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stritten. Deshalb ist es notwendig, dass ge-
eignete mikrobiologische Methoden zur
Verfiigung stehen, mit deren Hilfe potenti-
elle Gefahren fiir die Bodenmikroorganis-
men erkennbar sind.

Es sind eine Reihe von Methoden vorhan-
den, die es erlauben, Verdnderungen der Mi-
kroorganismen im Boden zu erkennen und
zu quantifizieren. Bei diesen Methoden han-
delt es sich um Messungen von Aktivitidten
(Funktionen) und Bestimmungen von mi-
krobiellen Diversitaten (Differenzierung mi-
krobieller Populationen). Diese Arbeit zeigt,
was beachtet werden muss, wenn mit Boden-
proben gearbeitet wird. Sie gibt einen
Uberblick iiber Nachweismethoden in der
Bodenmikrobiologie. Eine <Standardme-
thode>, die alle Fragen auf einmal beantwor-

Andrea Neff, Dipl. Natw. ETH, Eidgendssische Materialpriifungs- und Forschungsanstalt EMPA
St.Gallen, Abteilung Biologie, Lerchenfeldstrasse 5, CH-9014 St.Gallen
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tet, gibt es nicht. Es stehen vielmehr ver-
schiedene Methoden zur Auswahl, mit wel-
chen die Mikroorganismen im Boden von
verschiedenen Seiten betrachtet werden
konnen.

Beim Nachweis der mikrobiellen Aktivitét
werden Parameter, welche mit dem Stoff-
wechsel von Mikroorganismen zusammen-
hdngen, bestimmt und verglichen (zum Bei-
spiel Enzymaktivitit, Sauerstoffverbrauch
oder Kohlendioxidproduktion der Mikroor-
ganismen). Konventionelle Methoden fiir
den Nachweis der mikrobiellen Diversitit
beruhen auf der Kultivierung, Anreicherung
und Isolierung der Mikroorganismen'im La-
bor. Methoden ohne vorhergehende Kulti-
vierung werden fiir die quantitative Biomas-
sebestimmung herangezogen (zum Beispiel
die Fumigations- und Respirationsmethoden
oder die Bestimmung von Biomarkern). Die
Anwendung von molekulargenetischen Me-
thoden haben die Bodenmikrobiologie einen
grossen Schritt vorwérts gebracht. Fluores-
zierende Antikorper, Gen-Sonden, Repor-
ter-DNA, PCR und TTGE werden eingesetzt.
Was sich hinter diesen Schlagwortern ver-
steckt, wird in dieser Arbeit erldutert.

1. Einleitung

Im Rahmen meiner Dissertation mache ich
an der Eidgendssischen Materialpriifungs-
und Forschungsanstalt (EMPA) St.Gallen
Abbauversuche mit biologisch abbaubaren
Werkstoffen. Biologisch abbaubare Werk-
stoffe sind natiirliche oder synthetische Po-
lymere, die kunststoffahnliche Eigenschaf-
ten aufweisen. In geeigneter Umgebung
(Kompost, Erde, Abwasser) werden sie in
kleinere Fragmente gespalten, welche von
Mikroorganismen aufgenommen und umge-
setzt werden konnen. Die Vollstindigkeit
des biologischen Abbaus und die Kompos-
tierbarkeit dieser Werkstoffe muss nachge-
wiesen werden. Dazu haben wir zwei Labor-
anlagen entwickelt. Mit ihnen ist es moglich,
den aeroben Abbau (Abbau in Anwesenheit

von Sauerstoff) in Erde und Kompost zu ver-
folgen. Wenn die Mikroorganismen den
Werkstoff umsetzen, veratmen sie ithn zu
Kohlendioxid oder bilden eigene Biomasse.
Fiir die Kohlenstoftbilanz und fiir die Be-
stimmung der Vollstdndigkeit der biologi-
schen Abbaubarkeit ist es wichtig, diese zwei
Umwandlungsprodukte zu erfassen. Das
freigesetzte Kohlendioxid kann im Gasstrom
nachgewiesen werden. Fiir die Zunahme der
Biomasse musste eine Methode gefunden
werden, mit welcher es moglich ist, die Bio-
masse in der Erde beziehungsweise im Kom-
post nachzuweisen. Wihrend des Abbau-
prozesses soll zudem die mikrobielle
Diversitidt bestimmt werden. Wir wollen wis-
sen, welche Mikroorganismen an den ver-
schiedenen Phasen des Abbauprozesses be-
teiligt sind. Aus diesem Grund beschiftige
ich mich mit dem Nachweis von Mikroorga-
nismen im Boden. Als erstes mochte ich aber
einen Einblick in die Funktion und Bedeu-
tung von Mikroorganismen im Lebensraum
Boden geben.

2. Funktion und Bedeutung von Mikro-
organismen im Boden

Zu den Mikroorganismen zdhlen alle mikro-
skopisch kleinen, ein- oder wenigzelligen Or-
ganismen: also Bakterien, tierische Einzeller
und ein Grossteil der Algen und Pilze. Wenn
in dieser Arbeit von den Mikroorganismen
im Boden die Rede ist, sind damit die Bo-
denbakterien, inklusive Actinomyceten, und
die mikroskopisch kleinen Pilze und Algen
gemeint, welche der Zahl und dem Umfang
ithrer Tédtigkeit nach innerhalb des Bodenle-
bens dominieren. Die Bakterien des Bodens
sind kleinste (0,5-1 pm), einzellige Organis-
men mit prokaryotischer Zellstruktur
(Procyte mit geringer Kompartimentierung).
Die einzelligen, mycelbildenen Strahlenpilze
(Actinomyceten) sind pilzdhnlich wach-
sende Bakterien. Sie bilden ndmlich wie
Pilze oft ein weit verzweigtes Mycel, haben
aber die Zellstruktur der Bakterien. Pilze
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(Abbildung 1) durchziehen den Boden mit
ihrem Mycel (Pilzfaden) und bilden sporen-
tragende Organe. Sie sind Vertreter der Eu-
karyoten. Die eukaryotische Zelle (Eucyte)
ist durch Organellen stédrker kompartimen-
tiert und hat einen etwa zehnfach grosseren
Zelldurchmesser als die Bakterienzelle.

Die verhiéltnisméssig grosse Zellober-
fliche zum Zellvolumen und die unmittelba-
ren Kontakte zum umgebenden Medium er-
moglichen einen hohen Stoffaustausch und
dadurch hohe Stoffwechsel- und Wachs-
tumsraten  (kurze  Generationszeiten).
Zudem sind Mikroorganismen ubiquitdr
(allgegenwirtig) verbreitet, besitzen wir-
kungsvolle Uberlebensmechanismen und
eine hohe Anpassungsfihigkeit.

Mikroorganismen haben eine Vielfalt des
Stoffwechsels herausgebildet. Wihrend die
héheren Organismen im Verlauf der Evolu-
tion eine grosse morphologisch-anatomische
Differenzierung erreichten, besitzen die Mi-
kroorganismen, vor allem die Bakterien,
eine ausgepragte biochemische Differenzie-
rung. Darauf beruht ihre grosse Bedeutung
in den Stoffkreislaufen. Den Mikroorganis-
men stehen vielfdltige Wege zur Energiege-
winnung und -konservierung zur Verfiigung,
was im Kohlenstoffkreislauf veranschaulicht
werden kann (Abbildung 2).

Nur wenige Bodenmikroorganismen ver-
mogen wie die griinen Pflanzen organische
Verbindungen aus Kohlendioxid und Wasser
zubilden (C-autotroph). Von diesen erhalten
die phototrophen Organismen (Algen, ei-
nige chlorophyllhaltige Bakterien) die dafiir
notige Energie durch das Sonnenlicht (Pho-
tosynthese), die chemolithotrophen Bakte-
rien durch die Oxidation anorganischer Ver-
bindungen (zum Beispiel Ammonium oder
Schwefel). Der grosste Teil der Mikroorga-
nismen im Boden lebt aber von organisch
gebundenem Kohlenstoff (C-heterotroph):
einige von lebenden Pflanzenteilen (Phyto-
phagen), andere von gefangenen Tieren
(Zoophagen), die meisten von toter organi-
scher Substanz (Saprophyten). Sie decken
ihren Kohlenstoff- und Energiebedarf durch

den Abbau von energiereichem totem
pflanzlichen und tierischen Material, wie
Ernteriickstdinde und Hofdiinger. Das End-
ergebnis dieser Abbauvorginge sind die
Mineralisation und die Bildung bodeneige-
ner Restprodukte (Humus), deren weiterer
Abbau nur noch langsam vor sich geht. Bei
der Mineralisation wird aus organischen
Stickstoffverbindungen (wie Proteine, Harn-
saure) Ammonium und Nitrat freigesetzt;
der organische Kohlenstoff wird meistens zu
Kohlendioxid oxidiert und organisch gebun-
dene Mineralien werden als Ionen freige-
setzt. Diese Endprodukte bilden die Nihr-

Abbildung 1:

Pilze unter dem Lichtmikroskop betrachtet.
Oben: Myxotrichum (Kerndurchmesser 240 pum).
Unten: Keimende Schimmelpilzspore (Pilzfaden-
durchmesser 3 um).
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stoffe fiir pflanzliches Wachstum. Tiere und
Menschen wachsen, indem sie Pflanzen oder
Tiere fressen, die sich zuvor von Pflanzen
erndhrten. So schliesst sich der Kreislauf
(Abbildung 2). Tiere und Menschen leben in-
nerhalb des Kreislaufes parasitisch. Ihre An-
wesenheit ist nicht unbedingt notig und ihr
Verschwinden wiirde kaum Effekte auf das
Funktionieren des Kreislaufes haben. Der
totale Zusammenbruch des Kreislaufes
wiirde aber durch das Verschwinden von
Bakterien und Pilzen herbeigefiihrt. Die
griinen Pflanzen miissten ihre Kohlendioxid-
Fixierung bald ecinstellen, wenn Mikro-
organismen nicht durch fortwéhrende Mine-
ralisation fiir eine Regeneration des Kohlen-
dioxids sorgen wiirden.

Obwohl die griinen Pflanzen seit vielen
Millionen Jahren aus Kohlendioxid organi-
sche Verbindungen synthetisieren, hat sich
keine dieser Substanzen in nennenswertem
Masse angehduft. Lediglich ein geringer
Bruchteil ist in Form der stark reduzierten
kohlenstoffreichen Substanzen wie Erdol,
Erdgas und Kohle unter Luftabschluss er-
halten geblieben. Unter aeroben Bedingun-
gen (in Anwesenheit von Sauerstoff) sind
alle biosynthetisch entstandenen Verbindun-

Abbildung 2:

Funktion der Mikro- ‘ Kohlendioxid

organismen im
Kohlenstoffkreislauf
des Bodens.

Photosynthese

Atmosphare Pflanzen

Boden

v

C-autotrophe
Mikroorganismen

Abgestorbene
Pfianzen

Tote organische Substanz

gen abbaubar. Zusédtzlich konnen Mikro-
organismen eine Vielzahl der umfangreichen
anthropogenen — von der chemischen In-
dustrie synthetisierten — Verbindungen um-
setzen.

Welche Verbindungen ein Organismus
verwerten kann, wird durch die Art der
extra- und intrazelluldren Enzyme bestimmt,
die er zu erzeugen vermag. Bei Abbauvor-
gangen wirken meistens verschiedene Mi-
kroorganismenarten nacheinander (Sukzes-
sion). Jeder Mikroorganismus ist auf die
Verwertung bestimmter Stoffgruppen spe-
zialisiert. Nach deren Verbrauch wird er
durch Organismen abgelost, die die entstan-
denen Umwandlungsprodukte, oder die
toten oder lebenden Zellen ihrer Vorgénger
zum Leben bendtigen, bis auch sie wieder ab-
gelost werden.

Die Bedeutung der Mikroorganismen in
den Stoffkreisldufen beschrénkt sich nicht
auf ihr Abbaupotential. Durch symbionti-
sche Wechselbeziehungen mit Pflanzen sind
sie auch fir die Primarproduktion von
Bedeutung. Die Bindung des Luftstickstoffs
wie auch die Phosphatversorgung vieler
Pflanzen gehen auf Symbiose (zum Beispiel
Rhizosphireneffekt, Mykkhoriza) zuriick.

Pflanzenfresser Fleischfresser

Saprophytische
Mikroorganismen

Mineralisation

Fossile Brennstoffe

Kohlenstoffreiche Substanzen
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Zudem konnen viele Schritte in den Stoff-
kreisldufen nur von Mikroorganismen aus-
gefithrt werden (zum Beispiel die Bildung
von Humus, also fruchtbaren Bodens) und
unter extremen Bedingungen (zum Beispiel
in heissen Quellen oder sauerstoffarmer
Umgebung) sind nahezu alle biochemischen
Veridnderungen auf die Tétigkeit von Mikro-
organismen zurlickzufiihren.

3. Grenzen beim Nachweis von Mikro-
organismen im Boden

Will man Mikroorganismen im Boden nach-
weisen, muss man sich als erstes bewusst sein,
dass diese nicht gleichmissig verteilt sind. Da
Mikroorganismen sehr klein sind, sind auch
ihre Habitate sehr klein. Ein Mikrobiologe
muss deshalb lernen <klein zu denken>, wenn
er die Mikroorganismen in ihrer Umgebung
studiert. Fiir ein 1 pm-langes Stibchenbakte-
rium ist eine Distanz von 1 mm dasselbe, wie
fiir einen Menschen eine Distanz von 2 km.
Auf kleinstem Raum konnen chemische,
physikalische und biologische Gradienten
sowohl ortlich wie zeitlich rasch dndern. Dies
kann mit der Verédnderung der Sauerstoff-
konzentration, einem wichtigen mikrobiellen
Parameter, veranschaulicht werden. MADI-
GAN et al. (1997) haben die Sauerstoffkon-
zentration in einem Bodenpartikel mit einer
Mikroelektrode gemessen. Von der gesittig-
ten Oberfldche (21 % Sauerstoff) fithren ver-
schiedene Zonen in den Kernbereich, wel-
cher anaerob ist (0% Sauerstoff) (ortliche
Unterschiede). Eine zeitliche Abnahme der
Sauerstoffkonzentration kann wihrend des
Abbaus von toter organischer Substanz oder
bei der Zunahme des Bodenwassers (Uber-
schwemmung) beobachtet werden. Bei ver-
schiedenen Sauerstoffkonzentrationen kon-
nen physiologisch gesehen sehr verschiedene
Typen von Mikroorganismen vorkommen.
Deshalb miissen geniigend Einzelproben ge-
nommen und zu Mischproben vermengt wer-
den (Ausgleich von ortlichen Unterschie-
den) und die Proben sollten unter moglichst

dhnlichen Umweltbedingungen (Witterung,
Jahreszeit) genommen werden (Ausgleich
von zeitlichen Unterschieden).

Werden Messungen nicht direkt am Ort
(in situ) vorgenommen so besteht die Ge-
fahr, dass nicht alle Mikroorganismen im
Boden auch in der Probe reprisentativ ver-
treten sind. Transport und Lagerung kdnnen
zudem sowohl die mikrobielle Aktivitit als
auch die mikrobielle Diversitét beeinflussen.
Unter neuen Umweltbedingungen gibt es
immer Mikroorganismen, die auf Kosten der
anderen wachsen und solche, die in einen
Ruhezustand tibergehen oder absterben.

Im Labor werden die Bodenproben weiter
bearbeitet. Zuerst werden sie gesiebt: Gro-
bere Partikel, Pflanzenwurzeln oder Boden-
tiere werden abgetrennt. Mikroorganismen,
welche sich an diesen Oberfldachen befinden
werden also spdter nicht mitbestimmt. Es
gibt Nachweismethoden bei denen die ganze
gesiebte Bodenprobe verwendet werden
kann und solche, bei denen die Mikroorga-
nismen zuerst aus dem Boden isoliert werden
miissen (Extraktion). Ein Teil der Zellen be-
findet sich in der Bodenlésung oder im Po-
renvolumen, der weitaus grosste Teil ist aber
mehr oder weniger fest an Huminstoffe und
Ton adsorbiert und muss losgeldst werden.
Falls die Extraktion schédlich oder selektiv
ist, besteht hier wiederum die Gefahr, dass
ein Teil der Mikroorganismen nicht mitbe-
stimmt oder abgetotet wird. Der letzte
Schritt, bei welchem Mikroorganismen «ver-
loren gehen kénnen» ist die Kultivierung im
Labor. Die meisten Mikroorganismen sind
heute im Labor nicht kultivierbar, wachsen
zulangsam oder nicht unter Konkurrenz. Die
Griinde hierfiir liegen zum einen darin, dass
zuwenig tber die Wachstumsbediirfnisse der
entsprechenden Organismen bekannt ist.
Hieraus ergeben sich insbesondere Schwie-
rigkeiten, die genauen Bedingungen fiir das
Wachstum einzelner Mikroorganismen ein-
zustellen.

Beim Nachweis von Mikroorganismen
muss deshalb davon ausgegangen werden,
dass ein Teil der Organismen nicht erfasst
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wird, obwohl diese vielleicht haufig im
Boden vorkommen und fiir bestimmte Funk-
tionen relevant sind. Dieses Problem kann
entschirft werden, wenn man das Experi-
ment gut plant. Bei der Probenahme, beim
Transport und bei der Weiterbearbeitung im
Labor sollten die Bedingungen fiir die
Mikroorganismen, welche man nachweisen
will, ideal sein.

4. Nachweismethoden der Bodenmikro-
biologie

Die Bodenmikrobiologie hat zwei eigentli-
che Schwerpunkte (Abbildung 3): der Nach-
weis der mikrobiellen Aktivitat und der
Nachweis der mikrobiellen Diversitidt. Die
Nachweismethoden der mikrobiellen Diver-
sitdt setzen sich mit den verschiedenen Mi-
kroorganismenarten und physiologischen
Gruppen sowie den Interaktionen zwischen

Abbildung 3:
Nachweismethoden der Boden-
mikrobiologie.

diesen Gruppen auseinander. Sie werden
herangezogen beim Vergleich von Okosyste-
men oder beim Festhalten von zeitlichen
Verinderungen eines Okosystems sowie bei
Untersuchungen tiber den Einfluss einzelner
Faktoren (wie Bodentyp und Klima) auf die
Biomasse. Die Belastung der Boéden kann
anhand der Erfassung von mikrobiellen
Populationen verfolgt werden. Quantitative
Biomassebestimmungen werden als Para-
meter und fir das Validieren von Stofffluss-
modellen gebraucht sowie fiir die Bilanzie-
rung bei Abbaustudien (zum Beispiel von
organischen Chemikalien und Abfillen).
Methoden zur Bestimmung der mikrobiellen
Aktivitdat geben Auskunft iiber den physio-
logischen Zustand und iiber die Funktionen
der Mikroorganismen, ohne dass diese zuvor
identifiziert werden miissen. Die mikrobielle
Aktivitat wird bestimmt, um verschiedene
Standorte zu vergleichen, um Abbauleistun-
gen von Mikroorganismen zu ermitteln und
um den Einfluss verschiedener Umweltfak-
toren (zum Beispiel Schadstoffeinfliisse),
Bodenbearbeitungs- und Kultivierungsme-

Bodenatmung
Abbauleistung
Enzymaktivitat
Adenylate Charge (AC-Wert)

Mast probable number (MPN-Methode)
Total viable count (TVC-Methode)

- Biomarker
- Direct microscopy viable count (DVC-Methode)
- Fumigation-Inkubations-Methode
- Fumigation-Extraktions-Methode
L Respirations-Simulations-Methode

|- flucreszierende Antikorper
- Gensonden (in situ Hybridisierung)
L Reporter-DNA (DNA = Desoxyribonukleinséure)

- Temporal temperature gradient gel electrophoresis
(TTGE-Methode)

- Denaturing gradient gel electrophoresis
(DGGE-Methode)

L DNA-Basensequenz (DNA = Desoxyribonukleinséure)
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thoden zu beurteilen. Die mikrobielle Akti-
vitit ist ein Parameter fiir die Bodenfrucht-
barkeit.

5. Nachweis der mikrobiellen Aktivitiaten

Der Nachweis der mikrobiellen Aktivitét hat
mit den Stoffwechselleistungen zu tun: dem
Abbau von Substraten, der Kohlendioxid-
produktion beziechungsweise der Sauerstoff-
konsumation bei der Bodenatmung, den En-
zymaktivititen oder der Bestimmung der
Energietriager in der Zelle (Adenosinphos-
phate).

Eine der dltesten und immer noch am héu-
figsten gemessenen Parameter ist die Be-
stimmung der Bodenatmung. Man unter-
scheidet die Basal- (ohne Zusatz irgendeines
Substrates) und die substratinduzierte At-
mung (SIR aus dem englischen substrate in-
duced respiration). Gemessen wird der bei
der Atmung konsumierte Sauerstoff oder
das produzierte Kohlendioxid. Die mikrobi-
elle Aktivitat kann auch iiber die Sub-
stratabnahme oder die Produktzunahme
oder sogar die wihrend der chemischen Re-
aktion freigesetzte Wirme (englisch Heat
output) bestimmt werden. Zucker oder Cel-
lulose wird oft als Substrat eingesetzt. Es
kann aber auch die Abbauleistung jedes an-
deren Substrats bestimmt werden. So sind
die Reduktion von Dimethylsulfoxid
(DMSO-Methode) oder die Arginin-Ammo-
nifikation empfindliche und billige Metho-
den zur Messung der mikrobiellen Aktivitét
im Boden (ALEF 1991). Wenn Arbeit und
Kosten nicht gescheut werden, konnen fiir
spezifische mikrobielle Prozesse auch radio-
isotopisch markierte Substrate eingesetzt
werden. Es handelt sich dann um &usserst
sensitive Nachweismethoden.

Ideale Parameter fiir den Nachweis der
mikrobiellen Aktivitidt sind die Enzymakti-
vititen. Enzyme iibernehmen eine wichtige
Funktion innerhalb des Stoffwechsels. Es
gibt Enzyme, welche von allen Mikroorga-
nismen gebildet werden konnen und somit

ein Parameter fiir die generelle Aktivitét
sind (z. B. Dehydrogenase, Phosphatase) und
andere, welche Parameter fiir die spezifische
Aktivitdat sind, das heisst nur von spezifi-
schen Gruppen gebildet werden (z.B. Lig-
nase von holzabbauenden Organismen).
Nachweismethoden sind fiir alle wichtigen
enzymatischen Stoffumsetzungen innerhalb
der biogeochemischen Kreisldufe beschrie-
ben (SCHINNER et al. 1993). BECK (1984)
hat die empirische bodenmikrobiologische
Kennzahl (BMK) als Parameter fiir die
gesamtmikrobiologischen Aktivitdten im
Boden vorgeschlagen. Diese Zahl beruht auf
der Bestimmung der Enzyme Dehydrogen-
ase, Katalase, alkalische Phosphatase, Pro-
tease, Saccharase und Amylase sowie der
Biomasse.

Eine oft benutzte Methode zum Nachweis
der mikrobiellen Aktivitdt beruht auf der
Messung der Adenosinphosphate (Adeno-
sinmonophosphat [AMP], Adenosindiphos-
phat |ADP| und Adenosintriphosphat [ATP]),
welche zum intrazelluliren Stoffwechsel
gehoren. Die Adenosinphosphate sind die
universellen Energietrdger in den lebenden
Zellen. Das Verhiltnis dieser drei Adenylate
zueinander (AC-Wert vom englischen
Adenylate Charge: [ADP + ATP]/ [AMP +
ADP + ATP]) ist ein Massstab fiir den phy-
siologischen und metabolischen Status von
Mikroorganismen. VAN ELSAS et al. (1997)
fand folgende Werte: 0,8-0,9 AC erreichen
metabolisch aktive Zellen, 0,5-0,8 AC errei-
chen inaktive Zellen und AC-Werte unter
0,5 sterbende Zellen. Als dimensionslose
Grosse fiir die im Adenylatpool gespeicherte
Energie ist dies ein empfindlicher Massstab
fiir die Reaktion der Bodenmikroorganis-
men auf verdnderte Umweltbedingungen
(SCHINNER et al. 1993).
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6. Nachweis der mikrobiellen Diversitat

6.1 Kultivierung von Mikroorganismen im
Labor

Der Nachweis der mikrobiellen Diversitét in
Bodenproben beinhaltet bei den konventio-
nellen Methoden die Anreicherung und
Quantifikation, die Isolation und die Identi-
fikation der Mikroorganismen. Fiir die Kul-
tivierung im Labor werden meistens Anrei-
cherungsnihrlosungen verwendet. Will man
die Anzahl kultivierbarer Mikroorganismen
in der Probe bestimmen (Quantifikation),
wihlt man eine Nihrlosung, auf welcher
moglichst alle Mikroorganismen zu wachsen
vermogen. Wenn die spezifischen Bedingun-
gen fiir das Wachstum und Uberleben einer
bestimmten Mikroorganismenart bekannt
sind, ist es moglich, die Bedingungen eines
Nihrmediums so festzulegen, dass das
Wachstum dieser Art gefordert, und dasje-
nige der anderen Arten unterdriickt wird (se-
lektive Ndhrlosungen). Beim bekanntesten
Anreicherungsverfahren werden die Boden-
proben in fliisssige Nédhrmedien oder auf
Agarplatten iibertragen, damit sie unter La-
borbedingungen wachsen (Kultivierung).

Durch mehrfache Ubertragung auf die
gleiche Néhrlosung und Verteilen auf einen
festen Ndhrboden derselben Zusammenset-
zung erhdlt man eine Reinkultur (Abbildung
4), das heisst eine Isolation des angereicher-
ten Stamms. Es gibt unzédhlige Rezepte zur
Herstellung verschiedener Nahrboden, wel-
che die Isolierung verschiedener Bakterien-,
Actinomyceten- und Pilzarten erlaubt. Rein-
kulturen konnen identifiziert werden, was
nach morphologischen und physiologischen
Gesichtspunkten erfolgt; je ldnger je mehr
aber auch mit der Bestimmung der Genom-
frequenz.

Die bekanntesten Methoden fiir die quan-
titative Bestimmung von im Labor kultivier-
baren Mikroorganismen sind die TVC-Me-
thode (Gesamtkeimzahl aus dem englischen
total viable count) und die MPN-Methode
(die wahrscheinlichste Zahl aus dem engli-
schen most probable number). Mit den Bo-
denproben wird eine Verdiinnungsreihe er-
stellt. Bei der TVC-Methode wird ein
Alliquot jeder Verdiinnungsstufe auf eine
Agarplatte ausgestrichen und anschliessend
bebriitet. Aus den einzelnen Keimen ent-
wickeln sich makroskopisch sichtbare Kolo-
nien, die ausgezdhlt werden konnen.

Die Auszahlung erfolgt in Form von CFU’s

Abbildung 4:

Kultivierung von Bakterienkolonien
(links) und Isolation einer Pilz-Reinkultur
(rechts) auf Agarplatten.

(koloniebildende Einheiten aus dem engli-
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schen colony forming units) pro Gramm
Boden. Beider MPN-Methode wird aus meh-
reren aufeinanderfolgenden Verdiinnungs-
stufen ein Alliquot mit Néahrlosung versetzt
und bebriitet. Wird die Néhrlosung triib,
fand mikrobielles Wachstum statt (positiv),
bleibt die Néhrlosung klar, fand kein Wachs-
tum statt (negativ). Fiir die Auswertung wer-
den Wahrscheinlichkeitstabellen verwendet.
Der grosse Nachteil bei diesen Methoden ist
aber, wie schon erwihnt, dass nur ein Bruch-
teil der im Boden vertretenen Mikroorganis-
men erfasst und isoliert wird. ALEF & NAN-
NIPIERI (1995) nahmen verschiedene Bo-
denproben und haben diese Methoden mit
speziellen mikroskopischen Techniken ver-
glichen; sie fanden lediglich 0,1 bis 10 Pro-
zent der Bakterien wieder.

6.2 Quantifizierung ohne vorhergehende
Kultivierung

Bei vielen Experimenten muss die mikrobi-
elle Biomasse im Boden nur quantifiziert
werden — die Mikroorganismen miissen
weder kultiviert noch identifiziert werden.
Dafiir stehen verschiedene Methoden zur
Verfiigung. Beim direkten Zihlverfahren
unter dem Mikroskop werden Mikroorga-
nismenzellen ausgezdhlt und anschliessend
mit einem Faktor die Biomasse. Mit der
DVC-Methode (aus dem englischen direct
microscopy viable count) konnen lebens-
fahige Mikroorganismen direkt in Boden-
proben sichtbar gemacht werden. Es werden
auch sehr kleine Zellen mitbestimmt. Den
Proben wird ein Hefeextrakt als Néhrstoff-
quelle und eine Substanz, welche die DNA-
Synthese blockiert, beigegeben. So wachsen
die Zellen, ohne dass sie sich vermehren. Sie
konnen angefdrbt, im Mikroskop sichtbar
gemacht, ausgezihlt und auf die Biomasse
umgerechnet werden (VAN ELSAS et al.
1997).

Weit verbreitete schnelle Labormethoden
sind die Fumigation-Inkubation-, die Fumi-
gation-Extraktion- und die Respirations-Si-
mulations-Methode. Bei den beiden ersten

Methoden werden die Mikroorganismen im
Boden abgetdétet (Begasung/Fumigation mit
Chloroform). Bei der Fumigation-Inkuba-
tion wird anschliessend eine nicht behan-
delte Bodenprobe beigefiigt (Neubesiede-
lung/Innokulation mit Mikroorganismen)
und wihrend zehn Tagen die Mineralisation
der abgetoteten Mikroorganismen zu Koh-
lendioxid gemessen. Mit einem Umrech-
nungsfaktor wird auf die Biomasse der
Bodenprobe geschlossen. Bei der Fumiga-
tion-Extraktion wird nach der Begasung der
extrahierbare organische Kohlenstoff che-
misch bestimmt und mit einer nichtfumigier-
ten Bodenprobe verglichen. Die Differenz
ist die lebende Biomasse in der Bodenprobe.
Bei der Respirations-Simulations-Methode
wird der Bodenprobe ein Glucosemedium
beigegeben und anschliessend der Sauer-
stoffverbrauch, welchen die Mikroorganis-
men fiir die Veratmung der Glucose brau-
chen, wihrend zehn Stunden gemessen. Es
wurde ein mathematisches Modell ent-
wickelt. Nach diesem besteht eine direkte
Beziehung zwischen der Dauer der Wachs-
tums-Anlaufphase (Lag-Phase), dem Sauer-
stoffverbrauch und der anfinglich vorhande-
nen aktiven Biomasse (SCHINNER et al.
1993).

Auch bei den Methoden, welche auf der
quantitativen Bestimmung von Biomarkern
(Tabelle 1) und deren Umrechnung auf die
Biomasse beruhen, kann in situ bestimmt
werden. Als Biomarker gelten alle biologi-
schen Komponenten, welche gebraucht wer-
den konnen, um ein niitzliches Merkmal
einer bestimmten mikrobiellen Art oder Ge-
meinschaft nachzuweisen und welche im
Boden identifiziert und quantifiziert werden
konnen. Sie beruhen auf der Annahme, dass
die Konzentration in lebenden Zellen unter
definierten Bedingungen konstant ist und
dass sie in extrazelluldrer Form rasch abge-
baut werden.

Bei allen unter diesem Kapitel aufge-
fiihrten Methoden werden experimentell be-
stimmte Umrechnungsfaktoren fiir die quan-
titative Bestimmung der Biomasse einge-
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setzt. Diese setzen ein konstantes Verhéltnis
zwischen den Zellen, Zellkomponenten oder
physiologischen Merkmalen und der Bio-
masse voraus. Je nach physiologischem Zu-
stand der Zellen konnen diese Verhéltnisse
aber in weiten Bereichen variieren. Wichtig
ist bei diesen Methoden, dass die Umrech-
nungsfaktoren fiir jeden Boden neu be-
stimmt werden, und dass die Bestimmung bei
dhnlichem physiologischen Zustand der Zel-
len erfolgen (zum Beispiel bei Substrat-
knappheit).

Das Auszidhlen von Mikroorganismen
unter dem Mikroskop ist mit Fehlern behaf-
tet. Das Erkennen und Unterscheiden von
Mikroorganismenzellen hdngt vom Mikro-
skopierer ab und ist oft nicht prizis. Kleinere
Zellen als das Auflosevermogen des Mikro-
skops bleiben nach wie vor unerkannt. Bei
Anféarbetechniken und Fluoreszenzmarkie-
rung muss damit gerechnet werden, dass nur
ein Teil der Zielorganismen angefirbt bezie-
hungsweise markiert wurde und dass unspe-
zifisches Anfarben von anderen Organismen
oder Bodenpartikeln erfolgte.

Chemische Biomarker
Verbindung fiir...

ATP Gesamtbiomasse
(Energietréger in allen lebenden Zellen)

Proteine

Organisch gebundener Stickstoff

Glucosamin Pilze

Ergosterol

Diamino-Pimilinsédure Bakterien

Muraminsiure
Phospholipide

Lipopolysaccharide der Zellmembran

Gram-negative

Bakterien
Teichonsdure Gram-positive
Bakterien
Chlorophyll Algen und
Cyanobakterien
Tabelle 1:

Beispiele von Biomarkern
(JORGENSEN et al. 1988).

Alle Variationen von Fumigation-Inkuba-
tion und substratinduzierter Respiration
sind biologische Nachweismethoden. Sie
hédngen von der Aktivitdt der Bodenenzyme
oder einer Wiederbesiedlung von mikrobiel-
len Populationen ab. Biologische Nachweis-
methoden konnen nicht gleich robust und re-
produzierbar sein wie chemische, da alle
Typen von biologischer Variabilitit die Mes-
sungen beeinflussen konnen. Bei der Fumi-
gation-Extraktion und den Biomarker-Me-
thoden handelt es sich um chemische
Bestimmungen, das heisst um zuverléssige,
reproduzierbare Methoden.

6.3 Identifizierung bekannter Mikro-
organismen

Wenn die gesuchten Mikroorganismen be-
kannt sind, ist es technisch moglich, diese in
situ, das heisst direkt in der Bodenprobe
ohne vorhergehende Kultivierung zu identi-
fizieren. Es handelt sich hier um Methoden
aus der Molekularbiologie, welche mit flu-
oreszierenden Antikorper, Gen-Sonden
oder Reporter-DNA arbeiten. Bakterien, fiir
die spezifische Antikorper oder Antiseren
vorhanden sind, lassen sich aufgrund ihrer
prézise definierten Antigenbindungsstelle in
Bodenextrakten identifizieren und quantifi-
zieren (SCHINNER et al. 1993). Bei der in
situ Hybridisierung mit Gen-Sonden werden
Gene als phylogenetische Biomarker be-
nutzt, deren Sequenzen Organismen identi-
fizieren und eindeutig unterscheiden kon-
nen. Im Prinzip eignet sich eine ganze Reihe
von Genen, doch werden vorzugsweise die
ribosomalen RNAs beziehungsweise deren
Gene eingesetzt. Als RNA-Sonden werden
fluoreszenzmarkierte synthetische Oligonu-
kleotide bezeichnet, welche mit den homo-
logen Regionen der Mikroorganismen in der
Probe - also mit morphologisch intakten Zel-
len (whole cell hybridization) — hybridisieren
und unter dem Mikroskop sichtbar werden.
Die DNA von Mikroorganismen, welche fiir
Feldversuche freigesetzt werden, kdnnen mit
Reporter-DNA markiert werden. Es werden
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spezifische Gene in die DNA eingeschleust,
anhand welcher man spiter die Mikroorga-
nismen im Boden identifizieren kann. So
konnen aus natiirlich vorkommenden selbst-
leuchtenden (lumineszierenden) Organis-
men Gene kloniert werden, welche fiir die
Lichtemission verantwortlich sind. Diese
werden in das Genom der vorher kultivier-
ten Mikroorganismen eingeschleust. Nach
Zugabe ecines bestimmten Substrates wird
Luciferase produziert. Damit geht eine Licht-
emission einher, welche visuell oder mit Lu-
minometry oder Mikroskopie bestimmt wer-
den kann. Die Lumineszenz ist proportional
zu der Anzahl aktiver Zellen und diese ist
wiederum proportional zur Biomasse (VAN
ELSAS et al. 1997).

6.4 Neue Moglichkeiten dank Polymerase-
Ketten-Reaktion (PCR)

Die Anwendung neu entwickelter Methoden
aus der Molekularbiologie erlaubt die Diffe-
renzierung und Identifizierung von Mikro-
organismen auf Genom-Basis ohne vorher-
gehende Kultivierung. Die technische
Grundlage fiir diese Untersuchung ist die
PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion aus dem
englischen polymerase chain reaction). Sie
ermoglicht es, innerhalb weniger Stunden
Millionen oder sogar Milliarden von Kopien
bestimmter DNA-Sequenzen aus der Probe
herzustellen. Vervielfaltigt (amplifiziert)
werden die DNA-Abschnitte zwischen den
eingesetzten Primern. Es stehen universelle
Primer (zum Beispiel fiir alle Prokaryoten)
oder artspezifische Primer zur Verfiigung.
Nach der Vermehrung kann man den betref-
fenden DNA-Abschnitt durch Gelelektro-
phorese leicht von der nicht vermehrten
Hauptmenge der DNA trennen. Die DNA-
Sequenz der PCR-Produkte kann bestimmt
werden (Abbildung 5). Diese wird in DNA-
Datenbanken mit den Sequenzen bisher be-
kannter Mikroorganismen verglichen. Auf
diese Weise ist eine Identifikation und phy-
logenetische Zuordnung zu den nichsten
Verwandten moglich. Die Identifikation ist

eindeutig, wenn der Beweis erbracht wurde,
dass die erhaltenen DNA-Sequenzen auch
wirklich von Mikroorganismen aus der
Probe stammen. Dazu werden spezifische
Gensonden entworfen und synthetisiert, mit
welchen die entsprechenden Zellen in der
Ausgangsprobe identifiziert und gezahlt wer-
den kénnen.

Ihre Geschwindigkeit, Einfachheit, Emp-
findlichkeit und Selektivitdt macht die PCR
zu einem dusserst niitzlichen Werkzeug bei
Untersuchungen auf Genom-Basis, auch
wenn als Ausgangsmaterial nur eine sehr ge-
ringe DNA-Menge zur Verfiigung steht.

Mochte man Mikroorganismengesell-
schaften in verschiedenen Proben differen-
zieren, so wihlt man universelle Primer. Als
Resultat erhilt man PCR-Produkte, die auf-
grund der Primer-Wahl aus gleich grossen
DNA-Fragmenten bestehen. Sie unterschei-
den sich jedoch in den variablen Sequenzab-
schnitten — entsprechend den unterschiedli-
chen Mikroorganismen in der Probe. Diese
gleich langen, aber verschieden strukturier-
ten DNS-Molekiile werden mit DGGE (de-

Umweltprobe

l Extraktion

bl i Extrahierte Nunkleinsédure
DNA oder rRNA
PCR und
Klonierung
Gen-Sonden rDNA-Klone
Sequenzierung
Proben-Design 1 und ldentifizierung
und -Synthese
rDNA-Sequenzen
& rDNA-Datenbanken
4 s @ @ : >
Sondierung Sequenzierung
Abbildung 5:

Prinzipielle Schritte bei der Mikro-
organismenidentifizierung auf
Genom-Basis (AMANN et al. 1995).
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naturing gradient gel electrophoresis) oder
(temporal temperature gradient gel electro-
phoresis) fiir die weitere Analyse voneinan-
der getrennt (Abbildung 6). Beim DGGE
wird mit einem chemischen Gradient, beim
TTGE mit einem Temperaturgradient wih-
rend der Gelelektrophorese gearbeitet. Posi-
tionen und Anzahl Banden auf dem Gel
lassen Aussagen Uber die Mikroorganismen-
diversitidt innerhalb der PCR-Produkte ma-
chen. Ein besonderer Vorteil der DGGE/
TTGE besteht darin, dass in einem Gel meh-
rere Proben parallel aufgearbeitet werden
konnen. Da jedes Fragment ein charakteris-
tisches Laufverhalten hat, sind Banden in
gleichen Positionen unterschiedlicher Pro-
ben in der Sequenz identisch: Sie stammen
also vom gleichen Organismus. Damit wird
es moglich, Bandenmuster unterschiedlicher
Proben zu vergleichen. Die Banden kdnnen
aus dem Gel ausgeschnitten und ihre Se-
quenz, das heisst die Basenabfolge der DNS-
Fragmente, bestimmt werden.

7. Nachweis der Mikroorganismen bei
Abbauversuchen in Erde und Kompost

An der EMPA St.Gallen haben wir zwei La-
boranlagen entwickelt, mit welchen es mog-
lich ist, den mikrobiologischen Abbau von
Priifmaterialien in Erde und Kompost zu ver-
folgen. Fiir den Nachweis der Vollstdndigkeit
des biologischen Abbaus wird eine Kohlen-

Abbildung 6:
Auftrennung/Differenzierung von
PCR-Produkten mit der TTGE-Methode
(BOSSHARD et al. 1998).

TR

stoffbilanz erstellt (Abbildung 7). Mit che-
mischen Bestimmungsmethoden werden die
einzelnen Terme quantifiziert. Beim biologi-
schen Abbau setzen Mikroorganismen das
eingebrachte Priifmaterial um. Sie veratmen
es zu Kohlendioxid (Mineralisation) oder
bilden neue Biomasse (Assimilation). Das
freigesetzte Kohlendioxid wird im Gasstrom
mitgefiihrt und kann nachgewiesen werden.
Fir die quantitative Bestimmung der Bio-
masse musste eine Methode gefunden wer-
den, welche den in den Mikroorganismen
gespeicherten Kohlenstoff erfasst. Die Bio-
masse (lebende, tote und ruhende Mikro-
organismen) muss sowohl bei Versuchs-
beginn als auch bei Versuchsende quantita-
tiv bestimmt werden.

Zur Auswahl standen die Nachweisme-
thoden der Bodenmikrobiologie (Abbildung
2). In einem Vorversuch wurden folgende
Methoden verglichen: TVC-Methode, Respi-
rations-Simulations-Methode und der Nach-
weis der beiden Biomarker Protein und or-
ganisch gebundener Stickstoff. Mikrobiell
aktive Erde wurde mit Glucose versetzt und
die Biomasse bei Versuchsbeginn und nach
fiinf Tagen bestimmt. Bei allen Methoden
wurde mit Umrechnungsfaktoren aus der Li-
teratur auf den in der Biomasse gebundenen
Kohlenstoff geschlossen.

Sowohl die TVC-Methode als auch die Re-
spirations-Simulationsmethode waren zu
wenig sensitiv fiir unser Experiment. Bei der
Proteinbestimmung stérten — auch bei star-
ker Verdiinnung — die Huminstoffe in den
Bodenproben. Die Bestimmung des orga-
nisch gebundenen Stickstoffs (Kjeldahl-Auf-

{ 10m
{ 13m

-

| 20m
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schluss) lieferte gute Resultate. Eine Zu-
nahme der Biomasse wihrend des Versuches
konnte beobachtet werden.

Die Methode wurde fiir unsere Abbau-
versuche validiert. Im Priifmaterial selber ist
kein Stickstoff enthalten. Es wird vorausge-
setzt, dass der organisch gebundene Stick-
stoff bei den Laborversuchen aus der Bio-
masse stammt und dass sich die Biomasse bei
Versuchsbeginn und -ende in &dhnlichem
physiologischen Zustand befindet (Hunger-
zustand). Mit dem Wert des organisch ge-
bundenen Stickstoffs wird mit einem Um-
rechnungsfaktor auf den in der Biomasse
gebundenen Kohlenstoff geschlossen. Der
Umrechnungsfaktor C/N wurde mit Mikro-
organismen aus reifer Komposterde experi-
mentell bestimmt.

Der Kjeldahl-Aufschluss funktioniert fol-
gendermassen: Die Proben werden durch
Kochen mit konzentrierter Schwefelsidure in
Gegenwart geeigneter Verbrennungskataly-
satoren mineralisiert; dabei wird reduzierter
Stickstoff quantitativ in Ammoniumsulfat
tibergefiihrt. Nach Zugabe von Lauge wird
der freigesetzte Ammoniak im Wasser-
dampfstrom destilliert, in Borsdure aufge-
fangen und mit Salzsdure titriert. In Erde und
Kompost ist Nitrat vorhanden. Dieses kann
durch die organische Substanz wihrend des
Aufschlusses zu Ammonium reduziert und
somit mitbestimmt werden. Die Proben wer-
den nun mit Ozon vorbehandelt. Dabei wird
das organische Material oxidiert und kann
wihrend des Aufschlusses nicht mehr rea-
gieren.

Die Methode wurde bei mehreren Ab-
bauversuchen angewendet. Sie liefert sehr
gute Resultate. Die Kohlenstoffbilanz
stimmt, das heisst die Terme auf der linken
und rechten Seite sind gleich gross (Abbil-
dung 7). Am Anfang des Versuches wird das
Substrat (biologisch abbaubarer Werkstoff)
vorwiegend in die Biomasse eingebaut. Nach
zwei Monaten ist tiber 60 % des Priifmateri-
als umgesetzt: 66 % wurde zu Kohlendioxid
veratmet (Mineralisation), 33% in die Bio-
masse eingebaut (Assimilation). Nach drei

Monatenist das Priifmaterial vollstdndig um-
gesetzt: zwischen 80 % und 90% wurden mi-
neralisiert, der Rest wurde in der Biomasse
wiedergefunden.

Fiir die Bestimmung der mikrobiellen Di-
versitdt wurde die TTGE-Methode ausge-
wihlt und an unseren Versuch angepasst.
Vorversuche, welche mit Bodenproben aus
den Erdsédulen bei Versuchsende vorgenom-
men wurden zeigen bereits positive Resul-
tate. Die Beobachtung der mikrobiellen Po-
pulationen wihrend des Abbaus ist das Ziel,

Kohlenstoffbilanz:

Comve + Cyarrixvs + Criomasse-vs =
Comve + Cyarrixve + Coiomasseve + CO,

Biologischer Abbau:
Abbaugrad [%] =
[CO, + ACs10masse — ACwarrix] / CO; rueoreTIscH

Dabei bedeutet:

Cormove Kohlenstoffgehalt des eingebrachten
Priifmaterials

C o ATRICVE andere Kohlenstoffquellen der Matrix
(Erde/Kompost ohne Biomasse)
bei Versuchsbeginn

O oniAs s va Kohlenstoff, der bei Versuchsbeginn in
der Biomasse gespeichert ist

Comve Kohlenstoffgehalt des restlichen, nicht
abgebauten Priifmaterials

i andere Kohlenstoffquellen der Matrix
(Erde/Kompost ohne Biomasse)
bei Versuchsende

CrioMASSE-VE Kohlenstoff, der bei Versuchsende in der
Biomasse gespeichert ist

CO, Kohlendioxidproduktion wihrend des
Versuches

A(:BIOMASSE = CBIOMASSE-VE = CBIOMASSE-VB

ACyarrix = Cyarrix-vs =~ Cumarrix-ve

CO; rueoreriscn Kohlendioxidproduktion bei voll-
stindigem Abbau des Priifmaterials

Abbildung 7:
Kohlenstoffbilanz und Abbaugrad
beim Laborversuch.
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welches mit dieser Methode erreicht werden
soll. Schon wire es, wenn wir eine Sukzession
von Mikroorganismen wihrend des Abbaus
beobachten kénnten.

8. Schlussfolgerung

Mit den heute bekannten Nachweismetho-
den konnen sehr viele verschiedene Aspekte
von Mikroorganismen im Boden erforscht
werden. Die Resultate, welche man bei der
jeweiligen Nachweismethode erhilt, miissen
aber differenziert betrachtet und interpre-
tiert werden. Vor allem miissen Grenzen der
angewandten Methode erkannt werden. Der
Boden ist ein dusserst komplexes Medium,
das von vielen verschiedenen Umweltpara-
metern beeinflusst wird. Dies hat Auswir-
kungen auf die Reproduzierbarkeit von Re-
sultaten und ist auch der Grund, weshalb bei
Experimenten, welche verschiedene Boden-
proben untereinander vergleichen sollen,
unter kontrollierten Laborbedingungen ge-
arbeitet wird. Klug ist es auch, wenn man
mehr als eine, voneinander unabhéngige
Nachweismethode heranzieht und bei uner-
warteten Resultaten griindlich nachforscht,
bevor man sie als richtige Werte akzeptiert.
Die meisten Nachweismethoden betrachten
die mikrobielle Biomasse als eine Einheit,
obwohl verschiedene physiologische, mor-
phologische und phylogenetische Mikroor-
ganismengruppen im Boden miteinander
vergesellschaftet sind. All diese Methoden
versuchen deshalb einen anndhernden Wert
einer bis jetzt noch nicht bekannten Bio-
masse zu geben.

Alle Nachweismethoden der Bodenmi-
krobiologie kénnen — und sei dies auch in
stark zusammenfassender Form - in einem
Ubersichtsartikel nicht beschrieben werden.
Wenn auch die eine oder andere Methode
fehlt, so hoffe ich doch, dass der Leser einen
Einblick in die Arbeit des Bodenmikrobio-
logen erhalten hat und dass er nun versteht,
warum dieser die Erforschung der Mikroor-
ganismen im Boden als wichtig und interes-

sant betrachtet. Wir sind auf die <neuen> Me-
thoden auf molekulargenetischer Basis ge-
spannt. Sie werden die mikrobiologischen
Experimente und unser Wissen lber das
Okosystem Boden in den nichsten Jahren
bereichern.
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