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Einleitung

Das klimarelevante Spurengas N,O
wird in landwirtschaftlich genutzten
Boden vor allem durch mikro-
biologische Prozesse gebildet,
insbesondere durch die Nitrifikation
und Denitrifikation (Smith et al. 2008,
Baggs et al. 2008). Diese N,O-Bildung
wurde jahrzehntelang den Bakterien
zugeschrieben.  Nicht ausreichend
erforscht ist jedoch, welchen Anteil die
Pilze im Gegensatz zu den Bakterien
an der N,O-Bildung haben. Die Bildung
von N,O durch pilzliche Denitrifikation
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Agrarrelevante

wird moglicherweise weit unterschatzt:
Durch Reinkulturversuche mit
Pilzenkonnte gezeigt werden, dass bei
pilzlicher Denitrifikation meist keine
N,O-Reduktion stattfindet und somit
N>O das Endprodukt dieses Reaktions-
weges ist (Shoun et al. 1992). Dadurch
konnte der relative N,O-Anteil bei
gleicher Umsetzung durch die Mikro-
organismen  bei  der  pilzlichen
Denitrifikation hoher sein als bei der
bakteriellen (Sutka et al. 2008). Eine
Unterscheidung zwischen der
pilzlichen und bakteriellen N,O-Bildung
im Boden ist demnach eine Grund-
voraussetzung, um die Zusammen-
hange der N>O-Quell- und Senken-
prozesse zu verstehen und um
effektive Minderungsmalinahmen fur
N,O-Emissionen zu entwickeln.

Die Anwendung selektiver Inhibitoren
und Untersuchung der N,O-
Isotopomersignatur kénnten geeignet
sein, eine Unterscheidung der pilz-
lichen und bakteriellen N,O-Bildung zu
ermdglichen.  Untersuchungen  mit
Reinkulturen haben gezeigt, dass N,O
von  bakteriellen und  pilzlichen
Denitrifikanten eine unterschiedliche
positions-spezifische 15N-Signatur
(**N-Positionspraferenz = Differenz
zwischen den &™N-Werten der
terminalen und zentralen N-Atome im
linearen N,O-Molekdl, in per mil) (Well
et al. 2006) aufweist. Die *°N-
Positionspraferenz von Versuchen mit
Reinkulturen lag bei 36 bis 37 %o bei
pilzlicher  Denitrifikation und  bei
bakterieller Denitrifikation zwischen
-10,7 bis 0 %o (z.B. Sutka et al. 2006,
Sutka et al. 2008, Frame & Casciotti
2010).

Ziel der Studie ist es, (a) den pilzlichen
Beitrag zur N,O-Bildung in
verschiedenen Bodden bei variierter
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Feuchte zu bestimmen und (b) zu
prufen, inwieweit der Beitrag von
Bakterien und Pilzen zu den NyO-
Emissionen mittels Isotopensignaturen
abschatzbar ist.

Material und Methoden

Die  Versuche erfolgten unter
Bericksichtigung von jeweils zwei
Landnutzungen (Abb. 1). Es wurde
Boden aus den oberen 30 cm
verwendet. Mittels der Substrat-
induzierten Respiration mit selektiver
Hemmung (Anderson & Domsch,
1975) wurde in Vorversuchen die
potentielle respiratorische Aktivitat der
Pilze und Bakterien in den Bb&den
ermittelt, um einen Anhaltspunkt Uber
den Anteil der Pilze und Bakterien an
der  mikrobiellen  Biomasse zu
bekommen. Die Bestimmung des
respiratorischen Pilz:Bakterien-Verhalt-
nisses wurde in einem Durchfluss-
system mit automatischem Infrarot-
Gasanalysator  (stiindlich)  ermittelt
(Heinemeyer et al. 1989). Dabei kann
nach Substratzugabe (Glukose) CO,
als Produkt der Respiration gemessen
werden. Die folgenden vier Varianten
mit jeweils 25 g trockenem Boden
(Trockenmasse = 1yv) (h = 3) und
Glukose als Substrat wurden mit der
Zugabe von

a) keinem
Kontrolle,

b) Streptomycin (Wachstumshemmung
der Bakterien),

c¢) Cycloheximid (Wachstumshemmung
der Pilze) und

d) Cycloheximid und Streptomycin
(Wachstumshemmung der Pilze und
Bakterien) angesetzt.

Die Inhibitoren unterbinden die
eukaryotische bzw. prokaryotische
Proteinbiosynthese der Organismen

Wachstumshemmer,

und hemmen somit das Wachstum. Mit
der Substrat-induzierten Respiration
und selektiven Hemmung konnte
aul3erdem die benétigte Menge an
Inhibitoren (100 mg/grm Streptomycin
und 75 mg/grm Cycloheximid) ermittelt
werden. In weiterfihrenden batch-
Versuchen wurde die Methode der
selektiven Hemmung erprobt, um den
jeweiligen Beitrag der Bakterien und
Pilze an der N,;O-Bildung zu
bestimmen. Den Boden (je 100 grv) in
den vier Varianten (siehe oben)
wurden die selektiven Hemmstoffe in
den ermittelten Konzentrationen jedoch
ohne Glukose zugefihrt. Zur
Herstellung denitrifizierender Boden-
bedingungen wurde der Wassergehalt
auf 60, 70 wund 80 % des
Porenvolumens (water filled pore
space = WFPS) eingestellt und mit
NaNO; gedingt (50 mg N/kg). Eine
manuelle Beprobung der Gasphase
fand 0O, 1, 2, 4, 6 und 8 Stunden nach
gasdichtem VerschlieRen der
Inkubationsgeféalie statt.

An den Proben wurde die N3O-
Konzentration gaschromatographisch
gemessen, um die  Netto-N,O-
Produktion zu bestimmen. Weiterhin
wurde die *°N-Positionspraferenz im
N>O durch Kryo-Fokussierung mit
anschlielBender Massenspektrometrie
(Well & Flessa, 2008) gemessen, um
die Hypothese zu prufen, dass sich die
1>N-Positionspréaferenz  im  N,O in
Abhéngigkeit der Produktion durch
Pilze oder Bakterien unterscheidet.

Ergebnisse und Diskussion
In allen untersuchten Bodenproben
dominierten die Pilze die
respiratorische Biomasse, unabhangig
von der Landnutzung (Abb. 1).
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Abb. 1: Respiratorisches Pilz:Bakterien-

verhdaltnis [%] + sd a) im Grinland und b) im
Acker (n = 3).

Bei nur drei Bodden konnte der
erwartete Effekt der Wachstums-
hemmer auf die N,O-Bildung bei den
vier verschiedenen Varianten
beobachtet werden. Bei diesen drei
Boden war die NyO-Bildung mit
bakterieller Wachstumshemmung, in
dem die Pilze dominieren sollten,
hoher als in der Variante mit pilzlicher

Wachstumshemmung, in dem
hingegen die Bakterien dominieren
sollten. Die Kontrolle, ohne
Wachstumshemmer, erzielte die

hochste N,O-Bildung im Versuchs-
verlauf und wie erwartet stieg die N,O-
Konzentration im Inkubationsgefald
Uber die 8 Versuchsstunden an. Bei
Anwendung beider Inhibitoren wurde,
wie erwartet, die geringste N,O-
Produktion gemessen (Abb. 2). Dies
stellt die Restbildung von N,O dar, die
durch Organismen entsteht, deren
Proteinbiosynthese nicht von den
Inhibitoren betroffen sind oder aber die
im Boden aktiv waren, sich aber nicht

in der Wachstumsphase befanden.
Archaea sind zum Beispiel nicht von
den Inhibitoren betroffen, tragen aber
auch zur N2O-Bildung im Boden bei
(Hayatsu et al. 2008).
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Abb.: 2: Mittelwert der N2O-Bildung [ppm] + sd
der vier Varianten beispielhaft fir einen
Sandboden (Fuhrberger Feld Acker) mit 70%
WFPS (n = 3).

Die '°N-Positionspréaferenz nach 8
Versuchsstunden der drei Bdoden lag
bei den Proben im Bereich der
Reinkulturen bakterieller Denitrifikation
(-10,7 bis 0 %o) (Abb. 3). Es war kein
Unterschied der verschiedenen
Varianten mit  Anwendung  der
selektiven Inhibitoren in unseren
Versuchen erkennbar. Auch die
Variante mit Wachstumshemmer der
Bakterien, in dem pilzliche N,O-
Bildung dominieren sollte, liegt bei
allen drei Boden im negativen Bereich.
Die in Reinkulturen beobachtete stark
positive 1>N-Positionspréferenz
pilzlicher N,O-Bildung konnte in keiner
Variante bestétigt werden. Es bleibt
jedoch wunklar, in welchem Umfang
pilzliche und bakterielle Organismen,
deren Wachstum nicht gehemmt war,
zu der beobachteten N,O-Bildung
beige-tragen haben. Weiterhin liegen
keine Informationen Uber die N,O-
Reduktion in den verschiedenen
Varianten vor. Somit kdnnte diese



auch einen Einfluss auf die N-
Positionspraferenz in den Gasproben
haben.
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Abb. 3: N-Positionspraferenz [%o] + sd der drei
Boden mit den verschiedenen Varianten (n = 3).
Literaturangaben: Frame & Casciotti 2010, Sutka
et al. 2006.

Ausblick

Der Inhibitionsversuch sollte mit dem
Ziel weiterentwickelt werden, eine
bessere Effektivitdt der Inhibitoren zu
erreichen. Dafir mussen die
Organismen zum Wachstum angeregt
werden, was durch Zugabe des
Substrats Glukose erreicht werden
konnte. Weiterhin liegt keine
Information tUber das Ausmal der N,O-
Reduktion in den Varianten vor. Es ist
bekannt, dass die N,O-Reduktion zu
einem Anstieg der N-Positions-
praferenz im verbleibenden N,O flhrt
(Well et al. 2006). AulRerdem sollte die
N,O-Reduktion unterbunden werden,
um eine Uberlagerung der Isotopen-
effekte der N,O-Bildung und des N,O-
Verbrauchs zu vermeiden.
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