung und Blasenbildung. Die
Blasen wachsen, bis ihr Auftrieb grof3 genug ist, um an die Wasseroberflache
aufzusteigen und zu platzen. Dieser Vorgang lasst kaum die Moglichkeit der
Methanoxidation zu.

Einen entscheidenden Faktor, wie viel Methan in Feuchtgebieten gebildet, oxidiert
und emittiert wird, stellt der pflanzenvermittelte Methantransport Uber die
Aerenchyme von GefaRpflanzen dar. Aerenchyme sind Durchliftungsgewebe, in
denen Sauerstoff von der Atmosphéare zu den Wurzeln der aeroben oder direkt zu
denen der anaeroben Bodenhorizonte geleitet wird. Umgekehrt gelangt das

Methan aus den anaeroben Bodenhorizonten entweder direkt zur Atmosphére
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oder zunachst in die Rhizosphare in den aeroben Horizonten, wo es oxidiert
werden kann. Werden die aeroben Horizonte umgangen, tragt der
pflanzenvermittelte Methantransport entscheidend zu einer Erhdéhung der
Methanemission aus Feuchtgebieten bei. Ein Grofiteil des gebildeten Methans
wird Uber das Wurzel und Aerenchymsystem unmittelbar abtransportiert
(KutzBacH et al. 2003). Mehrere Studien konnten zeigen, dass die Konzentration
an geléstem Methan im Porenwasser umso geringer war, je besser das
Wurzelsystem in der entsprechenden Tiefe ausgepragt war (KING et al. 1998;
VERVILLE et al. 1998; FRENzEL und KAROFELD 2000, zitiert in JOABSSON und
CHRISTENSEN 2001). Darlber hinaus konnten JOABSSON und CHRISTENSEN (2001)
zeigen, dass der Bodenbereich mit der hdchsten Wurzeldichte gleichzeitig der
Bereich mit der hochsten Methanproduktionsrate war, was sie zu der Annahme
fuhrte, dass es einen Zusammenhang zwischen Wurzeldichte und Verfluigbarkeit

an Substraten fir die methanogenen Archaeen geben muss.

2.2 Die Gruppe der Methan oxidierenden Bakterien

Methan oxidierende (methanotrophe) Bakterien sind obligat aerobe
Prokaryonten (Reich der Bakteria), die Methan mit molekularem Sauerstoff
umsetzen und ihren Zellkohlenstoff sowie Energie aus diesem Substrat gewinnen
(HANSON und HANSON 1996). Im Unterschied zur Ubergeordneten Gruppe der
methylotrophen Bakterien, die auch ein breites Spektrum anderer C;-
Verbindungen umsetzen konnen, stellt Methan fur die Methan oxidierenden
Bakterien die wichtigste Kohlenstoff- und Energiequelle dar. Lediglich bei einem
Mangel an Methan konnen auch Methanol, Formiat oder Methylamine als
Substrate genutzt werden. Demzufolge sind methanotrophe Bakterien nicht nur an
die Verfugbarkeit von Sauerstoff gebunden, sondern auch an die von Methan, das
von methanogenen Archaeen als Endprodukt im biologischen Abbau organischer
Verbindungen unter anaeroben Verhaltnissen gebildet wird. Daher treten Methan
oxidierende Bakterien in Bdden, Sedimenten und Gewassern bevorzugt an
oxisch/anoxischen Grenzschichten auf.

Methan oxidierende Bakterien sind Gram negativ und kommen in den
unterschiedlichsten Zellformen vor (Coccen, Stdbchen, vibroide Zellen). Die
Ausbildung von Dauerstadien (Exosporen und Zysten) ist innerhalb dieser

Bakteriengruppe weit verbreitet. Durch den Ubergang von vegetativen Zellen in
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Dauerstadien anderer Zellmorphologie treten in Reinkulturen Methan oxidierender
Bakterien haufig verschiedene Zellformen parallel auf, zum Beispiel Stdbchen
neben rundlichen Zysten.

Die Gruppe der Methan oxidierenden Bakterien wird in zwei Familien unterteilt, die
Methylococcaceae, auch als Typ | und die Methylocystaceae, auch als Typ I
Methan oxidierende Bakterien bezeichnet. Die Typ | Methan oxidierenden
Bakterien umfassen die Gattungen Methylobacter, Methylomonas, Methylococcus,
Methylomicobium, Methylocaldus und Methylosphaera. Zu den Typ Il Methan
oxidierenden Bakterien gehoren Methylosinus und Methylocystis (HANSON und
HANSON 1996, BowMAN 1999). Daneben gibt es noch eine dritte Gruppe, die Typ X
methanotrophen Bakterien. Sie besitzen weitgehende Ahnlichkeiten mit den Typ |
methanotrophen Bakterien, weisen jedoch im Stoffwechsel Unterschiede auf und
wachsen bei hoheren Temperaturen (HANSON und HANSON 1996). Die Gruppe der
Typ X methanotrophen Bakterien hat fuir die vorliegende Arbeit keine Relevanz.

Typ | und Typ Il Methan oxidierende Bakterien unterscheiden sich in vielen
wesentlichen Merkmalen: Anhand der phylogenetischen Analyse der 16S-rDNA-
Sequenzen wurden die Typ | methanotrophen Bakterien innerhalb der
Proteobakterien, einer Untergruppe der Bakterien, den g-Proteobakterien und die
Typ Il Methan oxidierenden Bakterien den a-Proteobakterien zugeordnet. Das
Gen der ribosomalen 16S-RNA, das etwa 1500 Basenpaare lang ist, ist das am
besten bekannte DNA-Stlick der Bakterien (CYPIONKA 1999). Ein weiteres
wesentliches Unterscheidungsmerkmal der beiden Gruppen ist ihr Stoffwechsel.
Methan wird Uber Methanol, Formaldehyd und Formiat zu Kohlendioxid oxidiert.
Zur Assimilation des Kohlenstoffes, genauer gesagt des Formaldehyds, nutzen
Typ | methanotrophe Bakterien Ribulose-Monophosphat (RuMP Weg), wahrend
Typ Il Formaldehyd mit Hilfe von Serin assimilieren (Serin-Weg) (HANSON und
HANSON 1996, BOwWMAN 1999).

Bis auf eine Gattung (Methylocella) bilden alle Methan oxidierenden Bakterien ein
intracytoplasmatisches Membransystem aus (WHITTENBURY et al. 1970, HANSON
und HANSON 1996, BowMAN 1999), das vermutlich fur die Umsetzung des Methans
notig ist. Wahrend Typ | methanotrophe Bakterien Membranstapel besitzen, sind
die Membranen bei Typ Il entlang der Cytoplasmamembran angeordnet.

Ein weiteres Kriterium zur Differenzierung von Typ | und Typ Il Methan
oxidierenden Bakterien besteht in der Form ihres Enzyms zur Methanoxidation,

der Methan-Monooxygenase. Nur Typ |l sowie einige wenige Ausnahmen unter
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den Typ | methanotrophen Bakterien bilden eine Idsliche (soluble) Methan-
Monooxygenase aus, wahrend beide Gruppen (mit Ausnahme von Methylocella)
die Gene fir eine membrangebundene (partikulare) Methan-Monooxygenase
besitzen. Unter den Typ Il Methan oxidierenden Bakterien sind dariiber hinaus alle
Gattungen zur Fixierung molekularen Stickstoffs beféhigt, wahrend bei Typ | nur
die Gattung Methylocoocus dazu in der Lage ist.

Eine Gegenuberstellung der wichtigsten physiologischen Unterscheidungs-
merkmale zwischen Typ | und Typ Il Methan oxidierenden Bakterien zeigt Tabelle
2-1.

Tabelle 2-1.: Gegentiberstellung wichtiger Merkmale von Typ | und Typ |1 Methan oxidierenden Bakterien

Merkmal Typ | MOB’ Typ Il MOB’
phﬁ%%?gﬁﬂﬁghe gProteobakterien a-Proteobakterien
Methylomonas
Gattungen Methylobacter Methylosinus
9 Methylocoocus Methylocystis

Methylomicrobium

Isolierung psychrophiler

Arten + (Methylococcus) -

Ribulose-Monophosphat-

Kohlenstoffassimilation Weg Serin-Weg
Gene fur Stickstoff- m?Xng;hhamncei?n vorhanden
Assimilierung )
Methylocoocus)
in?rr;\c;redl?uulgrger stapelformi entlang der
P 9 Cytoplasmamembran
Membranen
+
Dauerstadien (Ausnahme: +

Methylomicrobium)

MOB = Methan oxidierende Bakterien

2.3 Anpassung der Methan bildenden und Methan oxidierenden Mikroflora

an ihre Umwelt

Wie alle mikrobiellen Prozesse sind Methanbildung und Methanoxidation
in starkem Maf3e von der Temperatur abhangig. Die Temperaturanpassung von

Mikroorganismen wird in erster Linie durch den Temperaturgradienten, in dem



GRUNDLAGEN 9

Wachstum mdglich ist, beschrieben. Dabei werden die Grenzen des Wachstums
(Tmin, Tmax) und die Temperatur des optimalen Wachstums (Top) ermittelt (MORITA
1995, BLOCHL et al. 1995, VAN DE VOSSENBERG et al. 1998). Es werden folgenden
Gruppen unterschieden: Psychrophile, psychrotolerante, mesophile, thermophile

und hyperthermophile Bakterien (Tab. 2-2.).

Tabelle 2-2.: Einteilung der Bakteriengruppen je nach dem Temperaturbereich des mikrobiellen Wachstums

Bezeichnung der

Bakteriengruppe Tmin (°C) Topt (°C) Tmax (°C)

je nach Temperaturbereich des
mikrobiellen Wachstums

psychrophil <0 <15 <20

psychrotolerant <5 >15 > 20
mesophil 25-40 40-45

thermophil 25-40 ~75
hyperthermophil 80-110

DUNFIELD et al. (1993) schlussfolgerten aus Untersuchungen an Torfbdden
gemafigter und subarktischer Breiten, dass die methanotrophe und methanogene
Mikroflora nicht gut an niedrige Temperaturen angepasst sei. lhren
Untersuchungen nach war die Methanbildung zwischen 0 °C und 10 °C zu
vernachlassigen. Die Methanoxidation betrug noch 13 bis 38 % der maximalen
Oxidationsleistung bei 25 °C.

Die meisten Reinkulturen Methan oxidierender Bakterien wurden bislang in der Tat
als mesophil beschrieben (HANSON und HANSON 1996) und besitzen demnach ein
Temperaturoptimum zwischen 25 °C und 40 °C. OMELCHENKO et al. (1993) gelang
jedoch erstmalig auch die Isolierung einer psychrophilen Art aus einem Tundra-
Boden im Ural. Diese wurde der Gattung Methylococcus zugeordnet und zeigte
ein ideales Wachstum bei 3,5-10 °C. Auch BowMAN et al. (1997) und KALYUZHNAYA
et al. (1999, zitiert in TROTSENKO und KHMELENINA 2002) gelang es, psychrophile
Arten innerhalb der Methan oxidierenden Bakterien zu isolieren. Alle bislang
isolierten psychrophilen Arten gehdren der Gruppe der Typ | methanotrophen

Bakterien an.
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Auch die meisten bislang isolierten Arten methanogener Archaeen sind mesophil,
zum Teil sogar thermophil. Untersuchungen von NOzHEVNIKOVA et al. (2003)
bewiesen jedoch auch die Existenz psychrophiler methanogener Archaeen in
Sedimenten tiefer Seen. Darlber hinaus konnte bislang ein Isolat einer
psychrophilen Art von FRANZMANN (1997) beschrieben werden.

Verschiedene Autoren konnten nachweisen, dass die methanotrophe und
methanogene Mikroflora in Feuchtgebieten sehr gut an tiefe Temperaturen
angepasst ist (VECHERSKAYA et al. 1993, WAGNER 1998, GUNDELWEIN 1998,
WAGNER et al. 2003).

Die Tiefe des Wasserspiegels® wirkt sich ebenfalls entscheidend auf die
Prozesse der Methanbildung und Methanoxidation aus. Sinkt der Wasserspiegel
Uber einen langeren Zeitraum, reichert sich der Boden mit Sauerstoff an, was
letztlich zu einer Stimulierung der methanotrophen Bakterien fiihrt. Das resultiert in
einer sinkenden Methanemission (ROSLEV und KING 1996). Die Methanbildung ist
demnach positiv mit dem Wassergehalt und der Hohe des Wasserspiegels
korreliert JACKEL et al. 2001, WAGNER et al. 2003), wahrend die Methanoxidation
mit sinkendem Wassergehalt und Wasserspiegel steigt ROSLEV und KING 1996,
WAHLEN et al. 1996).

WAGNER et al. (1999) konnten nachweisen, dass die methanogenen Archaeen
auch unter aeroben Bedingungen in ihrem ratirlichen Habitat noch bis zu 50 %
ihrer potentiellen Methanbildungsaktivitat zeigten. Er fihrte dies auf die
Schutzfunktion der aeroben und fakultativ anaeroben Mikroflora sowie auf die
Bodenmatrix zurlck. Umgekehrt zeigen sich methanotrophe Bakterien in
Feuchtgebieten sauerstoffzehrenden Bedingungen gegenliber sehr tolerant.
RoOsLEV und KING (1996) ermittelten fir Methan oxidierende Bakterien, die etwa
einen Monat unter anaeroben Bedingungen inkubiert worden waren, eine
Methanoxidationsrate von 30 % der maximal unter aeroben Bedingungen
stattfindenden Rate. Dabei erwiesen sich Typ Il methanotrophe Bakterien der
Gattung Methylosinus als mikroaerophil und zeigten auch bei Sauerstoffmangel
noch Aktivitat.

Wasserspiegel steht fur die Oberflache des freien Wassers, das nicht an die Bodenmatrix
gebunden ist.
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Da Methan die entscheidende Energie- und Kohlenstoffquelle der Methan
oxidierenden Bakterien darstellt, wirkt sich die Methankonzentration
(Substratkonzentration) ebenfalls auf die Aktivitdt der methanotrophen Bakterien
aus. Verschiedene Autoren (WHALEN et al. 1990, BENSTEAD und KING 1997)
konnten bestatigen, dass die Oxidationsgeschwindigkeit und damit die Aktivitat der
Methan oxidierenden Bakterien mit zunehmender Methankonzentration ansteigt.
Voraussetzung dafur ist, dass der Vorgang der Oxidation nicht durch
Sauerstoffmangel gehemmt wird. Die Oxidationsgeschwindigkeit hangt
entscheidend von den Enzymen der methanotrophen Bakterien ab. Je hoher die
Methankonzentration ist, desto mehr Enzyme sind an der Oxidation beteiligt. Sind
jedoch alle Enzyme besetzt, nimmt die Oxidationsaktivitdt auch mit steigender
Methankonzentration nicht mehr zu. Die Sattigungskonzentration an Methan ist
erreicht. Einige Autoren gehen davon aus, dass sich Typ | und Typ Il Methan
oxidierende Bakterien in ihrer Substrataffinitat unterscheiden und ihre maximale
Aktivitat bei unterschiedlich hohen Substratkonzentrationen erreichen. AMARAL und
KNOWLES (1995) sowie MACALADY et al. (2000) zeigten, dass Typ | Methan
oxidierende Bakterien bei hohen Sauerstoff- aber niedrigen Methangehalten
gegenuber Typ Il Methan oxidierenden Bakterien dominierten und bevorzugt in
den oberen Bodenhorizonten lebten. Demgegentber haben Typ Il methanotrophe
Bakterien ein gutes Uberdauerungsvermogen bei ungiinstigen Bedingungen und
ein langsames Wachstum. Sie besitzen bei niedrigen Sauerstoff- aber hohen
Methangehalten  einen  Selektionsvorteii und konnten im  Unterboden
nachgewiesen werden. Diese Autoren vermuten daher, dass Typ | Methan
oxidierende Bakterien eine geringere Substrataffinitat besitzen als Typ Il Methan
oxidierende Bakterien. Allgemein spricht man von einer hohen Substrataffinitat,
wenn Organismen bei geringen Substratkonzentrationen ihre maximale Aktivitat
erreichen. Organismen, die bei hohen Substratkonzentrationen ihre maximale
Aktivitat zeigen, besitzen dagegen eine niedrige Substrataffinitét. Horz et al.
(2002) ermittelten ebenfalls fur die oberen 20 cm eines Feuchtwiesenstandortes
die hochste Substrataffinitat der Methan oxidierenden Bakterien, konnten jedoch
keinen direkten Bezug zu Typ | oder Typ Il methanotrophen Bakterien herstellen.

Die Substrataffinitat spiegelt sich direkt im Kp-Wert (MICHAELIS-MENTEN-
KONSTANTE) wider, der aus der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit bei der
entsprechenden Substratkonzentration berechnet wird. Je hoher der K,-Wert ist,

desto geringer ist die Substrataffinitdt. BENDER UND CONRAD (1992) ermittelten fur
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landwirtschaftlich genutzte Béden mit geringen Methankonzentrationen sehr viel
geringere Ky-Werte (0,03-0,06 pumol CH4/l) als WHALEN et al. (1990) fur Boden mit
hohen Methangehalten (K, -Werte bis 10 pumol CHa/l). Demzufolge kénnen anhand
der Kp-Werte RuUckschlisse auf die Anpassung von Organismen an die

Methangehalte unterschiedlicher Habitate gezogen werden.

In Boden gilt der geldste organische Kohlenstoff (DOC) als die am besten
bioverfiigbare Fraktion. Zum DOC gehdren niedermolekulare organische
Verbindungen <45 um. Am besten abbaubar sind darunter aufgrund ihrer polaren
Gruppen und der damit verbundenen Wasserloslichkeit niedermolekulare
Kohlenhydrate, organische Sauren und Alkohole sowie Eiweil3e. Aromatische
Verbindungen und lipophile Molekile sind dagegen fur Mikroorganismen
wesentlich schlechter abbaubar (MARSCHNER und KALBITZ 2003). WAGNER (1998)
konnte zeigen, dass die hochsten Methanbildungsraten zwar nicht mit den
hdchsten Gesamtgehalten an organischer Bodensubstanz korrelierten, jedoch mit
den hochsten Gehalten an DOC (und Acetat). Es kann davon ausgegangen
werden, dass eine hohe Qualitat und Quantitat des DOC die Methanbildung
entscheidend begunstigt BIANCHI et al. 1996, WAGNER et al. 2003). Da Methan, als
Stoffwechselendprodukt der methanogenen Archaeen, die wichtigste Energie und
Kohlenstoffquelle der methanotrophen Bakterien ist, wirkt sich die Qualitat und
Quantitat des DOC indirekt auch auf die Methanoxidation aus. Zusatzlich kénnen
die Methan oxidierenden Bakterien neben Methan auch Methanol, Formiat und
Methylamine als Substrat nutzen. Daher hat die Qualitdt und Quantitat des DOC

auch direkten Einfluss auf die methanotrophe Mikroflora.

Die Bodenreaktion ist fur die Aktivitait der methanotrophen und methanogenen
Mikroflora von groRer Bedeutung. Der Grol3teil der methanotrophen Bakterien
wachst optimal zwischen pH 6 und 7 (KING 1990). DUNFIELD et al. (1993) fanden
heraus, dass die optimale Aktivitat sowohl der methanogenen als auch der
methanotrophen Mikroflora in Torfbéden gemalRigter und subarktischer Breiten bei
pH Werten liegt, die um ca. 2.5 hoher als die in-situ pH-Werte waren. Obwonhl
Methanbildung und —oxidation auch bei pH-Werten unter 4 stattfindet BENDER und
CONRAD 1995), konnte bislang noch kein Wachstum methanotropher Bakterien bei
pH <5 nachgewiesen werden (HANSON und HANSON 1996). Demzufolge scheint
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die methanotrophe und auch die methanogene Mikroflora ein neutrales bis sehr

schwach saures Bodenmilieu zu bevorzugen.

Die Korn- und PorengrodfRenverteilung sind wichtige Charakteristika fir den
Lebensraum von Mikroorganismen. Die Bodenmatrix dient dabei als
Sorptionsgrundlage fir mikrobielle Lebensgemeinschaften. Ein hoher Tongehalt
wirkt sich positiv auf die Ausbildung von Biofilmen und damit auch auf die
mikrobielle Aktivitat und die Methanbildung aus (WAGNER et al. 1999,
GUGGENBERGER und KAISER 2003, zitiert in MARSCHNER und KALBITZ 2003). Die
PorengréRenverteilung  beeinflusst die  Verteilung von  Poren-  und
Substanzvolumen, die Verfugbarkeit von Wasser und die Lagerungsdichte. Damit
beeinflusst sie ebenfalls die GroRe und Qualitat des Lebensraumes der
Mikroorganismen. WAGNER et al. (1999) konnten eine positive Korrelation
zwischen dem Volumen der Mittelporen und der Zellzahl methanogener

Mikroorganismen nachweisen.

2.3 Das Prinzip der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung sowie Vor- und

Nachteile bei der Anwendung

In der mikrobiellen Okologie stellt die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH) eine bedeutende Methode der Ganzzellhybridisierung dar, die den
spezifischen Nachweis einzelner Zellen in ihrem natirlichen Mikrohabitat
ermoglicht (AMANN et al. 1995, MURRELL et al. 1998). Das Prinzip der Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung nutzt die spezifischen Eigenschaften der molekularen
Genetik, indem an einen bestimmten (familien-, gattungs- oder artspezifischen)
DNA- oder RNA-Abschnitt eine zu seiner Basensequenz komplementare Sequenz
angelagert wird, die mit einem fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt ist. Die mit
dem Farbstoff versehene, komplementdre Nucleotidsequenz wird als
Oligonucleotidsonde bzw. nur als Sonde bezeichnet. Unter dem Mikroskop kann
die Sonde und damit auch der durch sie markierte Zielorganismus visualisiert
werden, indem der fluoreszierende Farbstoff der Sonde mit einer geeigneten
Lichtquelle zur Fluoreszenz angeregt wird.
Damit die Sonde (Nucleotidsequenz) an der RNA bzw. DNA des Zielorganismus

anlagern kann, muss die Zellmembran permeabel sein. Dies wird beim Vorgang
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der Fixierung durch Paraformaldehyd, einem Zellgift, erreicht. Zusatzlich bietet die
Helixstruktur der RNA und DNA schlechte Anlagerungsmdglichkeiten fur die
Sonde. Durch Erhitzen und Zugabe organischer Ldsungsmittel, wie Formamid,
wird die RNA bzw. DNA denaturiert, damit sie als gestreckter Strang vorliegt. Den
Vorgang der Anlagerung der Sonde an den zu ihr komplementaren

Nucleotidabschnitt bezeichnet man als Hybridisierung.

Im Vergleich zu klassischen mikrobiologischen Methoden, wie die der Kultivierung
von Mikroorganismen, die zeit- und arbeitsintensiv und oft erfolglos ist, da sich
viele Mikroorganismenpopulationen nicht oder nur schwer kultivieren lassen, ist
die Hybridisierung mit Nucleotidsonden schneller und zuverlassiger (AMANN und
LubwiG 2000). Dartber hinaus ermdglicht FISH Aussagen uber Anzahl,
Morphologie und die rdumliche Verbreitung von Mikroorganismen (MOTER und
GOBEL 2000). Die am haufigsten markierte Sequenz beim Einsatz der FISH-
Methode ist die der ribosomalen 16S RNA (MOTER und GOBEL 2000). Die
Intensitat der Hybridisierung hangt unmittelbar von der Anzahl der in den Zellen
vorkommenden Ribosomen ab und gibt damit Aufschluss Uber die Aktivitat von
Mikroorganismenpopulationen (AMANN und LubwiG 2000), da die Anzahl an
Ribosomen in physiologisch aktiven Zellen wesentlich héher ist als in inaktiven
Zellen. Obgleich ein grof3er Vorteil der FISH-Methode darin besteht, dass sie in
den unterschiedlichsten Habitaten, so auch im Boden, direkt zur Markierung von
Mikroorganismen eingesetzt werden kann, liegt in der Abhéngigkeit der Intensitat
der Hybridisierung von der Anzahl an Ribosomen auch ein groRes Problem: In
nahrstoffarmeren Habitaten, wie zum Beispiel dem Boden @AMANN et al. 1991),
werden die Zellen wesentlich schlechter markiert, als in einem néhrstoffreichen
Medium, in Anreicherungs- oder Reinkulturen, in denen die Zellen aktiver sind.
HAHN et al. (1992) konnten zeigen, dass ohne Substratzugabe ein wesentlich
kleinerer Teil der Bakterienpopulation eines Bodens durch die Sonden visualisiert
wird als mit Substratzugabe. Ein weiteres Problem bei der Anwendung von FISH
im Habitat Boden ist die Autofluoreszenz organischer Bodensubstanz. Sie kann
mitunter so grof3 sein, dass sie die eigentlichen Sodensignale Uberdeckt. Der
Effekt der Autofluoreszenz kann eingeschrankt werden, indem das Bodenmaterial
gut homogenisiert und die Bodenaggregate durch Ultraschall zerstort werden,
damit sich die an ihnen haftenden Bakterien l6sen und markiert werden kdnnen
(ZArRDA 1997). Weiterhin kann die Signalintensitat der Sonden durch die Wahl
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eines Farbstoffes erhdht werden, der moglichst helle Signale aussendet wie zum
Beispiel der Carbocyaninfarbstoff Cy3. Um auszuschlieRen, dass schlechte
Signalintensitaten tatséchlich auf eine geringe Anzahl an Ribosomen und nicht auf
Fehler wahrend der Fixierung oder Hybridisierung zurtickzuftihren sind, sollte
neben den spezifischen Sonden fir die eigentlichen Zielorganismen auch immer
eine Sonde verwendet werden, die eine sehr grofe Gruppe von Organismen
markiert und zwangslaufig viele und helle Signale aussenden musste. Im Fall der
Methan oxidierenden Bakterien bietet sich dabei der Einsatz der universell alle
Bakterien markierenden Sonde EUB 338 an (AMANN et al. 1990).

Innerhalb der Gruppe der Methan oxidierenden Bakterien war lange Zeit keine
eindeutige  Unterscheidung der methanotrophen  Bakterien von den
methylotrophen Bakterien (Kap. 2.2) bzw. zwischen Typ | und Typ Il Methan
oxidierenden Bakterien mittels FISH mdglich. Das anderte sich, als ELLER (2000)
Sonden mit einer hohen Spezifitdt und Signalintensitat fur die jeweilige Familie der
Methan oxidierenden Bakterien entwickelte. Fur die Typ | methanotrophen
Bakterien war dies die Sonde Ma 450, fur Typ Il Methan oxidierende Bakterien die
Sonden Mg 85 + Mg 705. Die Vorteile dieser Sonden liegen neben ihrer hohen
Signalintensitat, die mit der universellen Eubakteriensonde EUB 338 vergleichbar
ist, in der Mdglichkeit, die drei Sonden in Kombination einzusetzen und damit die
gesamte Gruppe der Methan oxidierenden Bakterien visualisieren zu konnen
(ELLER 2000, ELLER et al. 2001).
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3 Untersuchungsgebiet

3.1 Das Lena—-Delta

Das unmittelbare Untersuchungsgebiet, die Insel Samoylov, ist Teil des
nordsibirischen Lena-Deltas, das mit einer GréRe von 32.000 km? zu den groRten
Deltaregionen der Arktis gehért (ARE UND REIMNITZ 2000). Es ist Teil des 'Systems
Laptev-See’, das aus dem arktischen Meer der Laptev-See, dem Lena-Delta und
seinen angrenzenden sibirischen, kistennahen Landgebieten besteht (Abb. 31.)
und eine Schlusselregion zum Verstandnis des arktischen Klimasystems und

dartUber hinaus auch des weltweiten Klimas darstellt.

Abbildung 3-1.: Lage der Laptev-See im arktischen Ozean

Das Lena-Delta wird mafl3geblich von seinem namengebenden Fluss, der Lena,
und ihren zahlreichen Nebenarmen, Kandlen und mehr als 1500 Inseln gepragt.
Die Lena entspringt in der Baikal-Faltenzone und muindet nordlich des 72ten

Breitengrades in die Laptev-See, wo sie ihr Delta bildet. Mit einer Lange von 4270
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km, einem Einzugsgebiet von 2,5 © 10° km? und einer transportierten Wasser-
menge von 525 km?® a! gehért sie zu den acht gréRten Flusssystemen der Erde.

Nach Schatzungen von RACHOLD (1999) betragt die jahrliche Sedimentationsfracht
der Lena 21-10°t.

Nach SCHWAMBORN et al. (1999) kann das Lena-Delta in drei geomorphologisch
unterschiedliche Flussterrassen untergliedert werden (Abb. 3-2.).

Die alteste Terrasse, die im mittleren bis spaten Pleistozan aufgeschuttet wurde,
ist im sddlichen Teil des Deltas noch fragmentarisch erhalten und durch die
Ausbildung eines 40 bis 50 m maéachtigen Eiskomplexes gekennzeichnet. Der
Eiskomplex selbst wird von machtigen Schichten aus schwach zersetzter,
torfartiger organischer Substanz durchzogen.

Der westliche Teil des Deltas (‘Arga Island’) wird von einer Terrasse
eingenommen, die vermutlich im spaten Pleistozan bis frihen Holozan entstanden
iIst und durchgehend aus grobkornigen, sandigen Sedimenten besteht. Dieser
Bereich des Deltas ist durch eine Vielzahl von tiefen Seen gepragt.

Im Ostlichen und gleichzeitig heute aktiven Teil des Deltas befindet sich die
jungste Flussterrasse, die mittelholoz&nen Ursprungs ist. Sie setzt sich aus
mehreren  rezenten  Uberflutungsebenen  unterschiedlicher  Gelandehohe

zusammen.

Laptev Sea

Abbildung 3-2.. Geomorphologische Terrassen und Lage der Insel Samoylov im Lena-Ddta (N 72°22, O
126°28)
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C

Abbildung 3-3.: Oberflachenstrukturen im Lena-Delta; a: verlandete, penta- bis hexagonale Polygone (Foto
aus KUTZBACH 2000); b: offene, orthogonal e Polygone, c: Kustenkliff der Insel Samoylov
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Die Landoberflachen des Lena-Deltas sind durchgehend durch das Frostmuster
der Eiskeilpolygone in verschiedenen Entwicklungsstadien gepragt (SCHWAMBORN
et al. 2002; Abb. 3-3.). Das gesamte Delta liegt in der Zone des kontinuierlichen
Permafrostes.

3.2 Die Insel Samoylov

Die Insel Samoylov (N 72°22, O 126°28) befindet sich im siudlichen Tell
des Lena-Deltas in einem seiner Hauptkanale, dem Olenyok-Kanal (Abb. 3-4.) und
reprasentiert den jlngsten (8000-9000 Jahre) und aktiven Teil des Deltas.
Samoylov besitzt eine Flache von 1200 ha, ihr hdchster Punkt liegt 12 m Gber dem

Meeresspiegel.

Abbildung 3-4.: Lage der Insel Samoylov im Lena-Delta (UNEP/GRID-ARENDAL AND LANDSAT 2000)

Der westliche Teil der Insel, der von rezenten fluvialen und aeolischen
Sedimenten gekennzeichnet ist, kann in drei Uberflutungsebenen verschiedener
Hohe und Uberflutungshaufigkeit gegliedert werden. Die  niedrigste

Uberflutungsebene nimmt den westlichen Kistenstreifen ein und wird von
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sandigen Flusssedimenten gebildet. Sie besitzt einen sehr geringen
Bedeckungsgrad.

Die mittlere Uberflutungsebene schlieBt sich unmittelbar an den westlichen
Kistenstreifen an. Sie wird periodisch jedes Jahr wahrend der Frihjahrshochflut
tberschwemmt und besteht aus sandigen bis schluffigen Sedimenten, die oft von
Torf- und Schlammlagen durchsetzt sind. Die Deckung der Vegetation betragt 20
bis 100 % (KuTtzBACH 2000). In einer Abflussrinne im nérdlichen Teil dieser Ebene
wurde eines der Untersuchungsprofile dieser Arbeit (Permafrost-Auengley)
angelegt (Kap. 4.1 und 5.1, Abb. 3.-5).

Die hohe Uberflutungsebene bildet einen Teil der Sudkiiste der Insel und wird nur
episodisch bei hohen Fluten Gberschwemmt. Ihr Substrat ist schluffig bis sandig,
der Bedeckungsgrad betragt 100 %. Auf dieser Uberflutungsebene sind
polygonale Frostmuster im Initialstadium zu erkennen (KuTtzBacH 2000).

Der Ostteil der Insel wird von der mittelholozanen Flussterrasse (Kap. 3.1)
gebildet, die nur bei extremem Hochwasser Uberflutet wird und etwa 70 % der
Gesamtflache der Insel einnimmt. Das Substrat des 0Ostlichen Teils der Insel wird
von schluffig-sandigen Sedimenten mit Lagen kaum zersetzter organischer
Substanz gebildet. Im Vergleich zu den Sedimentationsprozessen an der
Westkuste der Insel kann an der Sid-Ostkiste eine massive Kistenerosion und
die Ausbildung eines Kustenriffes beobachtet werden (Abb. 3-3.c). Darlber hinaus
wird der oOstliche Teil Samoylovs von einem ausgepragtes Eiskeil-Polygon-Netz
und einer Vielzahl von Thermokarstseen charakterisiert.

Eines der Untersuchungsprofile dieser Arbeit (Tundra-Moorgley) wurde im
Polygonzentrum eines Low-Centre-Polygons angelegt (Kap. 4.1 und Kap. 4.7) und
besitzt die fur Permafrostregionen charakteristischen Frostmusterboden. Da
diesem Mikrorelief eine groRe ©kologische Bedeutung zukommt, soll die
Entstehung und Struktur von Eiskeilpolygonen kurz erlautert werden: Eiskeil
Polygonnetze entstehen in Regionen kontinuierlichen Permafrostes
(Jahresmitteltemperatur tiefer —6 °C) und sind auf Spalten zurlckzuftihren, die im
arktischen Winter durch Kaltekontraktionen entstehen und in denen dann Reif
sublimiert FRENCH 1996). In diesen einige Millimeter breiten und Dezimeter bis
Meter tiefen Rissen entstehen vertikale Eisadern im Permafrostkdrper, die an der
Oberflache mehr oder weniger regelméRige penta-, hexa- oder orthogonale
Polygone (Frostmusterbéden) bilden (Abb. 3-3.a+b). Im Sommer dehnt sich der

Permafrostkorper bei Erwarmung wieder aus, jedoch wird dabei die horizontale
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Ausdehnung aufgrund der Eisadern verhindert. Daher kommt es zu seiner
Kompression, plastischen Verformung und Aufwolbung des Bodens an den
Polygonrandern (Abb. 3-6.). Da sich die Frostspalten wahrend des Auftauens im
Sommer zuséatzlich mit Schmelzwasser und Bodenpartikeln fullen und sich der
Prozess der Kaltekontraktion im Winter wiederholt, entstehen Uber die
Jahrhunderte unter den Frostrissen keilformige Eismassen mit einer Breite von
einigen Metern.

AUENSTANDORT
(PERMAFROST-AUENGLEY)

: 5 POLYGONZENTRUM EINESLOW-
CENTRE-POLYGONS
(TUNDRA-MOORGLEY)

Abbildung 3-5.: Lage der Untersuchungsstandorte auf der Insel Samoylov (Luftbild des Satelliten
CORONA, Koordinatensystem: UTM, Zone 52 N, WG584, 18. Juli 1964)

Polygone mit eingemuldetem Zentrum und randlichem Ringwall werden als ‘Low-
Centre-Polygone’ bezeichnet (WASHBURN 1979). Das Polygonzentrum, das
aufgrund des unterliegenden Permafrostes und des ihn umgebenden Walles eine
abflusslose Senke darstellt, ist im Vergleich zum Polygonwall durch nahe der
Gelandeoberflache anstehendes Grundwasser und weitestgehend reduzierende

Bedingungen gekennzeichnet.
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Abbildung 3-6.: Fotografie eines Glacic Aquiturbel mit Kryoturbationsmerkmalen auf dem Polygonwall
eines L ow-Centre-Polygons (aus KUTZBACH 2000)

3.3 Die B6den der Insel Samoylov

Die Boéden Samoylovs werden malf3geblich vom Wasserspiegel, von der
Permafrosttiefe und vom Mikrorelief bestimmt. Daher besteht ein direkter
Zusammenhang zwischen den Bodentypen und den geomorphologischen
Landschaftseinheiten der Insel Samoylov:

Im ostlichen Teil der Insel, die von der mittelholozanen Flussterrasse gebildet wird
(Kap. 3.2) und deren Relief von Low- und High-Centre-Polygonen gepragt wird, ist
die Bodentypenverbreitung weitestgehend homogen. Hier dominiert die Boden-
vergesellschaftung Glacic Aquiturbels / Typic Historthels (PFEIFFER et al. 2002;
klassifiziert nach SolL SURVEY STAFF 1998). Die Typic Historthels befinden sich in
den eingemuldeten Polygonzentren der Low-Centre-Polygone. Sie sind durch
einen nahe der Gelandeoberflaiche anstehenden Wasserspiegel und die
Akkumulation  organischer Bodensubstanz unter vorwiegend anaeroben
Bedingungen charakterisiert.

Die Glacic Aquiturbels befinden sich auf den aufgewolbten Polygonwéllen und

besitzen einen wesentlich tieferen Grundwasserstand sowie eine geringere
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Akkumulation an organischer Bodensubstanz. Die Glacic Aquiturbels weisen
deutliche Kryoturbationsmerkmale auf (Abb. 3-6.)

Im erosiven Kustenbereich und insbesondere in der Nahe der Kistenriffe (Kap.
3.2) haben sich in Folge des noch niedrigeren Wasserspiegels verschiedene
trockenere Bo6den herausgebildet. Repréasentativ fur die im Kistenbereich
verbreiteten High-Centre-Polygone ist die Bodenvergesellschaftung Psammentic
Aquorthels / Psammentic Aquiturbels. Auf sandigem Substrat rezent aeolischer

Ablagerungen haben sich Typic Psammorthels entwickelt (PFEIFFER et al. 2002).

Der westliche Teil Samoylovs mit seinen drei verschiedenen Uberflutungsebenen
(Kap. 3.2) weist viele verschiedene Bodentypen auf. In Kistennéhe und auf héher
gelegenen Sandlinsen haben sich wiederum Typic Psammorthels ausgebildet. In
Abflussrinnen oder Senken befinden sich je nach Bodenfeuchteregime Typic

Aquorthels, Ruptic-Histic Aquorthels oder Fluvaquentic Fibristels.

34 Das Klimaim Lena-Delta

Das Klima des Lena-Deltas wird von seiner arktischen Breitenlage
(nordlich des 72ten Breitengrades), der kontinentalen Lage im zentralen Sibirien,
der Nahe zum arktischen Ozean und der geringen HOhe Uber dem Meeresspiegel
bestimmt. Es herrscht ein ausgepragtes Jahreszeitenklima. Die mittlere
Jahrestemperatur betragt —12 °C, wobei die mittlere Januartemperatur —30 °C, die
mittlere Julitemperatur +7 °C betragt. Die Vegetationsperiode ist kiurzer als 60
Tage. Die mittlere jahrliche Niederschlagsmenge betragt nur 190 mm. 75 % der

Niederschlage fallen im Sommer, nur 25 % im Winter als Schnee.
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4 Material und Methoden

4.1 Untersuchungsmaterial und Aufbereitung

41.1 Bodenproben der Insel Samoylov

Gegenstand der vorliegenden bodenmikrobiologischen Arbeit waren
Bodenproben zweier unterschiedlicher Standorte der Insel Samoylov. Die Proben
des ersten Profils stammen aus einem Typic Aquortel (Permafrost-Auengley) einer
an der Nordspitze der Insel Samoylov gelegenen flachen Abflussrinne. Der
Standort besitzt eine Gelandehtéhe von nur 7 m Gber dem Meeresspiegel. Das ist
ausschlaggebend fiir die periodische Uberflutung dieser Terrasse, infolgedessen
fluviale Auensedimente das Substrat bestimmen.

Die Probenahme am Profil des Typic Aquortel erfolgte im Juli 2002 wahrend der
EXPEDITION LENA 2002 (WAGNER et al., im Druck). Die bodenkundliche
Merkmalsaufnahme  orientierte sich dabei an der 4ten Auflage der
Bodenkundlichen Kartieranleitung (AG BODEN 1994). Die Bezeichnung der
Horizonte sowie die Kilassifikation jedoch erfolgte entsprechend der Soil
Taxonomy (8te Auflage, SOIL SURVEY STAFF 1998).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Verteilung und Aktivitat der Methan
oxidierenden  Mikroflora  mittels  mikrobiologischer, bodenchemischer und
bodenphysikalischer Methoden untersucht. Eine Ubersicht tber Art und Lagerung
sowie Behandlung und Verwendungszweck der Proben des Typic Aquortel gibt
Tabelle 4-1.

Das zweite Profil (Tundra-Moorgley) wurde in einem Polygonzentrum angelegt
und bereits von KutzBACH (2000) nach SoIL SURVEY STAFF (1998) als Typic
Historthel klassifiziert (siehe Kap. 4.7). Die Probennahme erfolgte im August 1999
wéhrend der Expedition LENA 1999 (PFEIFFER et al. 2000).
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Tab. 4-1.: Ubersicht zu Probenart, Aufbewahrung, Behandlung und V erwendungszweck

Probenart Aufbewahrung Behandlung Verwendungszweck

Korngrofienverteilung

1,5 | Tuppergefalle Gefriertrocknung Bodenchemie

Mikrobiologische

Nalgene GefalRe luftdicht verschlossen, Versuche
Mischproben (250 + 125 ml) Lagerung bei -20°C (FISH, MPN-Methode
Aktivitatstests)
PE-Flaschen Extraktion des gelosten

Kohlenstoffs (vor Ort), DOC-Gehalt

15 mi .
( ) Lagerung bei 4°C
Proben in Edelstahlzviing Verschluss mit PE-Folie
ungestorter € (S1tgo é{]'g? er und PVC-Deckeln PorengréRenverteilung

Lagerung zum Verdunstungsschutz

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die bodenkundlichen Untersuchungen
von KuTzBACH (2000) durch mikrobiologische Analysen erweitert. Mit Hilfe der
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) wurde dabei die Methan oxidierende

Mikroflora des Tundra-Moorgleys (Polygonzentrum) charakterisiert.

4.1.2 Anreicherungskulturen

Zur weiteren Charakterisierung der Methan oxidierenden Mikroflora mittels
FISH wurden Anreicherungskulturen aus beiden Bodenprofilen angesetzt. Fiur die
Anreicherungskulturen wurde den einzelnen Horizonten je 2 g Bodenmaterial
entnommen und in eine 120 ml Serumflasche gegeben. Der Boden wurde mit 30
ml Nitrat-Mineralsalz-(NMS)-Medium versetzt und anschlieRend 6-8 s mit einer
Konzentration von 30.000 ppm Methan in synthetischer Luft begast. Bis zu einer
Abnahme der Methanausgangskonzentration um 50 % wurden die Proben bei 28
°C inkubiert und anschlieRend fixiert, um sie fir die Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung zu praparieren (siehe Kap. 4.5.2).
Das NMS-Medium nach WHITTENBURRY et al. (1970) hatte folgende
Zusammensetzung: 900 ml Stammlésung, 100 ml Pufferlosung, 1 ml
Spurenelementlésung. Die Zusammensetzung der einzelnen Losungen kann

Tabelle 4-2. entnommen werden.



M ATERIAL UND M ETHODEN 26

Tabelle 42.: Zusammensetzung der Ausgangsldsungen fur das NMS-Medium nach WHITTENBURRY et al.
(1970

Stammlbdsung Pufferlésung (pH 6,8) Spurenelementldsung
KNO3 1g KH2PO4 0,269 |EDTA 500 mg
MgSO, * 7 19 NapHPO, * 2 0,419 |FeSO4* 7 H,0O 200 mg
CaCl, * 2 0,39 ZnSO4* 7 H,0 10 mg

MnCkL * 4 H,O 3 mg
Aqua deion. ad 900 ml | Aqua deion. ad 100 ml HsBO3 30 mg
COC|2 *6 H,O 20 mg
CuClk *2 H,0O 1mg
NiClL, *6 H,O 2 mg
NaMoO, * 2 3 mg
Aqua deion. ad 1000 ml

4.2 Bodenphysikalische Analysen

421 PorengrofRenverteilung

Die PorengroRenverteilung wurde nach der Uberdruckmethode unter
Verwendung keramischer Platten nach RICHARDS and FIREMAN (1943) in
Zusammenarbeit mit dem Institut fir Bodenkunde der Universitait Hamburg
bestimmt. Die PorengréRenverteilung und das Gesamtporenvolumen ermdéglichen
Ruckschlusse auf Kornung, Aggregatbildung, biotische Aktivitat und das Klima
eines Standortes. Dartiber hinaus sind sie wichtige Grol3en zur Abschatzung des
Wasserhaushaltes eines Bodens.

Bei der Bestimmung der Porengro3enverteilung wird an eine wassergesattigte
Probe ein definierter Uberdruck angelegt. Eine Entwasserung erfolgt solange, bis
der angelegte Uberdruck im Gleichgewicht mit der Wasserspannung ist. Durch
sukzessive Erhohung des Druckpotentials kann aus der Wasserabgabe einer
anfangs wassergesattigten Probe auf die Porenanteile und zugleich auf die Poren
mit definiertem Grenzdurchmesser geschlossen werden. Der Zusammenhang
zwischen Wasserspannung aquivalenten Porendurchmessers, Porenbereich und

Wasserhaushalt ist in Tabelle 4-3. dargestellt.
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Tabelle 4-3: Ubersicht zur Wasserspannung und &quivalenten Porendurchmessers, Porenbereich und
Wasserhaushalt

Wasserspannung Aquivalent- Porenbereich Wasserhaushalt
durchmesser
cm WS |~ bar hPa pF (um)
0 0 0 ¥ ¥
3 0,003 3 0,5 1000 weite Sicker-
20 0,02 20 1,3 150 Grob- wasser
60 0,06 59 1,8 50 poren
100 0,1 98 2 30 enge pflanzen-
300 0,3 294 2,5 10 Grobporen verflgbare
S
1000 1 981 3 3 Mittel- Haft- Wasser
3000 3 2942 3,5 1 poren wasser
15000 15 8826 4,2 0,2 Fein- Tot-
¥ ¥ ¥ ¥ 0 poren wasser

Im Niederdruckbereich (3 — 981 hPa, das entspricht 0,003 — 1 bar) erfolgte die
Bestimmung der PorengréRe an ungestorten Stechzylinderproben (100 cm?®).
Diese wurden bis zur Gewichtskonstanz auf einem Sandbad gewassert, wobei der
Wasserspiegel 5 mm unter der Sandoberflache lag. Im Anschluss daran wurden
die Stechringproben auf ebenfalls gewéasserte keramische Platten (Soil Moisture
Pressure Plate, 100 kPa) gestellt und in Drucktdpfe (Soil Moisture Pressure Plate
Extractor #1600) Uberfuhrt. Uber einen externen Druckanschluss wurden
schrittweise folgende Druckstufen und Entwasserungszeiten an die Drucktopfe
angelegt: 0,003 bar fir 24 h, 0,06 bar fur 3 d, 0,3 bar fir 7 d und 1 bar fur 10 d. Je
horizont wurden 5 Parallelen untersucht. Vor und nach jeder Entwasserungsstufe
wurden die Proben auf 0,1 g genau gewogen. Nach der Iletzten
Entwasserungsstufe im Niederdruckbereich (1 bar) wurde mit Hilfe eines Vakuum-
Luftpyknometers das Gesamtporenvolumen ermittelt. Abschlie3end wurden die
Proben getrocknet. Aus dem Verhdltnis Trockengewicht/VVolumen (Rohdichte der

Bodenproben) konnte die effektive Lagerungsdichte abgeleitet werden.

Die Entwasserung im Hochdruckbereich der Mittel- und Feinporen (3 — 15 bar)
wurde an (gestorten) Mischproben durchgefiihrt. Feldfrischer Boden wurde mit
Leitungswasser versetzt und 12 h quellen gelassen. Anschlieend wurde die
Probe in Plastikringe gegeben (Durchmesser 3 cm, Hohe 1 cm). Wasserung,
Anlegen der Druckstufen, Entwasserung und Rilckwage erfolgte wie im

Niederdruckbereich.
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4.2.2 KorngrofRenverteilung

Die Korngrof3enverteilung wurde durch Nass- und Trockensieben in
Kombination mit dem VERFAHREN NACH ATTERBERG (1912) bestimmt. Zunachst
wurde die in den Proben befindliche organische Substanz durch Zugabe von
Wasserstoffperoxid herausgelost. Dazu wurden 8 g gefriergetrockneter,
homogenisierter Boden eingewogen und mit 100 ml 3 %igem Wasserstoffperoxid
versetzt. Bei einer Geschwindigkeit von 175 U/min wurden die Proben im
Anschluss unter mehrmaliger Zugabe von konzentriertem Wasserstoffperoxid so
lange geschuttelt, bis keine Gasentwicklung mehr stattfand. Am Rhewum Schallfix
erfolgte  daraufhin  durch Nasssieben eine Abtrennung der Sandfraktion
(Korngrolle > 0,063 mm). Diese Fraktion wurde am Sonic Sifter ATM
trockengesiebt. So erfolgte eine Auftrennung der Sandfraktion in Feinsand (0,2-
0,063 mm), Mittelsand (0,63-0,2 mm) und Grobsand (2-0,63 mm). Die Fraktion <
0,063 mm (Ton- und Schlufffraktion) wurde nach dem Atterbergverfahren
bestimmt. Bei einer definierten Temperatur und Fallhdhe sedimentiert die
Schlufffraktion vollstandig, wéahrend sich die Tonfraktion noch in Suspension
befindet und mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt werden kann. Die
Schlufffraktion konnte am SediGraph 5100 Particle Size Analysis System unter
Berlcksichtigung des Stockschen GESETzES auf einzelne Bestandteile der
KorngroRe 0,063-0,002 mm untersucht werden. Zum Absinken der Teilchen der
Tonfraktion wurde Magnesiumchlorid verwendet, das im Anschluss durch

zweimaliges Zentrifugieren entfernt werden konnte.

4.3 Bodenchemische Analysen

431 pH-Wert

Der pH-Wert wurde elektrometrisch in einer Suspension mit Salzldsung
bestimmt. Dazu wurden 10 g lufttrockener und homogener Boden mit 25 ml 0,01
M CaCl,-Lésung versetzt und mit einem Ruhrstab kraftig umgerihrt. Nach einer
Stunde erfolgte die Messung des pH-Wertes mit einer Einstab-Glas/Kalomel-
Elektrode (Mikroprozessor pH-Meter, pH 537, Wissenschaftlich-Technische
Werkstatten GmbH).
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4.3.2 Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte

Die Gehalte an Kohlenstoff und Stickstoff wurden an zwei
unterschiedlichen Geréaten, dem ELTRA-Vario ELIII und dem Leco CHNS-932,
bestimmt. Am ELTRA-Vario ELIIl wurde sowohl der Anteil des organischen
Kohlenstoffs als auch der Gesamtkohlenstoffgehalt gemessen, am Leco CHNS
Gesamtkohlenstoff und Gesamitstickstoff.

Mit einem Achatmorser und Pistil zerkleinertes und homogenisiertes
Probenmaterial wurde in einer Muhle (Resch Mihle MM 200) bei einer Frequenz
von 30 Hz ca. 5-10 Minuten zu einem feinen Mehl zermahlen. Zur Bestimmung
des organischen Kohlenstoffes am Eltra versetzt man die Probe mit 10 %iger
Salzsédure und erhitzt sie anschlieRend zwei Stunden bei 100 °C. Mit Hilfe der
Saure werden bei dieser Temperatur die Carbonate herausgelost. Die Methode
zur Bestimmung von Kohlenstoff und Stickstoff beruht bei beiden Geraten auf der
Verbrennung der Elemente im Sauerstoffstrom bei 1250-1400 °C. Kohlenstoff wird
in Kohlenstoffdioxid tberfuhrt, Stickstoff wird thermisch zersetzt. Die bei diesem
Verbrennungsprozess entstandenen Gase werden jeweils mit Hilfe eines hfrarot
Absorbtionsdetektors detektiert und in Gewichtsprozent angegeben.

Aus dem Anteil an organischem Kohlenstoff wurde durch Multiplikation mit dem
Faktor 1,72 der Humusgehalt der einzelnen Horizonte bestimmt SCHEFFER und
SCHACHTSCHABEL 1998).

Zur Bestimmung des Gehaltes an geléstem organischen Kohlenstoff (DOC) wurde
zunachst im Feld 9 g frischer Boden in ein 50 ml Gefal3 eingewogen und mit 45 ml
agua dest. versetzt. Die Bodensuspension wurde eine Stunde im Dunkeln
geschuttelt und anschliel3end Uber einen Filter (0,45 um Polyethersulfan-Filter, Fa.
Gelman Science) filtriert. Bis zur Analyse im Labor erfolgte die Lagerung in 15 ml
PE-Flaschen unter Zugabe von 0,15 ml Natriumazid.

Im Labor wurde der Gehalt an gelostem organischen Kohlenstoff mit dem C-mat
550 (Fa. STROHLEIN, Labor-, Mess- und Umwelttechnik) nach DIN EN 1484-H3
(DEUTSCHE EINHEITSVERFAHREN ZUR WASSER-, ABWASSER- UND
SCHLAMMUNTERSUCHUNG 1988) bestimmt. Zunachst wurde der anorganische
Kohlenstoff ausgegast. Die flissige Probe mit dem verbleibenden organischen

Kohlenstoff wurde im reinen Sauerstoffsrom bei 1500 °C verbrannt. Der
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Kohlenstoff wurde dabei in Kohlenstoffdioxid Uberfiihrt, das wiederum mit einem
Infrarotdetektor gemessen wurde.

4.4 Bodenmikrobiologische Analysen
441 Zellzahlbestimmung der Methan oxidierenden Bakterien

Die Zellzahl der methanoxidierenden Bakterien wurde nach der Methode
der wahrscheinlichsten Zellzahl (most probable number, MPN) bestimmt. Das
Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass eine Bodensuspension soweit
verdinnt wird, bis sowohl Verdinnungsstufen vorliegen, in denen noch
Mikroorganismen enthalten sind, als auch Verdunnungsstufen, die keine
Mikroorganismen mehr enthalten. (GRENZVERDUNNUNG NACH ALEXANDER 1984).
Durch Wahl eines geeigneten Mediums kann sichergestellt werden, dass nur die
gesuchten Organismen wachsen und damit Stoffwechsel betreiben konnen.
Verglichen mit Verdinnungen ohne Zellen kann in bewachsenen Flaschen diese
Stoffwechselaktivitat gemessen werden. Anhand der Anzahl bewachsener
Parallelen der einzelnen Verdinnungsstufen ergibt sich nach der Tabelle nach

MCCRADY (1919) die wahrscheinlichste Zellzahl.

In einer Clean Bench wurde 1 g feldfrischer Boden in eine sterile Serumflasche
(25 ml) eingewogen und mit 5 ml physiologischer NaClLosung versetzt.
Ausgehend von dieser Suspension entstand eine dezimale Verdinnungsreihe bis
zu einer Verdiinnung von 10°. Dazu wurden der nachst niedrigeren Verdiinnung
jeweils 0,5 ml entnommen und auf 4,5 ml physiologische NaCl-Lésung gegeben.
Pro Verdunnungsstufe wurden im Anschluss drei Serumflaschen, die je 4,5 ml
Nitrat-Mineralsalz-(NMS)-Medium (siehe Tabelle 4-3.) enthielten, mit 0,5 ml der
jeweiligen Verdunnungsstufe beimpft. Die Flaschen wurden gasdicht mit einem
Gummistopfen verschlossen und mit 30.000 ppm Methan in synthetischer Luft
begast. Die Ausgangskonzentration an Methan wurde am Gaschromatographen
gemessen. Die Flaschen wurden 18 Wochen bei einer Temperatur von 20 °C im
Dunkeln als Standkultur inkubiert. Im Abstand von 4 Wochen wurde die

Methankonzentration bestimmt.



M ATERIAL UND M ETHODEN 31

Als bewachsene Kulturen wurden diejenigen Flaschen definiert, in denen der

Methangehalt um mindestens 10% der Anfangskonzentration sank.

442 Methanoxidationsaktivitat

Die potentielle Methanoxidationsaktivitat wurde sowohl in Abhangigkeit
der Temperatur als auch des Substrates (Methankonzentration) bestimmt. Dies
geschah exemplarisch anhand von Bodenproben fir das Tiefenprofil des Typic
Aquortel (Permafrost-Auengley).

Je Horizont wurden zunachst etwas mehr als 30 g feldfrischer Boden eingewogen
und mit Hilfe eines Morsers homogenisiert. Organische Bestandteile, wie Wurzeln,
wurden mit einer Schere zerkleinert. In drei Parallelen pro Horizont wurden jeweils
10 g (= 0,1 g) des homogenisierten Bodens in sterile Serumflaschen (120 ml)
gegeben, im Verhdltnis 1:1 (v/v) mit aqua dest. versehen und mit einem Whirlmix
ca. 20 sec lang geschiittelt.

Die Messungen bei verschiedenen Temperaturen bzw. Methankonzentrationen

erfolgten im Anschluss daran nach unterschiedlichen Methoden:

4.4.2.1 Methanoxidationsaktivitat in Abhangigkeit von der Temperatur

Fur die Temperaturmessreihe wurde mit dem Hemmstoff Difluormethan
(CHzF2) gearbeitet. Dieser hemmt selektiv den Prozess der Methanoxidation, ohne
die Methanbildung zu beeinflussen (KRUGER et al. 2001).

Die Suspension wurde zunéachst tber Nacht jeweils bei 0 °C, 4 °C, 10 °C bzw. 20
°C inkubiert. Durch Sedimentation der Bodenpartikel konnte die anstehende
Wassersaule abpipettiert und somit die Bodengrenzschicht oxischen Verhaltnissen
ausgesetzt werden. Anschlieend wurde eine Konzentration von 2000 ppm
Methan im Headspace der Serumflaschen eingestellt. In einem Zeitraum von G
150 h wurde die Methankonzentration in regelméaRigen Abstanden im Gas-
chromatographen analysiert. Nach Beendigung einer Messreihe ohne Hemmstoff
wurden die Flaschen evakuiert und in den je 3 Parallelen eine Hemmstoffkonzen-

tration von 8000 ppm und wiederum eine Methankonzentration von 2000 ppm
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eingestellt. Die Messungen am Gaschromatographen erfolgten in gleichen
Intervallen.

Die Berechnung der Methanoxidationsraten erfolgte aus der linearen Regression
der Methankonzentration, wobei die effektive Methanoxidationsaktivitdt durch die
Methanbildungsrate unter Einsatz des Hemmstoffs korrigiert werden musste

(Ox.efr.=Anstieg mit Hemmestoff — Anstieg ohne Hemmstoff).

4.4.2.2 Methanoxidationsaktivitat in Abhangigkeit vom Substrat

Fur die Messungen bei unterschiedlichen Methankonzentrationen wurde
ohne Difluormethan gearbeitet. Die Bodensuspensionen wurden  mit
Konzentrationen von 1000 ppm, 2000 ppm, 5000 ppm bzw. 21000 ppm Methan
begast und bei einer Temperatur von 21 °C inkubiert. Zwischen den Messungen
am Gaschromatographen in einem Zeitraum von 0-50 h wurden die Proben
sténdig geschuittelt.

Auch hier berechnete sich die Oxidationsleistung aus der linearen Regression der
Methankonzentration.
Aus der maximalen Oxidationsleistung (maximale Reaktionsgeschwindigkeit)

wurde anschlie3end die MICHAELIS-MENTEN-KONSTANTE (K-Wert) berechnet:

Vmax
Km= c(S)

(Vinax = maximale Reaktionsgeschwindigkeit; ¢(S)=Substratkonzentration)

4.5 Fluoreszenz—in— situ—Hybridisierung (FISH)

451 Sonden

Die Fluoreszenz—in—situ—Hybridisierung  (FISH)  ermdglicht  den
spezifischen Nachweis einzelner Zellen in ihrem Habitat. Durch die Anwendung
dieser Methode der Ganzzellhybridisierung konnte daher ein System entwickelt

werden, mit dem in Anreicherungen und Bodenproben zwischen Typ | (¢
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Proteobakterien) und Typ Il (a-Proteobakterien) Methan oxidierenden Bakterien
differenziert werden kann. Das Detektieren Methan oxidierender Bakterien erfolgte
durch gleichzeitige Hybridisierung mit der universell alle Eubakterien
markierenden Eubakteriensonde (EubMix: Eub338 + Eub338Il + Eub338lIl), der
Typ | Sondenkombination (Mg 85 + Mg 705, ELLER 2000) und der Typ Il Sonde
(Ma 450, ELLER 2000) mit nachfolgender DAPI — Farbung. Die Sonden, die von
ThermoHybaid (Ulm, Deutschland) hergestellt wurden, waren jeweils mit einem
fluoreszierenden  Carbocyaninfarbstoff  konjugiert. Die  Konzentration der

Arbeitslésungen lag bei 30 ng/pl.

45.2 Fixierung der Boden —und Anreicherungskulturen

Bevor die DNA-Sonden die Zellmembranen passieren und an die

jeweilige DNA-Sequenz der Zelle anhaften konnen, muiussen die Zellen
dahingehend prapariert werden, dass ihre Zellwé&nde durchlassig werden. Das
vollzieht sich wahrend der Fixierung.
Sowohl die Anreicherungen als auch der feldfrische Boden wurden nach einem
Protokoll von PERNTHALER und GLOCKNER (2001) fixiert. In ein 2 ml Eppen-
dorfgefald wurden 0,5 g gut lomogenisierter feldfrischer Boden bzw. 0,5 ml der
Anreicherungskultur gegeben, mit 1,5 ml 4 %iger Paramformaldehydldsung
(Zusammensetzung der Losungen fur Fixierung, Hybridisierung und Féarbung sind
in Tab. 44. dargestellt) versetzt und bei 4 °C 35 h inkubiert. Durch dreimaliges
Zentrifugieren (5 min, 10000 Upm) und zweimaliges Waschen mit PBS-Puffer wird
im Anschluss daran das Paraformaldehyd entfernt. Die fixierten Proben werden
bis zur Hybridisierung bei —20 °C in einer 1:1 Losung PBS-Puffer und 96 %iges
Ethanol gelagert.

453 Hybridisierung

Die fixierten Bodenproben wurden zundchst mit 0,15 %iger
Natriumpyrophosphat — Lésung (ZARDA et al. 1997) verdinnt und mit Ultraschall
(20 s, 20 % Leistung) behandelt, um organische und mineralische Bestandteile

voneinander zu trennen.
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Jeweils 10 pul der fixierten Proben wurden auf Gelatine beschichtete Objektglaser
(ZARDA et al. 1997) aufgetropft und bei 46 °C 10 Minuten im Trockenschrank
getrocknet. In einer Ethanolreihe mit 50 %, 80 % und 96 % Ethanol wurden se
anschlief3end fur je drei Minuten dehydriert und anschliel3end luftgetrocknet.

Auf jedes der zehn Felder des Objektglaschens wurden 10 pl Hybridisierungs-
puffer und anschliel3end 3 pl der Oligonucleotidsonde getropft. Die Hybridisierung
erfolgte Uber zwei Stunden in einem mit Hybridisierungspuffer getrankten 50 ml
PR-Ro6hrchen bei 46 °C. Nach der Hybridisierung wurde das Objektglaschen in
einem vorgewarmten Waschpuffer fur 10 Minuten bei 48 °C gewaschen. Mit
eiskaltem, destilliertem Wasser wurde der Puffer abgewaschen und die

Objektglaschen mit Druckluft getrocknet.

454 DAPI-Farbung

DAPI (4'6’'Diaminodino-2-Phenylindol) besitzt die F&ahigkeit, unspezifisch
an jede DNA zu binden. Somit ermdglicht dieser Farbstoff die Visualisierung aller
Zellen. Die Anregung im UV-Licht fihrt zur Fluoreszenz im Wellenbereich des

blauen Lichts.

Die DAPIStammlésung wurde 1:1000 verdinnt und pro Feld eines Objekttragers
10 pl aufgetropft. Die Einwirkzeit betrug 10-15 Minuten bei 4 °C. Abschlie3end
wurde der DAPHFarbstoff mit kaltem Wasser abgespult und der Objekttrager mit

Druckluft getrocknet.
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Tabelle4-4.: Zusammensetzung der Ldsungen fr Fixierung, Hybridisierung und Farbung

PBS-Puffer (Phosphate Buffered Saline)

NaCl 80 g
KCl 0,2 g
KH,PO, 02 g
NapHPO, * 2H,0 144 g
in 1000 ml MQ* 16sen, pH-Wert 7,2 — 7,5 einstellen

Formaldehydlésung (4 %ig)

PBS-Puffer (dreifach konzentriert) 165 ml
Paraformaldehyd (PFA) 20 g
10 N NaOH

10N HC

33 ml MQ werden auf 60-65 °C erhitzt und das PFA unter Ruhren hinzugegeben. Durch wenige Tropfen 10
N NaOH lést sich das PFA vollstandig. AbschlieRend wird der PBS-Puffer hinzugegeben, der pH-Wert mit
Hilfe von 10 N HCl zwischen 7,2 und 7,4 eingestellt, die Losung filtriet (0,45 pum Filter) und im
Kuhlschrank maximal 24 h gelagert.

Hybridiserungspuffer

5M NeCl 360
1M Trig/HCI (pH 8) 40
Formamid

(20 % = Arbeitskonzentration fir Sonden: EubMix, Mg84 und 705, Ma450) 400
MQ (fur Formamidkonzentration von 20%) 1200
10 % (w/v) SDS 4 u
Waschpuffer

1M TrigHCI (pH 8) 1000
5M NaCl (fur Formamidkonzentration von 20 %) 2150
05M EDTA 500
10 % (w/v) SDS 50 ul

mit MQ auf 50 ml auffiillen

DAPI-Stammldsung
4 6’ Diaminodino-2-Phenylindol (DAPI) 01 mg
DMSO 10 m

* MQ steht fur doppelt destilliertes Wasser
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455 Epifluoreszenzmikroskopie

Die mit den Sonden markierten Proben wurden mit einem Mikroskop des
Typs Axioskop 2 der Firma Zeiss, ausgestattet mit den Filtern Nummer 02 (DAPI),
10 (FLUOS, DTAF) und 20 (Cy3), analysiert. Es wurde mit einem Neofluotar
Objektiv (Ol) 100fach bzw. 63fach gearbeitet. Die fotografische Dokumentation
erfolgte mit einer in das Mikroskop integrierten Digitalkamera des Typs AxioCam

Farbkamera (Fa. Zeiss).

4.6 Gasanalytik

Fur die Gasanalytik im Labor wurde ein Gaschromatograph (Serie Agilent,
6890, Fa. Agilent Technologies) verwendet. Eine Auftrennung der Gase erfolgte
durch eine Carbonplot-Saule ¢ 0,53 mm, Lange: 30 m) bei einem Gasfluss von
30 ml/min. Die Ofen- und die Injektortemperatur lag jeweils bei 45 °C, die des
Detektors bei 250 °C. Die Gasanalytik im Feld erfolgte ebenfalls mit einem
Gaschromatographen (Chrompack GC 9003). Zur Auftrennung der Gase diente
eine Poraplot Q (100/120 mesh, 20 ft) Saule. Die Flussrate lag bei 20 ml min™. Die
Methankonzentration wurde jeweils mit Hilfe eines Flammenionisationsdetektors

(FID) gemessen; als Tragergas diente bei beiden Geraten Helium.

47 Fremddaten

Die Bestimmung der Zellzahlen methanoxidierender Bakterien und die
Bodenklassifikation fur den Tundra-Moorgleys eines Polygonzentrums (Typic
Historthel) sind KuTtzBacH (2000) entnommen. In Tabelle 4-5. ist die
Profilbeschreibung des untersuchten Polygonbodens dargestellt. Das Profil des
Typic Historthel wurde malgeblich von einem nahe der Gelandeoberflache
anstehenden Wasserspiegel (5 cm unter GOF) bestimmt, woraufhin es zur
weitestgehend anaeroben Akkumulation organischer Bodensubstanz kam. Die
Vegetation des Polygonzentrums wird von der ,Wassersegge“ Carex aquatilis
dominiert. Weitere Informationen zur Bodenchemie und -mikrobiologie des Typic
Historthels sind in KutzBACH (2000) beschrieben.

Die Ergebnisse von Messungen der Methanbildungs- und Oxidationsaktivitat unter

in-situ-Bedingungen, von in-situ Temperaturen und Methangehalten fur den
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Tundra-Moorgley (Typic Historthel) und fur den Permafrost-Auengley (Typic
Aquorthel) im Norden der Insel sowie Vergleichsdaten zum gelGsten organischen
Kohlenstoff (DOC) im Typic Historthel wurden von Herrn Dr. D. Wagner zur
Verfigung gestellt. Die Daten wurden in den Jahren 1999 bzw. 2002 wéhrend der
Expeditionen LENA 1999 und LENA 2002 erhoben.

Tab. 4-5.: Profilbeschreibung des Typic Historthel (Tundra-Moorgley; nach KUTZBACH 2000)

Ort: Samoylov, Lena-Delta Datum der Profilaufname: 22.08.1999

Koordinaten: 72° 22,2'N, 126° 28,5'0 Gelandehohe: 12,3 m Gber dem Meeresspiegel

Lage im Gelande: Zentrum eines Low-Centre-Polygons

Substrat: Flacher Laubmoostorf Uber Fluvisand (aus Deltasand) -og-H\f-s(GF).
Flugsandbander - a-s(Sa)

Permafrosttiefe: 31 cm Tiefe des Wasserspiegels: 5 cm unter GOF

Bemerkungen: keine Kryoturbationsmerkmale, Sedimentlagen-Grenzen waagerecht und

ungestort. Im gesamten Profil kein CaCO3

Horizontbezeichnung |Tiefe (cm) Eigenschaften
nach nach Saoil
KA4 Taxonomy
H Oi 0-11 schwach zersetzter Laubmoostorf und lebende Moose
Gr-Aa A 11-26 feinsandiger Mittelsand (mSfs), braunlich-schwarz (10
YR

2/2), anmoorig (h6), Carex-Wurzelfilz (w6), kein Geflige
erkennbar, hoher Anteil schwach zersetzter organischer
Substanz

Gr Bg 26-31 feinsandiger Mittelsand (mSfs), Horizont entspricht
machtigem Sandband, olivbraun (2,5 Y 4/4), mittel
humos

(h3), mittel durchwurzelt (w3), Einzelkorngefiige, a-a-
Dipyridil-Reaktion positiv (reduziertes Fe)

p* Bf 31-64 stark schluffiger Sand (Su3), braunlich-schwarz (10 YR
3/2), stark humos (h4), keine Wurzeln (w0), Bander

schwach zersetzter organischer Substanz, Permafrost,
Eislinsen linienférmig eingeregelt

*in der KA gibt es keine Bezeichnung fur Permafrost
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5 Ergebnisse

51 Der Permafrost-Auengley im Norden der Insel Samoylov: Typic

Aquorthel
5.1.1 Bodenmorphologie und —klassifikation

Das Profil des Bodens wurde in einer flachen Abflussrinne an der
Nordspitze der Insel Samoylov angelegt (Abb. 3-5.). Nach SolL SURVEY STAFF
(1998) wurde er als Typic Aquorthel klassifiziert und gehort damit innerhalb der
Gelisole der Untergruppe der Orthels an. Das Profil zeigt nach der
bodenkundlichen Kartieranleitung (AG BODEN 1994) die Horizontierung Ai — Ah —
Gr (eingelagertes Sandband) — P (Abb. 51.). Der Wasserspiegel ist anstehend,
wodurch reduktive Verhaltnisse dominieren. Mit Ausnahme des Ah-Horizontes ist
die a-a-Dipyridil-Reaktion im gesamten Profil positiv. Das dominierende Substrat
im gesamten Profil ist Schluff. Die Lagerungsdichte ist bis zu einer Tiefe von 40
cm sehr gering bis gering. Die Vegetation wird von Arctophila fulva dominiert,
einem Gras, das ein ausgepragtes Aerenchym besitzt, durch das Sauerstoff in den

Wurzelbereich transportiert wird.

Ai
Ah

10
Grl

204 ——=andband |

Gr2
30

Gr3

40

Gr4
50

60 —

Abbildung 51.: Fotografie vom Typic Aquorthel, Das Bodenprofil ist an der Nordspitze der Insel Samoylov
gelegen. rechts: Profilschema
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Tabelle5-1.: Profilaufnahme des Typic Aquorthel (Permafrost-Auengley)

Ort: Samoylov, Lena-Delta
Koordinaten:72° 23,11,9'N, 126° 28,54,0'0 Gelandehthe:7,0 m iiber dem Meeresspiegel

Lage im Geldnde: flache Abflussrinne, Ebene
Substrat: fluviale Auensedimente, Humusakkumulation, beginnende Gefugebildung

Permafrosttiefe: 54 cm
Bemerkungen: Dipyridilreaktion fast im gesamten Profil positiv (reduziertes Eisen),

kein CaCOg3im Profil

Mittlerer Jahresniederschlag: 90 mm

Datum der Profilaufname: 22.07.2002

Tiefe des Wasserspiegels: anstehendes Grundwasser

Vegetation Schachtelhalm, Wollgras

nach
KA4

Horizontbezeichnung

nach Soil
Taxonomy(*)

Tiefe (cm)

Eigenschaften

Ai

Al

0-5

einjahrige Sedimentationsschicht , keine Redoxflecken
schwach humos (h2), schwach durchwurzelt (w2)
Koharentgeflige, Lagerungsdichte sehr gering (LD1)
gelb-araue Farbe (2.5Y3/1). sandig-lehmiger Schluff (Uls)

Ah

A2

5-9

alte Blattscheiden (2cm machtig), Dipyridilreaktion negativ
mittel humos (h3), mittelstark durchwurzelt (w3)
Kohéarentgeflige, geringe Lagerunsgdichte (LD 1-2)
gelblicharaue Farbe (2.3Y3/2), sandig-lehmiger Schluff(Uls)

Grl

Bgl

9-18

Redoxflecken (1-2%), stark humos (h4), Wurzelfilz (w6)
Kohéarent-Subpolyedergeflige, geringe Lagerungsdichte
grinlichgrau (5Y3/1), mittel schluffiger Sand (Su3)

Gr2

Bg2

18-20

Sandband, sehr schwach humos(hl), sehr schwach durch-
wurzelt (W1), Einzelkorngeflige, sehr geringe Lagerungs-

dichte, gelbl.grau (2,5Y3/2), mittelsandiger Feinsand(fSms)

Gr3

Bg3

20-35

Redoxflecken (1-2%), mittel humos (h3)

sehr stark durchwurzelt (w5), Koharent-Subpolyedergeflige
geringe Lagerungsdichte (LD2), gelbgrau (2,5Y3/1)
sandig-lehmiger Schluff (Uls)

Gr4

Bg4

35-40

schwach humos (h2), schwach durch-
wurzelt (w2), Koharent-Subpolyedergef., geringe Lageruns-
dichte (LD2). arlinlichgrau (5Y3/1). lehmiger Schluff (Ul)

Gr5

Bg5

40-52

humusfrei (h0), sehr schwach durchwurzelt(wl), von alten
organ. Bandern durchzogen, Koharent-Subpolydergef.,
mittlere Lagerungsdichte (LD3), Makrogrobgeflige vorhan-
den, arinlichgrau (5Y3/1), mittel lehmiger Sand (SI3)

Bff

>52

Permafrost, Redoxflecken (10-30%), humusfrei (h0), keine
Wurzeln, Einzelkorngeflige, griingraue Farbe
Flecken gelbbraun (10YR4/6), schwach lehmiger Sand (sl2)

Soil Taxonomy:

World Reference Base:

Typic Aquorthel
Gleyi-Histic Cryosol (Areni-Fluvic)

Bodenk. KA: (Permafrost) Auengley

(*) Symbole nach Soil Taxonomie: g-Hydromorphie, f-gefroren
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Die oberste Bodenschicht (0 bis 5 cm) besteht aus einer einjahrigen fluvialen
Sedimentationsschicht, ist schwach humos und noch schwach durchwurzelt. Der
altere Ah-Horizont (5 bis 9 cm) ist mittelhumos und mittelstark durchwurzelt.

Keiner der beiden Horizonte weist Reduktionsflecken auf.

Der méchtige Gr-Horizont (9 bis 52 cm) besteht aus alteren teils sandigen, teils
schluffigen Ablagerungen und enthalt zwischen 40 bis 52 cm Tiefe feine
organische Bander. Der obere Bereich des Gr-Horizontes ist sehr stark

durchwurzelt (Wurzelfilz).

In einer Tiefe von 18 cm wird der Gr-Horizont von einem 2 cm dicken, sehr
schwach humosen Sandband durchzogen (fSms: mittelsandiger Feinsand), das
aufgrund seines Einzelkorngefliges eine sehr geringe Lagerungsdichte aufweist.
Mit Hilfe der a-a-Dipyridil-Reaktion wurden im gesamten Gr-Horizont freie Fe'-
lonen und damit reduzierende Bedingungen nachgewiesen. Ab einer Tiefe von 52
cm ist das Profil von Permafrost gepragt. Dieser Bereich ist humusfrei und besitzt

ein Einzelkorngefige.

5.1.2 Bodenphysikalische Eigenschaften

Die KorngroRenverteilung wurde bis zu einer Tiefe von 52 cm bestimmt.
Der Schluffanteil liegt im gesamten Profil hoher als 50 %. Die Bodenarten-
klassifizierung im Feld wurde anhand der Laboranalysen korrigiert. Die Bodenart
des Ai-Horizontes ist sandig-lehmiger Schluff (Uls), der prozentuale Masseanteil
an Ton (11,1 %) ist deutlich geringer als an Sand (24,2 %). Die Bodenart des Ah-
Horizontes bzw. des Gr-Horizontes (bis zu einer Tiefe von 40 cm) wurde als
schluffiger Lehm (Lu) klassifiziert. Ton- und Sandgehalte sind annahernd gleich
und betragen ca. 20 %. Die Korngréf3enverteilung des untersten Bereiches des
Gr-Horizontes (40-52 cm) ergibt als Bodenart stark tonigen Schluff (Ut4). Der
Schluffanteil ist der hochste im Profil (67,7 %), der Sandanteil ist am geringsten
(14,7 %). Die detaillierten Korngrol3enzusammensetzungen (T, fU, mU, gU, fS,
mS, gS) sind in Abb. 5-2. und Tab. A-2. dargestellt.
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Abbildung 5-2.: KorngrofRenverteilung des Typic Aquorthel (Permafrost-Auengley)

Die PorengrdfRenverteilung und die effektive Lagerungsdichte zeigten
direkte Zusammenhénge zwischen den unterschiedlichen Substratzusammen-
setzungen der einzelnen Horizonte. Der Ai-Horizont hob sich in
PorengréRenverteilung und Lagerungsdichte deutlich von den anderen Horizonten
ab. Das Gesamtporenvolumen war hier mit Abstand am grol3ten (65,5 %), die
Lagerungsdichte mit 1,0 g cm™ am geringsten (Abb. 5-3., 5-4.). Insbesondere der
Kontrast zum Ah-Horizont ist pragnant. Dieser wies mit 55,5 % das geringste
Gesamtporenvolumen auf und besal gleichzeitig die grof3te Lagerungsdichte (1,4
g cm™®) des Profils. Der Anteil der Mittelporen hatte sich im Vergleich zu den
oberen 5 cm (31,1 %) mehr als halbiert und betrug im Ah-Horizont (5-9 cm) nur
noch 14,9 %. Innerhalb des Gr-Horizontes (9-52 cm) anderten sich Gesamt-
porenvolumen und Lagerungsdichte mit zunehmender Tiefe kaum. Die Anteile an
engen und weiten Grobporen nahmen deutlich ab, wodurch der Anteil an
Mittelporen signifikant wuchs.
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Abbildung 5-3.: Porengrof3enverteilung des Typic Aquorthel (Permafrost-Auengley); Volumenprozent des

Substanzvolumens (SV), der Feinporen (FP), Mittelporen (MP), engen Grobporen (eGP) und der weiten
Grobporen (WGP)

Gleichzeitig jedoch verringerte sich auch der Anteill an Feinporen. Das
Gesamtporenvolumen im Gr-Horizont betrug zwischen 57,4 % und 61,4 %. Der
Bereich zischen 18 und 35 cm hob sich gegen den Rest des Gr-Horizontes ab:
Substanzvolumen (38,6 %) und Lagerungsdichte (1,2 g cm™) waren hier deutlich

geringer als im Ubrigen Gr-Horizont.

5.1.3 Bodenchemische Eigenschaften

Die pH-Werte zeigten im Tiefenverlauf keine signifikanten Unterschiede.
Im gesamten Profil schwankten sie zwischen pH 6,4 (Gr-Horizont, 35 bis 40 cm)
und pH 6,7 (Ah-Horizont, 5 bis 9 cm; Abb. 5-5.). Mit zunehmender Tiefe nahm der

pH-Wert zwar geringfligig ab, die Bodenreaktion jedoch war insgesamt schwach
sauer.
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Abbildung 5-4.: Lagerungsdichte und Gesamtporenvolumen im Typic Aquorthel (Permafrost-Auengley)

0 1 1 1 1 1 1 1 ] 0= -
Ai
Ah
10 10
i Grl
~ 20 —_ . Sandband
E E 20 an an
) o
@ s ] Gr2
30 o]
o ~ 304
— [0}
£ €
c = -
2 40 o Gr3
[}
;q:—) = 40 —
h Gr4
50
50
60 -— 7 P
500 525 550 575 600 625 650 675 7,00 60 -
pH-Wert

Abbildung 5-5.: pH-Werteim Typic Aquorthel (Permafrost-Auengley)

Die hochsten Gehalte an organischem Kohlenstoff im Typic Aquorthel
wurden mit 3,0 % in den obersten 5 cm Boden ermittelt, wahrend die niedrigsten
Gehalte an organischem Kohlenstoff mit 0,8 % im Permafrostbereich (>52 cm)
gemessen wurden (Abb. 5-6.). Im Vergleich zum Ai-Horizont (0 bis 5 cm)
verringerte sich der Cog-Anteil im angrenzenden Ah-Horizont (5 bis 9 cm) auf

etwas mehr als ein Drittel, um dann in den Gr-Horizonten wieder deutlich
anzusteigen.
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Durch Multiplikation mit dem Faktor 1,72 wurde der Humusgehalt der einzelnen
Horizonte ermittelt. Danach wurde der Ah-Horizont als schwach humos
bezeichnet, wahrend der Ai-Horizont als stark humos klassifiziert wurde. Der
Bereich von 18 bis 40 cm Tiefe wurde ebenfalls als stark humos klassifiziert. Mit
zunehmender Tiefe nahm der Humusgehalt wieder ab (Abb. 5-6.).

Der Gehalt an geléstem organischen Kohlenstoff (DOC) lag im gesamten Profil
unter 10 mg I* (Abb. 5-7.). Wie schon der Corg-Anteil und damit der Humusgehalt,
war auch der DOC-Gehalt im Ah-Horizont (3,8 mg ') deutlich geringer als im Ai-
Horizont (45 mg IY). Am groRten war der Anteil an geléstem organischen
Kohlenstoff im Gr3-Horizont (35 bis 40 cm). Hier betrug er 7,8 mg I, wahrend er

im Gri-Horizont mit 2,7 mg I'* am geringsten war.
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Abbildung 56.: Gehalte an organischem Kohlenstoff sowie Humusgehalt (Humusgehalt = Gyg * 1,72) im
Typic Aquorthel (Permafrost-Auengley)
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Abbildung 5-7.: Gehat an cl;eldstem organischen Kohlenstoff (DOC) im Typic Aquorthel (Permafrost-
Auengley); bezogen auf mg ™ Bodenl ésung,

Der Gesamtkohlenstoffgehalt (Cges-Gehalt) ist fast identisch zum Cpqrg-
Gehalt; er wich maximal um * 0,06 % vom Cog-Gehalt ab. Auf kaum vorhandenen

anorganischen Kohlenstoff im Typic Aquorthel hatte bereits die Bodenansprache
im Feld hingedeutet.

Die Stickstoffgesamtgehalte (Nges — Gehalte) nahmen im Typic Aquorthel
mit zunehmender Tiefe ab (Abb. 58.). Den hochsten Stickstoffgehalt besal’ der
Ai-Horizont mit 0,2 %, den geringsten der P-Horizont mit 0,08 %. Das C/N-
Verhaltnis war im gesamten Profil sehr eng (Abb. 5-8.).

Das gunstigste C/N-Verhéltnis wiesen dabei der Ah- (10,5) und der P-Horizont
(9,1) auf. In den Gr-Horizonten sowie im Ai-Horizont, in denen es zwischen 13,2

und 15,4 variierte, war das C/N-Verhéltnis deutlich héher.
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Abbildung 5-8.: Kohlenstoff- und Stickstoff — Gesamtgehalte sowie C/N-Verhdtnis im Typic Aquorthel
(Permafrost-Auengley)

5.2 Zellzahlen der Methan oxidierenden Bakterien im Typic Aquorthel

Die hochsten Zellzahlen im Typic Aquorthel wurden fir den Gr-Horizont in
einer Tiefe von 18 bis 35 cm ermittelt und betrugen 7500 Zellen g** Boden. Anhand
der MPN - Methode konnten im gesamten Profil Zellen von Methan oxidierenden
Bakterien nachgewiesen werden, deren Anzahl im Tiefenprofil jedoch stark
variierte. Die Zellzahl im obersten Horizont, dem Ai-Horizont, war mit 4300 Zellen
g Boden fast doppelt so hoch wie im darunter gelegenen Ah-Horizont (5 bis 9
cm) mit 2300 Zellen g* Boden. Gleichzeitig konnten im Ai-Horizont jedoch nur
etwas mehr als halb so viele Zellen ermittelt werden wie im Gr-Horizont bei einer
Tiefe von 18 bis 35 cm. Unterhalb 35 cm nahmen die Zellzahlen drastisch ab. Im
Permafrostbereich (< 52 cm) konnten mit 230 Zellen g* Boden im Bezug zu den
héchsten Zellzahlen im Gr-Horizont nur noch weniger als /3o Methan oxidierende

Zellen bestimmt werden.
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Abbildung 5-9.: Zellzahlen der Methan oxidierenden Bakterien im Typic Aquorthel (Permafrost-Auengley)

5.3 Einfluss der Temperatur auf die Methanoxidationsaktivitat

Die potentielle Methanoxidationsaktivitdt in Abhangigkeit von der
Temperatur wurde an wassergesattigten Bodenproben des Typic Aquorthel
gemessen, die als Standkultur bei 0 °C, 4 °C, 10 °C und 21 °C inkubiert wurden
(Kap. 4.4.2.1). Die hochsten potenziellen Oxidationsleistungen zeigten der Ai-
Horizont (0 bis 5 cm) bei 21 °C und ab einer Tiefe von 40 cm unter GOF die Gr-
Horizonte bzw. der P-Horizont bei 4 °C (Abb. 510.). Bei einer Temperatur von 0
°C war die potentielle Methanoxidationsleistung im Tiefenprofil indifferent. Sie lag
zwischen 9,4 und 14,6 nmol h' g*. Bei 4 °C lieR sich eindeutig ein Anstieg der
Methanoxidationsaktivitat mit zunehmender Tiefe nachweisen. In 40 cm
Bodentiefe, dem Ubergangsbereich zum Permafrost, der durch konstant niedrige
in-situ Temperaturen charakterisiert ist (Abb. 515. und 516.), war die potentielle
Methanoxidationsaktivitat bei 4 °C mehr als 2,5 mal so hoch wie im Ai- bzw. Ah-
Horizont (0O bis 9 cm). Bei einer Inkubationstemperatur von 21 °C verhielten sich
die Oxidationsaktivitaten im Tiefenprofil im Vergleich zu den Messungen bei 4 °C
nahezu entgegengesetzt. Im Ai-Horizont, in dem die in-situ Temperaturen um
mehr als 10 °C hoher sind als in 40 cm Bodentiefe (Abb. 5-15. und 5-16.), war die
Aktivitat etwa dreimal so hoch wie im Gr- bzw. P-Horizont.
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Auffallig am Kurvenverlauf der Methanoxidationsaktivitait bei 21 °C ist der
sprunghafte Abfall der Abbauleistung beim Ubergang vom Ai- (45,6 nmol h' g?)
zum Ah-Horizont (17,5 nmol k' g?). Der Kurvenverlauf bei 10 °C spiegelte den
Ubergangsbereich zwischen den beiden Extrema bei 21 °C bzw. 4 °C wieder. Die
Oxidationsaktivitaten der oberen und untersten Horizonte hatten sich bei 10 °C

angenahert und lagen zwischen 20 nmol h* g* (>52 cm) und 27,7 nmol ht g (0
bis 5 cm).
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Abbildung 510.: Potentielle Methanoxidationsaktivitét im Typic Aquorthel (Permafrost-Auengley) bei 0 °C,
4°C,10°Cund21°C

Tragt man Methanoxidationsaktivitaiten  der  Horizonte

die bei den
unterschiedlichen Inkubationstemperaturen auf, zeigt sich im Gr4-Horizont (40 bis
52 cm) und im P-Horizont (> 52 cm) ganz deutlich eine maximale potentielle
Methanoxidationsaktivitdt bei 4 °C (Abb. 5-11.). Im Gegensatz dazu nahm die
Methanoxidationsaktivitdt im Ai-Horizont (0 bis 5 c¢m) proportional zum
Temperaturanstieg zu und erreichte auch bei 21 °C noch nicht ihr Maximum.
Auffallig war der Kurvenverlauf fir den Ah-Horizont (5 bis 9 cm). Er liel3 auf mehr
als ein Temperaturoptimum schlieBen, wobei eines bei 4 °C und ein weiteres
jenseits von 21 °C lag. Die Horizonte Grl, Gr2 und Gr3 (9 bis 40 cm) zeigten eine

maximale Methanoxidationsaktivitat bei 10 °C.
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Abbildung 5-11.: Potentielle Methanoxidationsaktivitd im Typic Aquorthel (Permafrost-Auengley),
Vergleich der Horizontebei 0 C°, 4°C, 10°Cund 21°C

54 Einfluss des Substrates auf die Methanoxidationsaktivitat

Die potentielle Methanoxidationsaktivitat in Abhangigkeit vom Substrat

wurde ebenfalls an wassergesattigten Bodenproben des Typic Aquorthel
durchgefihrt. Die Ausgangskonzentrationen von Methan betrugen 1000 ppm,
2000 ppm, 5000 ppm und 21000 ppm, jedoch wurden die Proben zwischen den
Messungen im Gegensatz zur Messreihe bei unterschiedlichen Temperaturen
standig geschiittelt (Kap. 4.4.2.2).
Bei einer Ausgangskonzentration an Methan von 1000 ppm (0,1 % CHs) bzw.
2000 ppm (0,2 % CHg,) verhielt sich die Methanoxidationsaktivitat im Tiefenprofil
indifferent. Sie unterschied sich zwischen den einzelnen Horizonten kaum (Abb. 5
12.). Insgesamt betrachtet, lag die Aktivitat bei einer Methankonzentration von
2000 ppm (105,2 — 132,6 nmol h' g*) hoher als bei einer Konzentration von 1000
ppm. (68,5 — 85,6 nmol h g%). Eine Erhthung der Methanausgangskonzentration
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auf 5000 ppm (0,5 % CHy) flihrte mit Ausnahme des Bereiches von 18 bis 30 cm,
wo die Aktivitat nur von 105,2 auf 126,1 nmol h* g* anstieg, im gesamten Profil zu
einem Anstieg der Methanoxidationsaktivitait um mehr als das Doppelte.
Zusammenfassend nahm demnach bei einer Erhdhung der eingesetzten
Methankonzentration von 1000 ppm uber 2000 ppm auf 5000 ppm auch die

Methanoxidationsaktivitat in allen Horizonten des Typic Aquorthel zu (Abb. 512.
und 5-13.).
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Abbildung 512 Potentielle Methanoxidationsaktivitdst im  Typic  Aquorthel bei  ener
M ethanausgangskonzentration von 1000 ppm, 2000 ppm, 5000 ppm und 21000 ppm

Ein davon abweichendes Bild zeigte sich bei einer weiteren Erhéhung der
eingesetzten Methankonzentration auf 21000 ppm (2,1 % CHs). Wahrend die
Methanoxidationsaktivitat ab einer Tiefe von 18 cm unter GOF weiterhin
kontinuierlich anstieg und sich im P-Horizont sogar mehr als verdoppelte, nahm
die Aktivitéat in den oberen Bodenhorizonten (0 bis 18 cm Tiefe), verglichen mit den
Raten bei 5000 ppm, wieder ab. Abbildung 5-13. verdeutlicht, dass die maximale
Methanoxidationsaktivitdit des Ai-, Ah- und des Grl-Horizontes bei einer
Methankonzentration >5000 ppm (>0,5 % CH,), jedoch <10000 ppm (<1 % CHjy)
lag. Demgegeniiber nahm die Methanoxidationsaktivitat im Gr2-, Gr3-, Gr4- und
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im P—Horizont mit steigender Methankonzentration kontinuierlich zu (Abb.5-12.

und Abb. 5-13.).

Tragt man wie in Abbildung 513. die potentielle Methanoxidationsaktivitat fur die
jeweiligen Horizonte bei den unterschiedlichen Methanausgangskonzentrationen
auf, so ist das Ergebnis fur den Ai-, Ah- und den Grl — Horizont eine MICHAELIS-
MENTEN-KINETIK. Bis zu einer Konzentration von 4000 ppm CH; stieg die
Methanoxidationsaktivitat in diesen Horizonten linear an und naherte sich dann mit
einem geringeren Anstieg langsam dem Maximalwert der Oxidationsaktivitat. Die
Km-Werte fur den Ai- und Ah-Horizont waren fast identisch (57,1 bzw. 59,4 umol
CHs I'Y), wahrend der K.-Wert fiir den Grl Horizont deutlich geringer war (42,3
pmol CHy I'h).
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Abbildung 5-13.: Potentielle Methanoxidationsaktivitét im Typic Aquorthel; Vergleich der Horizonte bei
einer M ethanausgangskonzentration von 1000 ppm, 2000 ppm, 5000 ppm und 21000 ppm

Fur die Horizonte Gr2, Gr3, Gr4 sowie fur den P-Horizont (18 bis > 52 c¢cm) kann
eine MICHAELIS-MENTEN-KINETIK nur angenommen werden, da die maximale

Oxidationsaktivitat dieser Horizonte bei einer Methanausgangskonzentration von
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21000 ppm noch nicht erreicht war. Daraus resultiert, dass die oberen
Bodenhorizonte (0 bis 18 cm) eine bedeutend hohere Substrataffinitat besitzen als
die tiefer gelegenen Horizonte (18 bis > 52 cm). Wie in Abbildung 5-14. dargestellt,
nahmen die K,-Werte mit zunehmender Tiefe zu und — davon abgeleitet — wurde
die Substrataffinitdt im Tiefenprofil des Typic Aquorthel geringer. Fir die Horizonte
Gr2, Gr3, Gr4 und den P-Horizont wurden die KyWerte fur eine
Substratkonzentration von 21000 ppm CH; berechnet. Da bei dieser
Konzentration noch nicht die maximale Oxidationsaktivitdt erreicht war, muss
davon ausgegangen werden, dass die Ky-Werte dieser Horizonte in der Realitat
noch gréRer sind.
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Abbildung 514.: KrWerte MICHAELISMENTEN-KONSTANTE) fur das Tiefenprofil des Typic Aquorthel
(Permafrost-Auengley). Fur den Gr2-, Gr3-, Gr4- und P-Horizont (18 bis 60 cm unter GOF) wurden die K-
Werte flr eine Substratkonzentration von 21000 ppm CH,; berechnet, obwohl die maximale
M ethanoxidationsaktivitét dieser Horizonte erst bei einer hheren Substratkonzentration erreicht wird. Somit
liegen die realen K +Werte dieser Horizonte auch héher alsin der Abbildung.

55 Methanoxidations- und Methanbildungsaktivitat im Typic Aquorthel

unter in-situ-Bedingungen

Die Messungen der Methanoxidationsaktivitaten unter in-situ-

Bedingungen erfolgten ohne Vorinkubation beiin-situ Temperaturen und in-situ
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Methangehalten im Tiefenprofil des Typic Aquorthel. Die Temperaturen im Typic
Aquorthel nahmen mit der Tiefe von 17,5 auf 1,9 °C ab (Abb. 5-15. und 5-16.), die
Methangehalte rahmen mit zunehmender Tiefe von 0,3 auf 344,8 pmol I* zu (Abb.
5-17.).

Die Ergebnisse der Oxidationsaktivitdten unter in-situ-Bedingungen ergaben ein
Bild, das von den potentiellen Methanoxidationsaktivitaten, die im Labor bestimmt
wurden, abwich (Abb. 5-15.).
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Abbildung 5-15.. Methanoxidationsaktivitét unter in-situ-Bedingungen bei in-situ Temperaturen im
Tiefenprofil des Typic Aquorthel (Permafrost-Auengley); Ausgangskonzentration an Methan: 2000 ppm
(Start der Messung: 22.07.02)

Die Methanoxidationsaktivitat unter in-situ-Bedingungen konnte nur bis zu einer
Tiefe von 40 cm, also nicht fir den Gr- und den P-Horizont nachgewiesen werden.
Mit  zunehmender Tiefe und sinkender Bodentemperatur nahm die
Methanoxidationsaktivitat unter in-situ-Bedingungen fast kontinuierlich auf weniger
als ein Viertel ab. Wahrend sie bei 0 bis 5 cm 75, 6 + 3,2 nmol h' g* betrug, lag
sie bei 35 bis 40 cm Tiefe nur noch bei 16,6 + 1,7 nmol h! g*. Die kontinuierliche
Abnahme der Methanoxidationsaktivitat wurde &diglich bei einer Tiefe von 9 bis
18 cm unterbrochen, wo sie mit 14,7 + 1,4 nmol h* g? den niedrigsten Wert

erreichte.



ERGEBNISSE 54

Die Methanbildungsaktivitat unter in-situ-Bedingungen wurde ebenfalls bei in-
situ Temperaturen gemessen. Sie erreichte ihre hochsten Werte im Grl-, Gr2- und
Gr3-Horizont (Abb. 516.). Mit Werten zwischen 30 und 40 nmol h' g* lag sie in
diesem Bereich deutlich Uber der Oxidationsaktivitat. Im Ai- und Ah-Horizont
dagegen, in denen die hochsten Oxidationsaktivitaten gemessen wurden, fand
nahezu keine Methanbildung statt (Abb. 5-16.).
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Abbildung 5-16.. Methanbildungsaktivitdten unter in-situ-Bedingungen bei in-situ Temperaturen im
Tiefenprofils des Typic Aquorthel (Permafrost-Auengley); Ausgangskonzentration an Methan: O ppm (Start
der Messung: 22.07.02)

Abbildung 5-17. zeigt die in-situ-Methankonzentrationsgradienten im Typic
Aquorthel (Permafrost-Auengley) und im Typic Historthel (Tundra-Moorgley,
Polygonzentrum). Im Typic Aquorthel ist die Methankonzentration bis zum Gr3-
Horizont (35 cm Tiefe) sehr gering, steigt darunter jedoch signifikant an.

Im Typic Historthel nimmt die Methankonzentration bereits ab dem Gr-Aa-Horizont

(15 cm Tiefe) deutlich zu und ist insgesamt hoher als im Typic Aquorthel.
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Abbildung 5-17.. in-situ Methankonzentration im Typic Aquorthel (Messung: Juli 2002) und im Typic
Historthel (Messung: Juli 1999)

5.6 Verbreitung von Typ lund Typ Il Methan oxidierenden Bakterien

Die Verbreitung von Typ | und Typ Il Methan oxidierenden Bakterien im
Tiefenprofil wurde sowohl fir den Permafrost-Auengley (Typic Aquorthel) als auch
fur den Tundra-Moorgley (Typic Historthel) anhand von Anreicherungskulturen und
feldfrischen Bodenproben nur qualitativ bestimmt. Eine Zahlung der Zellen mit
Hilfe der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und damit eine quantitative
Bestimmung von Typ | und Typ Il Methan oxidierenden Bakterien konnte aus
zeitlichen Grinden nicht durchgefihrt werden. Es wurden verschiedene
Methanoxidantensonden  sowie  ein  Eubakteriensondenmmix  eingesetzt
(Kap.4.5.1).
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5.6.1 Anreicherungskulturen und Bodenproben des Permafrost-Auengleys
(Typic Aquorthel)

Methan oxidierende Bakterien konnten flr das gesamte Profil des Typic
Aquorthel, einschliel3lich des Permafrostbereiches, nachgewiesen werden (Tab. 5
2., Abb. 518.). Typ | Methan oxidierende Bakterien konnten in den feldfrischen
Bodenproben mit Ausnahme des Permafrostbereiches in allen Horizonten
detektiert werden. Typ |l Methan oxidierende Bakterien wurden nur im
Unterboden, nicht jedoch im Oberboden und fir den Permafrosthorizont

nachgewiesen.

Tabdle 52.: Verbreitung von Typ | und Typ Il Methan oxidierenden Bakterien im Profil des Typic
Aquorthel; Gegeniberstellung von Anreicherungskulturen und feldfrischen Bodenproben des Typic
Aquorthel (Permafrost-Auengley)

Anreicherungskulturen feldfrischer Boden
Tiefe
unter
GOF Typ | Typ Il Bemerkungen Typ | Typ |l Bemerkungen
(cm)
+ DAPI-Farbung
- - + -
0-5 sehr schwach
5-9 + - + -
9-18 + - + -

Typ I: sehr kleine
18-35 + + Coccen - +
Typ Il: Stabchen

35-40 + + + -
Typ I: Coccen DAPI-Farbung
N + ++ + +
40-52 Typ Il Stéabchen sehr schwach
552 + ) _ _ keine MOB mit FISH

nachgewiesen

Anhand der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an Anreicherungskulturen
der Horizonte des Typic Aquorthel konnte das Verbreitungsmuster Methan
oxidierender Bakterien in den Proben des feldfrischen Bodens weitestgehend
bestatigt und konkretisiert werden. Auch in den Anreicherungskulturen konnten
Typ Il Methan oxidierende Bakterien erst ab einer Tiefe von 18 cm detektiert

werden. Im Vergleich zu den feldfrischen Bodenproben jedoch, in denen Typ
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Methan oxidierende Bakterien zwischen 35 und 40 cm nicht nachgewiesen
werden konnten, wurden sie in den Anreicherungskulturen zwischen 18 und 52 cm

durchgehend detektiert.

ANREICHERUNGSKULTUR FELDFRISCHER BODEN
O 7 -
Typ | Ai Typ!
Typ | Ah Typl
10+
Typ | Gr Typl
20 - SANDBAND
Typ | Typ lI Typ! Typli
30
Typ | Typ i Gr Typl
40 yp
Typ! Typ Il Typl Typ i
50
Typ| P keine MOB mit FISH
60 — nachgewiesen
Typic Aquorthel

Abbildung 518.: Verbreitung von Typ | und Typ Il Methan oxidierenden Bakterien im Typic Aquorthel;
Gegenuberstellung von Anreicherungskulturen und feldfrischen Boden (schematisiert im Tiefenprofil des
Typic Aquorthel)

Weiterhin gestattete die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an
Anreicherungskulturen Aussagen Uber die Morphologie der Typ | und Typ I
Methan oxidierenden Bakterien im Typic Aquorthel. Wahrend die Typ | Methan
oxidierenden Bakterien als sehr Keine Coccen identifiziert werden konnten (Abb.
5-20. und 521.), waren die Typ Il Methan oxidierenden Bakterien stdbchenférmig
(Abb. 5-19.). Wenngleich Zellzahlen mittels FISH nicht bestimmt wurden, konnte
durch einfaches Schatzen beim Mikroskopieren (Zellen im Gesichtsfeld) in den
Anreicherungskulturen ein Wechsel in der Dominanz bezogen auf Typ | und Typ Il
Methan oxidierende Bakterien festgestellt werden. Im Gr3-Horizont (35 bis 40 cm)
dominierten Typ | eindeutig uUber Typ Il Methan oxidierende Bakterien. Diese
Dominanz kehrte sich im Gr4-Horizont (40 bis 52 cm) um; hier dominierten

eindeutig die Typ Il Uber Typ | Methan oxidierenden Bakterien.
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Abbildung 5-19.: Anreicherung aus dem Gr4-
Horizont (40 bis 52 cm) des Typic Aquorthel
(Permafrost-Auengley); a FISH mit Typ Il
MOB Sondenkombination (Mg 84 + Mg 705)
konjugiert mit dem Farbstoff Cy3; b: DAPI
Farbung; ¢. FISH und DAPI Uberlagert

atb+c: Typ Il Methan oxidierende Bakterien
(stdbchenférmig)

Neofluotar Objektiv 100/1,4 Ol

b

Abbildung 5-20.. Bodenprobe aus dem Ah-
Horizont des Typic Aquorthel (Permafrost-
Auengley); a FISH mit Typ | MOB Sonde
(Ma 450) konjugiert mit dem Farbstoff Cy3; b:
DAPI-Farbung; ¢. FISH und DAPI Uberlagert

atb+c. Typ | Methan oxidierende Bakterien
(Diplococcen)

Neofluotar Objektiv 100/1,4 Ol
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b

Abbildung 5-21.: Bodenprobe aus dem Gr2-
Horizont (18 bis 35 cm) des Typic Aquorthel
(Permafrost-Auengley); a FISH mit Typ |
MOB Sonde (Ma 450) konjugiert mit dem
Farbstoff Cy3; b: DAPI-Farbung; ¢ FISH und
DAPI Uberlagert

atb+c: Typ | Methan oxidierende Bakterien
(Coccen)

Neofluotar Objektiv 100/1,4 Ol

5.6.2 Anreicherungskulturen und Bodenproben des Tundra-Moorgleys
(Typic Historthel)

Im Tundra-Moorgley (Typic Historthel) konnten ebenfalls fiur nahezu alle
Horizonte Methan oxidierende Bakterien nachgewiesen werden. Erst unterhalb 40
cm wurden keine Methan oxidierenden Bakterien mehr durch FISH detektiert.
Damit gehotrten sogar die oberen 19 cm des Permafrosthorizontes zum
Lebensraum der Methan oxidierenden Bakterien. Aquivalent zu den feldfrischen
Bodenproben des Typic Aquorthel waren die Typ | Methan oxidierenden
Bakterien bis 40 cm Tiefe auch durchgangig im Tiefenprofil des Typic Historthel
verbreitet. Typ Il Methan oxidierende Bakterien konnten in den Bodenproben des
Typic Historthel nicht detektiert werden (Tab. 5-3., Abb. 5-22.).
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Tabelle 53.: Verbreitung von Typ | und Typ Il Methan oxidierenden Bakterien im Profil des Typic
Historthel; Gegenuberstellung von Anreicherungskulturen und feldfrischen Bodenproben des Typic
Historthel (Tundra-Moorgley)

Anreicherungskulturen feldfrischer Boden
Tci;e(;?: lzgr;e)r Typl | Typll Bemerkungen Typ!l | Typll Bemerkungen
0-5 * ) AggreTgyapth;Idung * )
5-10 + - + ) Aggre-lt::;)g:blizldung
10-15 " ) Stgﬁzrlm:en * ) Aggrgggtll;ildung
| - | - |
26-31 T " St?tl)ir:en " ] Aggrgggtllj:ildung
31-35 * * AggreTgyaptl:IJ;Idung * ]
35-40 + - * i Aggr;—g)jlapttl):ildung
40-60 ) ) keine MOB mit FISH ) ) keine MOB mit FISH
nachgewiesen nachgewiesen

Anhand der Anreicherungskulturen des Typic Historthel zeigte sich jedoch, dass
auch im Tundra-Moorgley {Typic Historthel) Typ Il Methan oxidierende Bakterien
verbreitet waren, jedoch nur in dem schmalen Bereich zwischen 26 und 36 cm
Tiefe. Wie im Typic Aquorthel waren demnach auch im Boden des
Polygonzentrums die oberen Bodenhorizonte nur von Typ | nicht aber von Typ I
Methan oxidierenden Bakterien besiedelt, wahrend sich die Diversitat in tieferen
Bodenhorizonten zu einer Koexistenz von Typ | und Typ Il Methan oxidierenden
Bakterien hin verschob. Anhand der Anreicherungskulturen des Typic Historthel
konnte im Gr-Horizont (26 bis 31 cm), in dem sowohl Typ | als auch Typ Il Methan
oxidierende Bakterien nachgewiesen wurden, eine deutliche Dominanz an Typ |
Methan oxidierenden Bakterien festgestellt werden. Im unmittelbar darunter
liegenden, obersten Bereich des Permafrosthorizontes (31 bis 35 cm) verschwand
diese Dominanz. In diesem Bereich war das Verhéltnis zwischen Zellen von Typ |

und Typ Il Methan oxidierenden Bakterien schatzungsweise ausgeglichen.
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ANREICHERUNGSKULTUR FELDFRISCHER BODEN
=
Typ | Typ |
H
Typ | Typ |
10 yp
Typ | Typ |
20 - Gr-Aa Typ |
s0d | TYPI ™ot Gr Typ |
Typ | Typ i Typ |
Typ | Typ |
40 -
P _ _
keine MOB mit FISH keine MOB mit FISH
50 1 nachgewiesen nachgewiesen
60 -
Typic Historthel

Abbildung 522.: Verbreitung von Typ | und Typ Il Methan oxidierenden Bakterien im Typic Historthel;
Gegeniberstellung von Anreicherungskulturen und feldfrischen Boden (schematisiert im Tiefenprofil des
Typic Historthel)

Ein signifikanter Unterschied zwischen den Typ | Methan oxidierenden Bakterien
des Typic Aquorthel und denen des Typic Historthel konnte in Bezug auf ihre
Morphologie nachgewiesen werden: Wahrend die Typ | Methan oxidierenden
Bakterien im Typic Aquorthel ausschlieB3lich als sehr kleine Coccen identifiziert
wurden, hatten die Typ | Methan oxidierenden Bakterien im Gr-Horizont (26 bis 31
cm) des Typic Historthel zum Teil Stabchenform (Abb. 523.). Weiterhin bildeten
die Typ | Methan oxidierenden Bakterien des Polygonzentrums im Vergleich zum
Boden des Permafrost-Auengleys Aggregate (Abb. 5-24.), die jedoch im
Unterboden nicht eindeutig zu identifizieren waren (Abb. 5-25.). Sowohl in den
Anreicherungskulturen als auch in den feldfrischen Bodenproben wurden unter
dem Mikroskop mehr oder weniger grol3e Zellhaufen Typ | Methan oxidierender

Bakterien sichtbar, die von einer schleimartigen Substanz umgeben wurden.
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Abbildung 523.: Bodenprobe aus dem Gr-Aa-
Horizont (15 bis 23 cm) des Typic Historthel
(Tundra-Moorgley); a: FISH mit Typ | MOB
Sonde (Ma 450) konjugiert mit dem Farbstoff
Cy3; b: DAPI-Farbung; c. FISH und DAPI
Uberlagert

atb+c: Typ | Methan oxidierende Bakterien
(in Aggregaten)

Neofluotar Objektiv 100/1,4 Ol

10um . 10um

b

Abbildung 5-24.. Anreicherung aus dem Gr-
Aa-Horizont des Typic Historthel (Tundra-
Moorgley); a FISH mit Typ | MOB Sonde
(Ma 450) konjugiert mit dem Farbstoff Cy3; b:
DAPI-Farbung; c. FISH und DAPI Uberlagert

atb+c. Typ | Methan oxidierende Bakterien
(stdbchenférmig)

Neofluotar Objektiv 100/1,4 Ol
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Abbildung 525.. Anreicherung aus dem H-
Horizont (5 bis 10 cm) des Typic Historthel
(Tundra-Moorgley); a FISH mit Typ | MOB
Sonde (Ma 450) konjugiert mit dem Farbstoff
Cy3; b: DAPI-Farbung; c. FISH und DAPI
Uberlagert

atb+c. Typ | Methan oxidierende Bakterien
(kaum Aggregatbildung)

Neofluotar Objektiv 100/1,4 Ol

10um
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6 Diskussion

6.1 Anpassung der Methan oxidierenden Bakterien an unterschiedliche

Standortbedingungen in Permafrostbdden

Die Anpassung der Methan oxidierenden (methanotrophen) Mikroflora an
unterschiedliche Standortbedingungen in Permafrostbéden wurde im Rahmen
dieser Arbeit durch Gegenlberstellung zweier Standorte auf der Insel Samoylov
im Lena-Delta, Sibirien. untersucht. Dazu wurde ein Permafrost-Auengley (Typic
Aquorthel) bodenmikrobiologisch detailliert untersucht und mit den Ergebnissen im
Rahmen anderer Studien der Arbeitsgruppe (KutzBacH 2000, WAGNER et al. 2003)
am Boden eines Tundra-Moorgleys (Typic Historthel) verglichen. Es konnten
Zusammenhange zwischen den bodenphysikalischen und bodenchemischen
Eigenschaften beider Standorte und den Zellzahlen an Methan oxidierenden
Bakterien sowie den Methanoxidations- und Methanbildungsaktivitaten unter in-

situ-Bedingungen festgestellt werden, die wie folgt diskutiert werden:

Sowohl im Typic Aquorthel (im Folgenden als Permafrost-Auengley bezeichnet)
als auch im Typic Historthel (im Folgenden als Tundra-Moorgley bezeichnet)
konnten Methan oxidierende Bakterien im gesamten Profil einschlieRlich der
oberen Bereiche der Permafrosttafel nachgewiesen werden. Vergleichbare
Ergebnisse ermittelten VECHERSKAYA et al. (1993), die in einem arktischen
Tundren-Torfmoor ebenfalls fir den gesamten ‘active layer bis zum
Permafrostbereich Methanoxidation durch methanotrophe Bakterien nachwiesen.
Innerhalb des Untersuchungsgebietes wurden im Permafrost-Auengley mehr als
dreimal so viele Methan oxidierende Bakterien mit der MPN-Methode ermittelt wie
im Tundra-Moorgley (Abb. 5-9. und Abb. A-2)). Im Vergleich zu anderen
Feuchtgebieten wie beispielsweise Reisboden mit Zellzahlen von 10° Zellen g*
Boden (Bosske und FRENZEL 1997, ELLER und FRENZEL 2001) waren die Zellzahlen
Methan oxidierender Bakterien im Permafrost-Auengley mit einem Maximum von
7800 Zellen g! Boden um mehr als zwei Zehnerpotenzen niedriger. Die
Methanoxidationsaktivitat unter in-situ-Bedingungen des Permafrost-Auengleys
betrug dartuber hinaus etwa das Zehnfache der Oxidationsaktivitdt des Tundra-

Moorgleys (Abb. 515. und Abb. A-3.). Demnach ist davon auszugehen, dass die
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Bedingungen des Permafrost-Auengleys wesentlich ginstiger fir die Verbreitung

der methanotrophen Mikroflora sind, als die des Tundra-Moorgleys.

Beide Standorte wiesen einen nahe an der Gelandeoberflache anstehenden
Wasserspiegel auf und besafllen demzufolge weitestgehend reduzierende
Verhéltnisse. Fir den Boden des Tundra-Moorgleys ermittelten FIEDLER et al.
(2003) Redoxpotentiale von ~-50 mV im Oberboden und ~-80 mV im Bereich
direkt Uber der Permafrosttafel. Die Redoxpotentiale missen aufgrund des
ebenfalls an der Gelandeoberflache anstehenden Wasserspiegels auch im
Permafrost-Auengley schon im Oberboden negativ gewesen sein. Von
signifikanten Unterschieden in der Machtigkeit des aeroben Bodenbereiches und
damit in der Sauerstoffkonzentration zwischen beiden Standorten kann daher nicht
ausgegangen werden. Daraus ergeben sich zwei Schlussfolgerungen: Zum einen
sind die unterschiedlichen Aktivitaten und Zellzahlen beider Standorte nicht auf die
Sauerstoffkonzentration zuruckzufuhren. Das bedeutet, dass die
Sauerstoffkonzentration fur die Verbreitung und Aktivitat der Methan oxidierenden
Bakterien in beiden Profilen unmal3geblich ist. Zum anderen zeigen Methan
oxidierende Bakterien auch bei geringen Sauerstoffgehalten und negativen
Redoxpotentialen im Boden noch signifikante Aktivitaten. Zwar ist erwiesen, dass
sich ein langer anhaltender Rickgang des Wasserspiegels in Feuchtgebieten und
Reisfeldern deutlich zugunsten der Methanoxidationsraten auswirkt und die
Emission von Methan damit mindert (ROSLEV und KING 1996, JACKEL et al. 2001).
Dennoch stiitzen Untersuchungen von HENCKEL et al. (2000) zu den Effekten
unterschiedlicher SauerstoffMethan Konzentrationen auf die Aktivitat Methan
oxidierender Bakterien in Reisfeldern die zuvor beschriebene These, dass geringe
Sauerstoffkonzentrationen im Boden sich nicht negativ auf die Aktivitat und
Verbreitung der Methan oxidierenden Bakterien auswirken. Im Gegenteil: HENCKEL
et al. (2000) fanden heraus, dass sich zu hohe Sauerstoffkonzentrationen bei
gleichzeitig geringen  Methankonzentrationen sogar hemmend auf die
Methanoxidation auswirken, wahrend die hochste Aktivititen bei niedrigen
Sauerstoff- aber hohen Methankonzentrationen gemessen wurden. WHITTENBURY
et al. (1975) konnten auch bei Reinkulturen Methan oxidierender Bakterien eine
hohe Sensibilitat gegenliber der Sauerstoffkonzentration nachweisen. Die Grunde
dafir sind bislang noch unklar HENCKEL et al. 2000). Aufgrund der Erscheinung,

dass die Methanoxidation durch zu hohe Sauerstoffgehalte gehemmt und im
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Gegensatz dazu bei niedrigen Sauerstoffkonzentrationen maximale Werte
erreichen kann, werden Methan oxidierende Bakterien auch als funktionell
fakultativ mikroaerophile Organismen bezeichnet (HANSON UND HANSON 1996).
Dennoch sind Wachstum und Aktivitat dieser obligat aeroben Bakterien immer an
das Vorhandensein von Sauerstoff gebunden und finden unter streng anaeroben
Verhaltnissen nicht  statt. Eine in  diesem Sinne  ausreichende
Sauerstoffversorgung ist in beiden Untersuchungsstandorten gegeben. Sowohl
der Permafrost-Auengley als auch der Tundra-Moorgley werden von einer
Vegetation mit ausgepragtem Aerenchym- und Wurzelsystem dominiert
(Arctophila fulva bzw. Carex aquatilis), durch die ausreichend Sauerstoff auch in
die anaeroben Bodenbereiche transportiert wird. Abbildung A-2. verdeutlicht, dass
die Bakterienzellen bevorzugt an Wurzelbestandteilen anhaften, womit ihre

Sauerstoffversorgung gewahrleistet ist.

Neben Sauerstoff ist Methan fur den Energie- und Kohlenstoffwechsel der
methanotrophen Bakterien essentiell. Die Methankonzentration
(Substratkonzentration) im Boden wird maf3geblich vom mikrobiellen Prozess der
Methanbildung bestimmt. Sowohl im Permafrost-Auengley als auch im Tundra-
Moorgley gab es einen direkten Zusammenhang zwischen den héchsten
Zellzahlen Methan oxidierender Bakterien und den Zonen der hochsten
Methanbildungsraten unter in-situ-Bedingungen (Abb. 5-16. und Abb. A-4.). Im
Permafrost-Auengley lag diese Zone zwischen 18 und 35 cm Tiefe, wahrend im
Tundra-Moorgley die hochste Methanbildung und die hochsten Zellzahlen
innerhalb der oberen 25 cm Bodentiefe ermittelt wurden. Ein direkter
Zusammenhang zwischen den Zellzahlen Methan oxidierender Bakterien und der
Methanoxidationsaktivitdt konnte jedoch nicht aufgezeigt werden. Dies wirft die
Frage auf, welchen Einfluss die Methanbildung und damit die
Methankonzentration auf die Methanoxidationsaktivitdt hat. Diese Frage wird
spater im Zusammenhang mit dem Einfluss unterschiedlicher
Methankonzentrationen auf die Oxidationsaktivitaten beantwortet.

An dieser Stelle bleibt festzuhalten, dass die Methanbildung unter in-situ-
Bedingungen in beiden Standorten annahernd gleiche Werte besal3, wahrend die
Methanoxidation im Permafrost-Auengley jedoch deutlich hoéher als im Tundra-

Moorgley war. Damit kdnnen auch die im Vergleich zum Tundra-Moorgley deutlich
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geringeren Methankonzentrationen im Permafrost-Auengley mit zunehmender

Tiefe erklart werden.

Im Permafrost-Auengley korrelierten die Zonen der hochsten Methanbildung nicht
nur mit den hochsten Zellzahlen, sondern auch mit den Regionen der gré3ten
Wurzeldichte. Der Zusammenhang zwischen der Wurzeldichte, der Verflugbarkeit
an Substraten fur die Methan bildende Mikroflora und der Methanbildungsaktivitat
in arktischen Feuchtgebieten bzw. der Rhizosphare und den Zellzahlen Methan
oxidierender Bakterien in Reisfeldern wurde auch bereits von anderen Autoren
beschrieben JOABSSON und CHRISTENSEN 2001, ELLER und FRENZEL 2001). Die
Verfugbarkeit an Substraten fur die Methan bildende Mikroflora wird von der
Qualitat und Quantitéat des gelésten organischen Kohlenstoffs (DOC) bestimmt.
Die Konzentration des DOC war im Tundra-Moorgley (7,2 — 17,2 mg I'1; Abb. A-1.)
wesentlich hoher als im Permafrost-Auengley (2,5 — 8 mg '), dessen Oberboden
nur etwa ein Viertel an geloster organischer Substanz besal? als der des Tundra-
Moorgleys. Die Tatsache jedoch, dass die Methanbildungsaktivitat in beiden
Standorten annahernd gleich und die Zellzahlen, die von der Methanbildung
beeinflusst werden, sogar weitaus hoher im Permafrost-Auengley mit den
geringeren DOC-Gehalten waren, lasst darauf schlie3en, dass die Quantitat des
DOC nicht ausschlaggebend fur die Methanoxidation ist. Vielmehr ist die
Bioverfugbarkeit und die Abbaubarkeit der Verbindungen des gelosten
organischen Kohlenstoffes entscheidend. Das C/N-Verhaltnis im Permafrost-
Auengley liegt zwischen 10 und 15 und ist deutlich enger und damit biologisch
gunstiger als im Tundra-Moorgley (30 bis 40). Dadurch ist der prozentuale Anteil
an Stickstoff im Permafrost-Auengley signifikant hoher. Stickstoff ist Bestandteil
vieler polarer, funktioneller Gruppen chemischer Verbindungen wie zum Beispiel
den Aminosauren. Neben Kohlenhydraten tragen diese zu einer qualitativen
Aufwertung des DOC bei, da sie von Mikroorganismen leicht abbaubar sind
(MARSCHNER und KALBITz 2003). Die Verfugbarkeit von Stickstoff ist in Tundren oft
limitiert. Da ihnen aus Verwitterung und Luftpfaden von auf3en nur wenig Stickstoff
und Phosphor zugefiihrt werden und die Nahrstoffversorgung ausschliel3lich von
der Ruckfuhrung der Nahrstoffe aus der organischen Bodensubstanz abhangt,
werden Tundren auch als ‘Nahrstoffwiisten’ bezeichnet (CHAPIN Il et al. 1975,
CHEN et al. 2003). Die Methanbildung unter in-situ-Bedingungen Kkorrelierte im
Permafrost-Auengley direkt mit dem C/N-Verhaltnis (Abb. 5-16. und Abb. 5-8.) und
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nicht, wie im Tundra-Moorgley, mit dem DOC selbst (WAGNER et al. 2003).
Demzufolge deutet alles darauf hin, dass die Qualitat des DOC im Permafrost-
Auengley wesentlich hoher ist, was sich positiv auf die methanogene und
methanotrophe Mikroflora auswirkt. Eine ausreichende Erklarung dafir, warum der
Permafrost-Auengley in Bezug auf die Methan oxidierende Mikroflora ein weitaus

gunstigeres Habitat darstellt, ist damit jedoch noch nicht gegeben.

Die signifikantesten bodenphysikalischen Unterschiede beider Standorte bestehen
im Substrat und der damit verbundenen Porengrdf3enverteilung.

Das dominierende Substrat im Permafrost-Auengley ist Schluff. Sein Anteil ist in
allen Horizonten hoher als 50 %, wahrend er im sandigen Tundra-Moorgley
weniger als 15 % ausmacht. Der damit verbundene mehr als dreimal so grof3e
Mittelporenanteil des Permafrost-Auengleyes (15 bis 40 %) im Vergleich zum
Tundra-Moorgley (=5 %) wirkt sich zugunsten der Zellzahlen der Methan
oxidierenden Bakterien aus, da ein hoher Anteil an Mittelporen sowohl den
Bodenwasser- und Bodenlufthaushalt begunstigt, als auch die Verfugbarkeit von
Substraten. Diese beispielsweise ist bei einem zu hohen Anteil an Feinporen
durch starke Sorptionskrafte gehemmt MARSCHNER und KALBITZ 2003), wahrend
ein hoher Grobporenanteil wiederum die Ausbildung von Biofilmen verhindert und
dadurch ungulnstige Bedingungen fir Mikroorganismenpopulationen schafft. Die
Zellzahlen sind im Permafrost-Auengley ebenfalls mehr als dreimal so hoch wie im
Tundra-Moorgley. Eine positive Korrelation zwischen dem Volumen der
Mittelporen und der Zellzahl von Mikroorganismen hatten schon WAGNER et al.
(1999) fur die methanogenen Archaeen beschrieben. Auch innerhalb des
Permafrost-Auengleys wird dieser Zusammenhang deutlich. Im Vergleich zum Ai-
Horizont halbieren sich im Ah-Horizont nicht nur die Zellzahlen Methan
oxidierender Bakterien (von 4300 auf 2300 Zellen g* Boden), sondern auch der
Anteil an Mittelporen (31,1 % auf 14,9 %).

Ein weiterer Aspekt in der Beurteilung beider Standorte als Lebensraum der
methanotrophen Mikroflora stellt die Bodenreaktion dar. Der optimale pH-Wert fir
das Wachstum der methanotrophen Mikroflora liegt zwischen pH 6 und 7 KING
1990). Exakt dieses anndhernd neutrale Bodenmilieu konnte im Labor fir den
Permafrost-Auengley bestimmt werden. Das Bodenmilieu, das fur den Tundra-
Moorgley nach der gleichen Methode (VDLUFA 1991) im Labor bestimmt wurde,

war zwar durchweg stark sauer (pH 4,7 bis 5,1), die pH-Werte jedoch, die anhand
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der Porenwasseranalytik im Feld bestimmt wurden, lagen im neutralen bis
alkalischen Milieu KuTtzBAcH 2000). Ein Vergleich beider Standorte bezlglich der
Bodenreaktion ist daher schwierig, da nicht vorhersehbar ist, inwieweit die pH-

Werte des Permafrost-Auengleys durch die Messung im Labor verfalscht wurden.

6.2 Einfluss der Temperatur und der Substratkonzentration auf die

Aktivitatspotentiale der Methan oxidierenden Bakterien

Die Aktivitdt der methanotrophen Bakterien hangt von der Synthese von
Enzymen, dem Aktivwerden von Dauerstadien und/oder dem Wachsen der
Populationen ab HENCKEL et al. 2000). Diese Faktoren werden entscheidend von
der Temperatur und von der Substratkonzentration beeinflusst.

Im Ubergangsbereich zum Permafrost (> 40 cm Tiefe), der durch konstant niedrige
in-situ Temperaturen gekennzeichnet ist, wurde die maximale Oxidationsaktivitat
bei einer Temperatur von 4 °C ermittelt. In der gleichen Tiefe zeigten die Methan
oxidierenden Bakterien bei 10 bzw. 21 °C jedoch weniger als die Halfte ihrer
Aktivitat bei 4 °C. Dies wird durch Untersuchungen von OMELCHENKO et al. (1993)
bestatigt, die erstmals eine psychrophile methanotrophe Art der Gattung
Methylococcus (Typ ) aus einem Tundrenboden isolieren konnten. Dieser
Organismus zeigte ein ideales Wachstum bei 3,5-10 °C, wahrend er bei 15 °C
wesentlich langsamer und bei 20 °C kaum noch wuchs. Enzymologische Analysen
zeigten, dass das Enzym der Methan oxidierenden Bakterien, die Methan-
Monooxygenase, ein Temperaturoptimum > 20 °C hat. ZAVARZIN (1994) konnte
jedoch zeigen, dass die Aktivitat von psychrophilen Organismen mit sinkenden
Temperaturen steigt. Er postulierte, dass obligat Organismen eine gewissermal3en
‘'defekte’ Protein- (Enzym-) Synthese besitzen, die daflr verantwortlich ist, dass
ihre Aktivitat mit sinkenden Temperaturen zunimmt.

Im Gegensatz zu den tieferen und kalteren Bodenhorizonten besalRen die Methan
oxidierenden Bakterien der obersten 5 cm ein Aktivitatsmaximum, das Uber 20 °C
lag. Das spricht ebenso fiur eine sehr gute Anpassung der methanotrophen
Mikroflora an die in-situ Temperaturen, da die oberen Horizonte im Permafrost-
Auengley eine um mehr als 10 °C hohere Bodentemperatur als der
Ubergangsbereich zum Permafrost aufwiesen. Dennoch zeigten auch die Methan
oxidierenden Bakterien der obersten Bodenbereiche bei 10 °C mehr als die Halfte,
bei 4 bzw. 0 °C immerhin noch etwa ein Drittel der Aktivitat bei 21 °C. Diese
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Wachstumscharakteristik psychrotoleranter Organismen (Kap. 2.3) lasst darauf
schliel3en, dass diese Methan oxidierenden Bakterien entweder der Gruppe der
psychrotoleranten Organismen selbst oder einer Mischflora aus psychrophilen und
mesophilen Organismen angehoren. Diese Temperaturanpassung ermoglicht eine
Methanoxidation, die Uber die Sommermonate hinaus geht und auch im Herbst
und Frihjahr eine Senke fir Methan darstellt.

Eine besondere 6kologische Bedeutung hat der Umstand, dass die Organismen
ab 40 cm Bodentiefe nach Auftauen (Lagerung im Labor im gefrorenen Zustand)
und Vorinkubation mit Methan bei 4 °C eine mehr als doppelt so hohe Aktivitat
zeigten, als bei 10 bzw. 21 °C, obwohl die Methanoxidationsaktivitaten unter in-
situ-Bedingungen mit zunehmender Tiefe und abnehmenden Temperaturen
geringer wurden. Die Laborergebnisse zeigen, dass die Methan oxidierenden
Bakterien in den tieferen, konstant kalteren Horizonten des Permafrost-Auengleys
durch ein psychrophiles Wachstum (Top < 15 °C) an die extremen Bedingungen
des Permafrostes angepasst sind.

Zusatzlich tritt hier ein Effekt in Erscheinung, den ScHIMEL und CLEIN (1996) bei
Gefrier- und Auftauprozessen in  Tundren beobachten konnten. Durch
Gefrierprozesse sterben und lysieren zllen, wobei niedermolekulare Zucker und
Aminosauren abgegeben werden. Die Konzentration dieser Substanzen, die
mafdgeblich fur die Qualitat des DOC und damit fur die Aktivitat samtlicher
Mikroorganismengemeinschaften verantwortlich sind, steigt dabei in der
Bodenlosung deutlich an. Wahrend des Auftauprozesses, bei dem die Zellen
wieder aktiv werden, kommt es infolgedessen zu einem regelrechten
Aktivitatsimpuls.

Auch die Ergebnisse der Methanoxidationsaktivitdten unter in-situ-Bedingungen
weisen deutlich auf eine Anpassung der methanotrophen Mikroflora an die
Temperaturverhéltnisse in Permafroststandorten hin. Die Methanoxidationsraten
unter in-situ-Bedingungen im Tundra-Moorgley waren unabhéngig von der
Temperatur, die innerhalb des Profils von 8 °C auf etwa 0,5 °C sank, bis zu einer
Tiefe von 25 cm gleichbleibend hoch (Abb. A-3., rechts). Die Tatsache, dass die
Methanoxidationsaktivitat mit sinkenden Temperaturen nicht abnahm, ist ein
weiteres Indiz dafir, dass die methanotrophe Mikroflora in den tieferen und

kalteren Bodenhorizonten an die in-situ Temperaturen angepasst ist.
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Im Permafrost-Auengley nimmt die Methanoxidation unter in-situ-Bedingungen
zwar mit zunehmender Tiefe entlang des Temperaturgradienten ab. Das jedoch
lasst sich mit dem Zeitraum der Messungen erklaren. Im Permafrost-Auengley
wurde die Methanoxidation unter in-situ-Bedingungen bereits Mitte Juli ermittelt,
im Tundra-Moorgley erst Anfang August. Innerhalb der Gruppe der Methan
oxidierenden Bakterien ist die Ausbildung von Dauerstadien weit verbreitet. Im
Verlauf des Auftauprozesses des ’active layers’ im Sommer nach der
permanenten Bodengefrornis im Winter werden diese Dauerstadien mit
zunehmender Auftautiefe aktiv. Im Permafrost-Auengley war in den tieferen

Regionen Mitte Juli ein Grof3teil der Dauerstadien demzufolge noch inaktiv.

Wahrend die Temperatur die Synthese der Methan-Monooxygenase beeinflusst,
wirkt sich die Methankonzentration auf die Anzahl der an der Oxidation beteiligten
Enzyme aus und beeinflusst damit die Aktivitit der Methan oxidierenden
Bakterien. Je hoher die Methankonzentration ist, desto mehr Enzyme sind bis zum
Erreichen der Grenzkonzentration an der Umsetzung beteiligt und desto hoher ist
ihre Aktivitat. Die Aktivitatsmessungen am Profil des Permafrost-Auengleys
bestétigen diesen Zusammenhang. Mit zunehmender Methankonzentration von
1000 ppm auf 5000 ppm nimmt auch die Methanoxidationsaktivitat in fast allen
Horizonten um mehr als das Doppelte zu. Eine Zunahme der Aktivitat von
methanotrophen  Bakterien in Reisfeldern durch Inkubation bei hohen
Methankonzentrationen konnten auch HENCKEL et al. (2000) beobachten. Bei einer
weiteren Erhéhung der Methankonzentration auf 21000 ppm jedoch stieg nur in
den Horizonten ab 18 cm Bodentiefe auch die Aktivitat weiter an, wahrend sie in
den oberen Horizonten des Permafrost-Auengleys stagnierte bzw. sogar wieder
leicht abnahm. In Anbetracht der in-situ Methankonzentrationen, die mit
zunehmender Bodentiefe deutlich anstiegen, bedeutet das eine Anpassung der
Methan oxidierenden Bakterien an die Methankonzentrationsgradienten im
Tiefenprofil. Die Substrataffinitaét nimmt innerhalb des Profils mit zunehmender
Tiefe deutlich ab, was sich in den K,-Werten widerspiegelt. Diese haben sich im
Ubergangsbereich zum Permafrost im Vergleich zum Ai-Horizont mehr als
versechsfacht. Organismen mit einer hohen Substrataffinitat erreichen ihre
maximale Stoffwechselaktivitat bei niedrigeren Substratkonzentrationen, als
Organismen mit einer niedrigen Substrataffinitat. BENDER UND CONRAD (1992)

unterschieden  zwischen  einem lowaffinity und einem  high-affinity-
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Aufnahmesystem fir Methan. Das erste System ist charakteristisch fir
Bodenproben, die bei hohen Methankonzentrationen vorinkubiert wurden, hohe
Km-Werte und eine erhthte Schwellenkonzentration besal3en. Das zweite ist
charakteristisch fur Boden, die an geringe atmospharische Methankonzentrationen
angepasst sind. Sie besitzen kleine Ky-Werte und eine niedrige
Schwellenkonzentration. Eine hohe Substrataffinitdt und damit kleine Kp-Werte
sprechen fir einen effizienten Energiestofiwechsel, da schon geringe
Substratkonzentrationen fir eine maximale Aktivitat ausreichen (BENDER und
CONRAD 1992, MACALADY et al. 2002).

Die niedrigen KWerte in den oberen Horizonten des Permafrost-Auengleys
deuten demzufolge auf eine Anpassung der Methan oxidierenden Bakterien an die
geringeren Methankonzentrationen im Oberboden sowie einen in Bezug auf die
Substratkonzentration effizienteren Energiestoffwechsel hin, als den der Bakterien
in den tieferen Horizonten, die durch die Methanbildungsaktivitat durch hohe

Methankonzentrationen versorgt werden.

6.3 Einfluss von Temperatur und Substratkonzentration auf die
Zusammensetzung der Methan oxidierenden Bakterien im

Tiefenprofil von Permafroststandorten

Sowohl im Permafrost-Auengley als auch im Tundra-Moorgley konnten mit
Hilfe der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung Typ | Methan oxidierende Bakterien im
gesamten Profil nachgewiesen werden, wahrend Typ Il Methan oxidierende
Bakterien im Permafrost-Auengley erst ab 18 cm Tiefe und im Tundra-Moorgley
ab 25 cm detektiert wurden. Das Auftreten von Typ Il Methan oxidierenden
Bakterien scheint direkt mit der Zunahme der in-situ Methankonzentration
korreliert zu sein. In beiden Standorten stieg diese ab einer Tiefe von 20 cm
deutlich an. Im Permafrost-Auengley erhoht sich die Methankonzentration ab 40
cm Bodentiefe sogar sprunghaft. In diesem Ubergangsbereich zur Permafrosttafel
dominierten quantitativ Typ Il Uber Typ | Methan oxidierende Bakterien. Typ I
Methan oxidierende Bakterien sind schlechter an niedrige Substratkonzentrationen
angepasst, weil sie durch eine weitaus geringere Substrataffinitat gekennzeichnet
sind, jedoch besser an unginstige Lebensbedingungen wie mit zunehmender

Tiefe abnehmende Sauerstoffgehalte und Temperaturen (MACALADY et al. 2002).
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HENCKEL et al. (2000) ermittelten in Reisfeldern eine Dominanz von Typ | Methan
oxidierenden Bakterien bei niedrigen Methankonzentrationen (1000 ppm),
wahrend mit zunehmenden Methankonzentrationen Typ | und Typ |
methanotrophe Bakterien gleichermallen an der Oxidationsaktivitat beteiligt
waren. Offensichtlich werden Typ Il methanotrophe Bakterien spater akitiv,
reagieren langsamer auf veranderte Umweltbedingungen und besitzen eine
stabilere Population, wahrend Typ | methanotrophe Bakterien bei ungulnstigen
Bedingungen zwar schneller in Dauerstadien tbergehen, jedoch auch wesentlich
schneller wieder aktiv werden, sobald sich die Lebensbedingungen verbessern
(VECHERSKAYA et al. 1993).

Bislang ist noch ungeklart, ob sich die physiologischen Unterschiede zwischen
Typ | und Typ Il Methan oxidierenden Bakterien auf ihre Verbreitung auswirken
(MACALADY et al. 2002). Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse
jedoch lassen durchaus Zusammenhange zwischen den physiologischen
Merkmalen von Typ | und Typ Il Methan oxidierenden Bakterien einerseits und
ihrer Verbreitung im Tiefenprofil, die Resultat unterschiedlicher Aktivitats- und
Anpassungspotentiale an verschiedene Standortfaktoren ist, erkennen.

Die Tatsache, dass im Oberboden beider Standorte nur Typ I, jedoch keine Typ I
Methan oxidierenden Bakterien nachgewiesen werden konnten, deutet darauf hin,
dass Typ | methanotrophe Bakterien fir die hohe Substrataffinitdt der
Oberbodenorganismen verantwortlich sind. Demzufolge besitzen sie einen
effizienteren Energiestoffwechsel. Diese Effizienz kdnnte Resultat ihres Enzyms
sein, denn im Unterschied zu Typ II, besitzen Typ | Methan oxidierende Bakterien
ausschlief3lich eine partikulare Methan-Monooxygenase (pMMO). Diese kann im
Vergleich zur l6slichen Methan-Monooxygenase (SMMO) nur Methan, nicht jedoch
Methanol, Formiat oder Methylamine oxidieren (TROTSENKO und KHMELENINA
2003). Demzufolge sind Typ | methanotrophe Bakterien in ihrer
Substartverfugbarkeit gegentber Typ Il methanotrophen Bakterien, die zu einem
grof3en Teil auch die SMMO besitzen, eingeschrankt.

Typ | Methan oxidierende Bakterien sind offensichtlich nicht nur besser an das
Substrat, sondern auch an die Temperaturen in arktischen Feuchtgebieten
angepasst. Alle bislang isolierten psychrophilen Arten methanotropher Bakterien
gehoren der Gruppe der Typ | Methan oxidierenden Bakterien an (TROTSENKO und
KHMELENINA 2003). Die psychrophile Art der Gattung Methylococcus, die von

OMELCHENKO et al. (1993) aus einem Tundren-Boden im Ural isoliert werden
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konnte, besald die Zellform kleiner Coccen bzw. Diplococcen. Die in dieser Arbeit
mittels FISH nachgewiesenen Typ | methanotrophen Bakterien des Permafrost-
Auengleys und auch des Tundra-Moorgleys waren zum grof3en Teil ebenfalls
kleine Coccen und Diplococcen, die sich offenbar durch Teilung in zwei neue
Zellen reproduzieren (Abb. 520.). Nur in zwei Horizonten des Tundra-Moorgleys
(10-15 cm bzw. 26-31 cm Tiefe) wurden stdbchenférmige Typ | methanotrophe
Bakterien detektiert (Abb. 5-24.).

Psychrophile und psychrotolerante Mikroorganismen weisen einen hdheren Anteil
an ungesattigten Fettsauren in Membranen auf als meso- und thermophile
Organismen (NEDWELL 1999). In der Ausbildung der Membranen scheint daher ein
wichtiger Faktor der Anpassung von Organismen an tiefe Temperaturen zu liegen.
Typ | und Typ Il Methan oxidierende Bakterien unterscheiden sich in der
Anordnung ihrer intrazellularen Membranen. In den Typ | Methan oxidierenden
Bakterien ist diese stapelformig, bei Typ Il jedoch entlang der
Cytoplasmamembran angeordnet. Bei nicht kélteangepassten Organismen
werden die Membranen bei tiefen Temperaturen viskos und starr, wodurch ihre
Funktionsttchtigkeit verloren geht. NEDWELL (1999) stellte einen Zusammenhang
zwischen dieser verminderten Funktionstichtigkeit der Membranen und der
verminderten  Substrataffinitdt bei  niedrigen  Temperaturen  fir  nicht
kalteangepasste Organismen her. Die Zellform der Typ | methanotrophen
Bakterien im Permafrost-Auengley und im Tundra-Moorgley als auch die geringe
Substrataffinitat der Typ Il Methan oxidierenden Bakterien, die ausschlief3lich in
tieferen Bodenhorizonten detektiert werden konnten, sowie die hohen Aktivitdten
bei niedrigen Temperaturen im Labor nach Vorinkubation lassen demzufolge auf
Folgendes schliel3en:

Die abnehmende Substrataffinitat der Methan oxidierenden Bakterien mit
zunehmender Bodentiefe in den untersuchten Permafroststandorten ist auf Typ Il
Methan oxidierende Bakterien und deren Selektionsvorteil bei ungunstigen
Lebensbedingungen zuriickzufihren. Die hohe Substrataffinitait der Methan
oxidierenden Bakterien der oberen Horizonte hat ihre Ursache in der Dominanz
der Typ | Methan oxidierenden Bakterien und deren effizienteren Stoff- und
Energiewechsel bei glnstigen Lebensbedingungen. Die psychrophilen
Organismen im Ubergangsbereich zum Permafrost bzw. im Permafrostbereich
selbst gehdren der Gruppe der Typ | Methan oxidierenden Bakterien an. Da diese

Organismen kalteangepasst sind, ihre maximale Aktivitdt bei niedrigen
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Temperaturen haben und dariber hinaus schnell aktiv werden, sobald sich die
Lebensbedingungen bessern, sind die Typ | methanotrophen Bakterien fur die
hohen Aktivitaten im Labor bei 4°C verantwortlich. Da sie unter unglnstigen
Bedingungen schnell inaktiv werden, sind sie jedoch auch der Grund daflr, warum
die Oxidationsaktivitdten unter in-situ-Bedingungen im Permafrost-Auengley im

Ubergangsbereich zum Permafrost sehr gering waren.

6.4 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse dieser Arbeit zur Verbreitung und den Aktivitatspotentialen
Methan oxidierender Bakterien im Tiefenprofil zweier Permafrostbdden zeigen,
dass diese Mikroflora sehr gut an die Temperaturen und Methankonzentrationen
in Boden arktischer Feuchtgebiete angepasst ist. Methan oxidierende Bakterien
sind im gesamten Tiefenprofil beider Bo6den nachgewiesen worden. Die
unterschiedlichen physiologischen Eigenschaften und Anpassungspotentiale von
Typ | und Typ Il Methan oxidierenden Bakterien fihren zu einer unterschiedlichen
Verbreitung und Zusammensetzung dieser Mikroflora, die es ermoglichen, dass
Methan oxidierende Bakterien nicht nur in den Oberbodenhorizonten, sondern im
gesamten Tiefenprofil der Boden als Senke fur Methan fungieren koénnen. Im
Ubergangsbereich zum Permafrost und im Permafrosthorizont selbst, den
Bodenhorizonten, die konstant durch Temperaturen um den Gefrierpunkt und
hohe Methangehalte gekennzeichnet sind, existieren psychrophile
(kalteangepasste) Typ | Methan oxidierende Bakterien (Topt < 15 °C) sowie Typ |l
Methan oxidierende Bakterien mit einer geringen Substrataffinitit. Diese
Mischflora von Typ | und Typ Il Organismen in den tieferen Bodenhorizonten ist
von grof3er Okologischer Bedeutung fir den Methankreislauf dieser Habitate. Die
Typ | Methan oxidierenden Bakterien sind zwar kélteangepasst, bevorzugen
jedoch geringe Methan- und hohere Sauerstoffkonzentrationen, wie sie in den
Oberbodenhorizonten, nicht jedoch in den tieferen Bodenhorizonten gegeben sind.
Ilhre Bedeutung fur die Methanoxidation nimmt also aufgrund der Methan- und
Sauerstoffgradienten im Tiefenprofil ab. Demgegentber sind die Typ Il Methan
oxidierenden Bakterien zwar weniger kalteangepasst, besitzen jedoch eine

maximale Aktivitdt bei hohen Methangehalten. Darliber hinaus zeigten Typ |l
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Methan oxidierende Bakterien die Eigenschaft, fakultativ mikroaerophil zu sein und
konnen daher auch bei sehr geringen Sauerstoffkonzentrationen noch aktiv sein.

In den Oberbodenhorizonten ist die Ausbildung einer Mischflora aus Typ | und Typ
II Methan oxidierenden Bakterien nicht notwendig, da die Methankonzentrationen
hier sehr gering und die Sauerstoffversorgung durch die Vegetation ausreichend
gewdahrleistet ist.  Hier existierten ausschlieBlich die an  geringe
Methankonzentrationen angepassten Typ | Methan oxidierenden Bakterien, die
entweder den psychrotoleranten Organismen oder einer Mischflora aus
psychrophilen und mesophilen Bakterien angehdoren.

Die vorliegenden Ergebnisse ermdglichen wichtige Aussagen zur Methanemission
aus arktischen Feuchtgebieten. Methan oxidierende Bakterien fungieren in
arktischen Feuchtgebieten nicht nur im Sommer, sondern auch im Frihjahr und
Herbst als Senke fur Methan.

Die Methanoxidation durch Methan oxidierende Bakterien ist ein bedeutender
Prozess zur Regulierung der Methanemission aus arktischen Feuchtgebieten.
Damit liefert die vorliegende Arbeit einen weiteren wichtigen Baustein zum
Verstandnis der heutigen Kohlenstoffdynamik und der zuklnftigen Entwicklung

von Permafrostgebieten als Quelle oder Senke fur klimarelevante Treibhausgase.

6.5 Kritische Betrachtung und Forschungsbedarf

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) hat sich als geeignete
molekulardkologische Methode zur Markierung der Methan oxidierenden
Mikroflora in Bodenproben von Permafroststandorten erwiesen. Aufgrund der
hohen Spezifitat und Signalintensitat der gewéhlten Methanoxidantensonden Ma
450, Mg 85 und Mg 705 (ELLER et al. 2001) konnte die Verbreitung von Typ | und
Typ Il Methan oxidierenden Bakterien im Tiefenprofii von Permafrostbéden
anhand von feldfrischen Bodenproben bestimmt und durch einen Vergleich mit
Anreicherungen der selben Proben verifiziert werden. Indem diese Ergebnisse
mit  Aktivititsmessungen und Standortfaktoren zweier von Permafrost
beeinflusster Boden in Beziehung gesetzt wurden, konnten wichtige Ergebnisse
zur Anpassung von Typ | und Typ Il Methan oidierenden Bakterien gewonnen
werden.

Als weiterer Baustein zum Verstandnis der Kohlenstoffflisse in Permafrostbdden

missen diese Ergebnisse in Folgeuntersuchungen sowohl durch quantitative
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Untersuchungen, wie Zellzahlbestimmungen mittels FISH, als auch durch
qualitative Untersuchungen zur Diversitat der methanotrophen Mikroflora
erweitert werden.

Zellzahlbestimmungen mit der FISH-Methode konnten im Rahmen dieser Arbeit
zum einen aufgrund der begrenzten Zeit nicht vorgenommen werden. Zum
anderen ist dafur die konfukale Lasermikroskopie besser geeignet als die dieser
Arbeit zugrunde liegende Epifluoreszenzmikroskopie. Eine Zellzahlbestimmung
misste dartber hinaus durch erganzenden Einsatz mindestens eines weiteren
Sondenfarbstoffes, wie beispielsweise des Carbocyaninfarbstoffes Cyb5,
vorgenommen werden. Die Markierung eines Objektragerfeldes mit mindestens
zwei Farbstoffen ermoglicht einen direkten Vergleich spezifischer Methan
oxidierender Bakteriengruppen mit der gesamten methanotrophen Mikroflora
bzw. mit allen Bakterien. Eine Zellzahlbestimmung mittels FISH wirde darlber

hinaus eine sehr gute Vergleichsgrundlage zur MPN-Methode darstellen.

Im Rahmen dieser Arbeit beschréankte sich die Charakterisierung der
methanotrophen Mikroflora auf eine Unterscheidung in Typ | und Typ Il Methan
oxidierende Bakterien. Fur konkrete Diversitatsstudien mussten Anreicherungs-
kulturen und Isolate Methan oxidierender Bakterien gewonnen und durch
Polymerase Kettenreaktion (PCR) mit anschlielender Sequenzanalyse
taxonomisch  bestimmt werden. Eine Charakterisierung anhand von

Fettsduremustern ware ebenso denkbar.

Difluormethan (CH;F,), ein selektiver Hemmstoff der Methanoxidation KRUGER
et al. 2002), konnte durch Optimierung der Methode erst im Rahmen der
Aktivitatsmessungen bei  unterschiedlichen Methankonzentrationen sinnvoll
eingesetzt werden, nicht jedoch innerhalb der Messreihe bei unterschiedlichen
Temperaturen. Daher kobnnen die Ergebnisse beider Messreihen nur
untereinander, nicht jedoch miteinander verglichen werden. Der Einsatz des
Hemmstoffes hat sich bewahrt, da in den Parallelen mit CHyF, nahezu keine
Methanoxidation zu beobachten war. Um realistischere Aktivitaten der
Methanoxidation zu ermitteln, die auch den Prozess der Methanbildung
bertcksichtigen, sollte der Hemmstoff CH,F, in Folgeuntersuchungen daher bei

allen Aktivitaitsmessungen eingesetzt werden.
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A Anhang

Tabdle A-1.: KorngroRenverteilung im Typic Aquorthel (Permafrost-Auengley); angegeben in Masseprozent

Tiefe unter Anteil des Substrates am Gesamtgewicht (%)
GOF T fu mu gu u fS mS gS S
(cm) gesamt gesamt
0-5 11,1 17,9 22,6 24,3 64,8 23,6 0,5 0,2 24,2
5-9 20,2 19,8 25,9 15,8 61,4 16,4 1,4 0,6 18,4
9-18 18,3 21,0 28,2 14,3 63,5 17,1 1,1 0,0 18,2
18-20 SANDBAND
20-35 20,2 14,0 25,3 23,4 62,7 14,2 2,7 0,1 17,1
35-40 20,4 14,5 24,8 16,3 55,6 23,4 0,3 0,4 24,0
40-52 17,6 16,7 28,4 22,6 67,7 13,8 0,3 0,5 14,7
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Abbildung A-1: Gehat an geléstem organischem Kohlenstoff (DOC) im Typic Historthel (Tundra-
Moorgley); bezogen auf mg I™* Bodenldsung
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Abbildung A-2.. Zellzahlen (MPN-Methode) der Methan oxidierenden Bakterien im Typic Historthel
(KUTZBACH 2000 entnommen)

Tabelle A2.: potentielle Methanoxidationsaktivitét im Typic Aquorthel (Permafrost-Auengley) bei 21 °C, 10
°C,4°Cund0°C

Tiefe unter GOF Methanoxidation in der Zeit 0 - 50 h
(cm) (Abbau in nmol h™ g™ [FG])
21 °C 10 °C 4°C 0°C
0-5 45,6 27,68 16,49 14,64
5-9 17,47 9,96 18,6 10,93
9-18 14,69 16,25 10,35 12,3
18-35 13,93 11,31 7,57 11,04
35-40 16,42 12,82 6,02 9,43
40-52 16,36 20,56 50,37 13,05
>52 15,57 20 43,23 11,53
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Tabelle A3.: Methanoxidationsaktivitét unter in-situ-Bedingungen und in-situ Bodentemperaturen im Typic
Aquorthel (Permafrost-Auengley)

Tiefe unter GOF Methanoxidationsaktivitat Temperatur
(cm) (nmol h™ g™ [FG)) (°C)
0-5 75,62 + 3,20 17,5
5-9 39,43 +1,85 14,2
9-18 14,73 + 1,47 8,25
18-35 26,33+ 0,97 4,25
35-40 16,63 +1,71 19

Tabdle A-4.. potentielle Methanoxidationsaktivitét im Typic Aquorthel (Permafrost-Auengley) bel einer

M ethanausgangskonzentration von 1000 ppm, 2000 ppm, 5000 ppm und 21000 ppm

Tiefe unter
GOF (cm) 21000 ppm 5000ppm 2000ppm 1000ppm
0-5 24491 £ 16,58 301,36 £9,98 132,61 £ 3,32 79,91 +£1,32
5-9 237,06 + 40,70 290,71 £11,61 126,56 + 3,68 77,41 £0,92
9-18 212,99 + 25,82 263,43 £15,11 108,2 £7,94 68,51 £ 3,28
18-35 217,79 £ 64,87 126,13 +40,71 105,26 +12,91 79,16 £5,17
35-40 282,51 + 28,26 2448 +534 116,82 +2,98 80,84 £1,82
40-52 311,81 + 25,86 175,17 £9,58 110,2 £2,17 81,48 £2,02
>52 670,31 £184,97 320,14 £2,97 127,21 + 2,96 85,6 +2,22
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Abbildung A-3.. Methanoxidationsaktivitdt unter in-situ-Bedingungen und in-situ Temperaturen im
Tiefenprofil des Typic Historthel (Tunrda-Moorgley); links: Anfang Juli 1999, rechts: Anfang August 1999
(WAGNERet. al 2003 enthommen)
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Abbildung A-4.. Methanbildungsaktivitdt unter in-situ-Bedingungen und in-situ Temperaturen im
Tiefenprofil des Typic Historthel (Tunrda-Moorgley); links: Anfang Juli 1999, rechts: Anfang August 1999
(WAGNER et a. 2003 enthommen)
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Abbildung A-5.. Bodenprobe aus dem Ai-
Horizont (0 bis 5 cm) des Typic Aquorthel
(Permafrost-Auengley); a: FISH  mit
Eubakteriensonden (EUBmix: EUB 338 +
EUB 3381 + EUB 338 11); b: DAPI-Féarbung;
c: FISH und DAPI Uberlagert

atb+c:  Zellen haften bevorzugt an
organischer Bodensubstanz

c: mehr als 50 % der unspezifisch mit
DAPI markierten Zellen gehdren zu den
Eubakterien
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