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EINLEITUNG

Als eines der groBten alpinen Schutzgebiete hat der Nationalpark Hohe Tauern ein
interdisziplindres, integratives Monitoring- und Forschungsprogramm zur langfristigen
Okosystembeobachtung entwickelt und etabliert. Es dient der systematischen Beobachtung
und Dokumentation der Entwicklung naturbelassener terrestrischer und aquatischer
Okosysteme iiber einen ldngeren Zeitraum, samt ihrer chemisch-physikalischen und
biologischen Eigenschaften. Dabei werden Schliisselparameter, wie z. B. das Mikroklima, die
Physik und Chemie der Béden, das Boden-Mikrobiom, die Artendiversitdt und Produktivitét
regelmdBig und standardisiert erfasst. Unter dem Leitthema ,Leben an Existenzgrenzen im
Hochgebirge wurden dafir die Nationalparktiler Seebachtal (Kdrnten), Ober- und
Untersulzbachtal (Salzburg) und Innergschléss (Tirol) ausgewéhlt, um diesen neuen

Forschungsschwerpunkt in den Hohen Tauern aufzubauen (Kérner 2018).

Ziel dieses vorliegenden Projektes war es, dieses interdisziplindre, integrative
Monitoring- und Forschungsprogramm fortzufithren und neue Daten im Jahr 2023 zu
vergleichen. Es wurde in den relevanten Disziplinen im Rahmen von ,Modulen® (Teil-
Projekten) abgewickelt. Sie beruhten auf die Arbeiten des vorangegangenen Pilotprojektes,
die in einem Synthesebericht zusammengefasst publiziert wurden (Kérner et al. 2020), sowie
Datenerhebungen in den Jahren 2021 wund 2022. Das Ziel des Moduls 04
(Bodenmikrobiologie) war eine Erhebung der mikrobiellen Vielfalt der Monitoring-flichen, so



wie sie in der Startphase der Pilotprojektes methodisch etabliert wurden (Fernandez
Mendoza & Grube 2019a,b).

Die Untersuchung der mikrobiellen Vielfalt fokussiert in unserem Projekt auf die Bakterien
(und teilweise miterfassten Archaeen)und die Pilze (sowohl solche, die Fruchtkorper bilden,
als auch jene die mikroskopisch den Boden durchsetzen). Die Diversitit dieser
Mikroorganismen wurde dabeimittels der Sequenzierung und Analyse der DNA festgestellt.
Damit konnen die Gesamtvielfalt und die verwandtschaftliche Zugehorigkeit der im Boden
anzutreffenden Mikroorganismen ermittelt werden. Frithere verwendeten Methoden, die auf
die Kultivierung von Mikroorganismen angewiesen sind, erfassen erstens nur einen kleinen
Bruchteil der Biodiversitdt und deren Zuordnungen ohne nachtrigliche Sequenzierung
ungenau sind. Die iiberwiegende Mehrzahl der Mikroorganismen ist im Boden von anderen
biologisch aktiven Organismen abhingig und daher nicht unter sterilen Bedingungen
kultivierbar. Da sensible biotische W echselwirkungen vorrangig von Umweltverinderungen
betroffen sein konnen, ist es jedoch wichtig, diese symbiotischen lebenden Mikroorganismen

zu erfassen.

Die Forschungsgruppe Tappeiner & Newesely der Universitédt Innsbruck etablierte auf
den 14 terrestrischen Dauerbeobachtungsflichen (DF) (3 im Seebachtal, 6 im
Untersulzbachtal, 5 im Innergschléss) in Form von Transekten entlang von
Schneeschmelzgradienten (vgl. Abb. 2) das Monitoring fiir die Schliisselparameter
Standortklima, Bodenphysik, Bodenchemie und Produktivitit (Modul 01) in enger
Kooperation mit Prof. Kérner (Basel). Ein derartiger Transekt umfasst idealerweise drei
aneinandergrenzende Streifen von etwa 10 m Linge und 1 m Breite, die Gradienten von
pessimalen (Schneetédlchen) bis zu optimalen Lebensbedingungen (voll entwickelter alpiner
Rasen) darstellen (Abb. 1). Der mittlere Streifen bleibt ungestdrt, die links und rechts

angrenzenden Streifen dienen der invasiven Beprobung (Bodenmikrobiologie).
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Abbildung 1: Hierarchische Feingliederung der Dauerbeobachtungsflichen (DFs). Die drei
zusdtzlichen Felder unten am tiefsten Punkt unten tragen die Signatur T (z. B. AT), jene am
hochsten Punkt die Signatur K (z. B. AK). (aus Kérner et al. 2020)

ZIELSETZUNG

Eine Herausforderung jeden Langzeitmonitorings in Natursystemen ist deren ,normale”
zeitliche Variabilitdt, iiber die oft wenig bekannt ist (Korner et a. 2022). Kann die saisonale
Variabilitdt durch phédnologische Fixpunkte (z. B. Blilhphdnologie von Pflanzen)
beriicksichtigt werden, so bleibt die Variabilitdt von Jahr zu Jahr ein komplexes Thema, weil
sie von vielen zusdtzlichen Faktoren abhidngen kann. Vor allem fiir mikrobiologische
Bodenuntersuchungen ist dariiber noch wenig bekannt. So kdnnen in groBem zeitlichem
Abstand (iiber mehrere Jahre oder Jahrzehnte) durchgefiihrte Datenerfassungen konnen im
schlimmsten Fall zuféllig ein Minimum oder ein Maximum der natiirlichen Amplitude
erfassen, was eine massive Uberschitzung oder Unterschitzung des tatsidchlichen Trends
zur Folge hat. Es muss also diese Variabilitdt gut durch wiederholte Untersuchungen erfasst
werden, um eine Fehlinterpretation langzeitlicher Entwicklungen zu vermeiden (aus Korner
et al. 2020). In unserem Modul stellten wir daher mit einer routineméafigen Umsetzung des
Langzeit-Monitorings auf den ausgewéhlten terrestrischen Dauerbeobachtungsflichen (DF)
im NPHT im Modul 04 (Mikrobiologie) fest, ob sich bisher gefundene Unterschiede der

mikrobiellen Vielfalt bestdtigen, bzw. wieviel Variabilitdt zwischen den Erhebungen zu
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beobachten ist. Dazu erfolgten in den 14 terrestrischen DF im NPHT eine Beprobung der
Boden, um die Zusammensetzung der mikrobicllen Gemeinschaften (d.h. der Bakterien und
Pilze) entsprechend der im Methodenhandbuch vorgegebenen Protokolle zu untersuchen
(Fernandez Mendoza & Grube 2019a).

METHODIK / MASSNAHMEN

BEPROBUNG

An den mit der Arbeitsgruppe der Universitdit Innsbruck und EURAC akkordierten
Entnahmepunkten wurde nach deren Erfassung der Biomasseproduktion und faunistischen
Beprobung eine mikrobiologische Beprobung durchgefiihrt. Die Beprobung erfolgte nach der
Beprobung der Biomasse (Modul 01, Tappeiner & Newesely), and den von diesem Modul
ausgewaidhlten und untersuchten Punkten, bzw. an den dort durchgefiihrten Bodenanstichen
der Bodenmesofauna-Untersuchung (Modul 03). An den Seitenwidnden der Bodenanstiche
wurden aus einer Tiefe von etwa 3 cm unter der Erdoberflache etwa 1,5 ml Erde steril mit
einem Spatel entnommen. Im Anschluss daran wurden die Stellen wieder komplett
verschlossen, sodass oberflichlich keine Spuren sichtbar sind. Die Bodenproben wurden in
1.5ml Eppendorf Rohrchen eingefiillt und danach sogleich tiefgekiihlt. Zu diesem Zweck
wurde ein Transport Container (Voyageur 5, AirLiquide) verwendet, der die Kélte lingere Zeit
mittels einer Kunststoffmatrix aufrechterhdlt. Diese wurde vor dem Aufstieg zu den
Untersuchungsflichen mit fliissigem Stickstoff gekiihlt (die Kélte hélt sich in diesem Gefal3
fiir mehr als eine Woche). Derca. 13 kg schwere Kiihlbehélter wurde dann zu den Standorten
mit hinaufgetragen, und dort mit dem Proben befiillt. So konnten die Proben in gekiihltem
Zustand ins Tal und ins Labor gebracht und bis zur Weiterverarbeitung gelagert werden.
Damit wird die nachtrigliche Verinderung der Bakterien- und Pilzzusammensetzung
vermieden, die sich je nach Feuchtigkeitsgehalt des Bodens auspridgt und einen Fehler in die

Untersuchung einbringt.

BEARBEITUNG IM LABOR

Im Labor des Instituts fiir Biologie an der Uni Graz wurden die einzelnen Proben extrahiert,
und dabeizuerst mit einem TissueLyser [[ (Retsch, Qiagen Wien) zermahlen, bevor eine DNA-
Extraktion mittels DNeasy PowerSoil Pro DNA Extraction Kit (Qiagen, Wien) erfolgte. Die
extrahierte DNA der Bodenproben wurde bis zur W eiterverarbeitung tiefgekiihlt. Nach der

Extraktion wurden Gene der ribosomalen RNA mit fiir Bakterien und Pilzen spezifischen



DNA-Sonden (Primern) und der PCR-Reaktion vervielfidltigt, um ausreichende
Konzentrationen dieser Sequenzabschnitte fiir eine Sequenzierung zu erhalten. Diese Primer
und Gene haben sich fiir eine Untersuchung als aussagekriftig erwiesen und sie
gewihrleisten auch eine grofe Sicherheit der kompletten Erfassung aller Bakterien und Pilze.
Andere Primer, vor allem fiir andere Gene, amplifizieren entweder nur einen Teil der
Mikroorganismen und geben so ein fehlerhaftes Spektrum der Vielfalt wieder. Der extern
durchgefiihrte Sequenzierungsprozess lieferte danach umfangreiche Rohsequenzdaten, die
von uns dann wie im Methodenhandbuch beschrieben weiterverarbeitet wurden (Fernandez
Mendoza & Grube 2019a).

BIOINFORMATISCHE ANALYSE

Die bioinformatische Analyse erfolgte mit einer eigens fiir das Projekt entwickelten
Vorgangsweise (Pipeline), wie im Methodenhandbuch beschrieben (Fernandez Mendoza &
Grube 2019a). Dabei wurden die Sequenzen standardisiert in mehreren Schritten bereinigt,
entsprechend ihrer Qualitdt ausgefiltert und die Daten des gesamten Datensatzes Einheiten
zugeordnet, die mikrobiellen Arten entsprechen. Danach wurden die relativen Haufigkeiten
der gefundenen Bakterien- und Pilzarten in den Proben festgestellt und diese Haufigkeiten
in den Proben innerhalb der Gradienten, zwischen den Gradienten, zwischen den
Untersuchungsstandorten, sowie zwischen den Beprobungszeitrdumen verglichen (Abb. 3-

8). Dies ermoglichte weiterreichende Aussagen zur Variabilitdt der

Bodenmikrobenzusammensetzung.

Abbildung 2: Impression von der Beprobung 2023 bei regnerischem Wetter im Innergschlof3. Aufstieg
und Beprobung (Im Bild Mitarbeiterin Jana Girstmair).



ERGEBNIS/OUTPUT

Die Beprobungen von 2023 konnten an allen dreiStandorten des Nationalparks durchgefiihrt

werden.

PILZE

Aus den Analysen der Pilze geht hervor, dass der alpine Boden von einer groBen Zahl an
Gattungen der Basidiomyceten durchzogen ist, die man aus Mykorrhiza-Symbiosen kennt,
daneben kommen aber auch Pilze vor, die als saprotrophe Zersetzer bekannt sind (Abb. 3).
Die wichtigsten Gattungen die hier gefunden worden sind, sind in guter Ubereinstimmung
mit oberirdischen Beobachtungen der Basidiomyceten-Diversitit. Insgesamt sind
Ascomyceten (d.h. die meisten Kleinpilze) und Basidiomyceten (meist typische Hutpilze bzw.

,sSchwammerl®) gleichermaBBen hidufig vertreten (Abb. 4).

Ein Vergleich der Beprobungen zwischen 2017 und 2023 zeigt — anhand
unterschiedlicher Diversitdtsindices — tendentiell eine Zunahme der Pilzdiversitdt (Abb. 5).
Diese Beobachtungen sollen aber nicht dariiber hinwegtéduschen, dass es eine erhebliche
Variation in den Datensitzen gibt,aus welcher allgemeine Trends noch schwer ablesbar sind.
So konnten 295 Pilze (bzw. OTUs) ausschlieBlich 2017 nachgewiesen werden, wiahrend 584
Pilze nur 2023 gefunden wurden (1787 Pilze wurden zu beiden Zeitpunkten gefunden).
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Abbildung 3: Relative Haufigkeiten der gefundenen Pilzgattungen in der Beprobung 2023.

Abbildung 4: Hierarchische Zusammensetzung der Pilzgemeinschaften im Vergleich von
2017 und 2023
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BAKTERIEN

Die Bakterien sind an den Standorten mit entsprechend héherer Artenzahl vertreten. Daher
sind in dieser Darstellung aus praktischen Griinden nur die Familien der Bakterien genannt.
Abbildung. 6 zeigt die relativen Haufigkeiten der Familien iiber die Standorte hinweg dar.
Auffillig war dabei, dass eine hohe Anzahl nicht weiter zuordenbarer Bakterien in den Boden
vorhanden ist. Dies deutet daraufhin, dass alpine Béden nach wie vor eine groBe Anzahl von
Bakteriengruppen enthalten, die noch nicht nédher charakterisiert sind. Sie sind daher eine
noch nicht gedffnete Schatzkammer bakterieller Diversitét. Die hierarchische Analyse dieser
Diversitdt zeigt, dass 5 BakteriengroBgruppen (Phyla) zu einem mehr oder weniger gleich
hohem Anteil vertreten sind: Acidobacteriota, Actinobacteriota, Chloroflexi, Planctomycetota,
Proteobacteria. Diese Verteilung ist sowohl im Jahr 2017, wie auch im Jahr 2023 zu
beobachten (Abb. 7). Im vergleich zu den Daten von den Pilzen, lisst sich aber bei den
Bakterien in den Daten eher eine Abnahme der Diversitdt beobachten (etwa beim Vergleich
der Shannon-Indices), wobei jedoch in erster Linie der Standort Innergschldss hervorsticht.
Auch beiden Bakterien gilt, dass eine hohe Variabilitit in den Daten vorliegt. Auch hier gilt,
wie beiden Pilzen, dass allgemeine Trends sich aus den einzelnen Zahlen schwer ablesen
lassen. 875 Bakterien wurden nur 2017 gefunden, wahrend 2411 im ausschlieBlich im Jahr
2022 gefunden wurden, 12637 Bakterienstimme wurden sowohl in 1017 als auch 2023
gefunden (weil das Gesamtzahlen sind, aber nicht Gemeinschaften vergleichen, stehen die

Zahlen in scheinbarem Widerspruch zu einer Abnahme der Diversitét).
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Abbildung 6: Relative Héufigkeiten der gefundenen Bakterienfamilien in der Beprobung
2023.
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von 2017 und 2023
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Zusammenfassung und Interpretation der Ergebnisse

Die Ergebnisse zusammengefasst kann gesagt werden, dass grolere Muster der mikrobiellen
Vielfalt und die Zusammensetzung zwischen 2017 und 2023 weitgehend gleichgebliecben
sind. Generell zeigt sich in allen Proben eine hohe Varianz in der Mikrobenzusammensetzung,
wobei die Pilze in ihrer Zusammensetzung homogener zu sein scheinen, wahrend die
Bakterien insgesamt variabler sind. Dies konnte damit zu tun haben, dass die Pilze mit ihren
Myzelien feinstandortliche physiko-chemische und biologische Variationen besser abpuffern
mogen als die Bakterien, die als Einzeller sensitiver auf entsprechende Verinderungen
reagieren. SchlieBlich deutet sich noch eine tendenzielle Zunahme der pilzlichen Diversitdt
und eine Abnahme der bakteriellen Diversitdt im Vergleich mit den Erstuntersuchungen von
2017 an.

Die Interpretation der Ergebnisse liber die Variation bestédtigen daher einige frithere
Interpretationen. Insgesamt habe wir es mit einer groBen Variabilitdt im Vorhandensein ndher
verwandter Mikroorganismen zu tun. W dhrend das Vorhandensein individueller Pilze oder
Bakterien (hier durch Sequenzunterschiede als OTUs bezeichnet) mit groBer Variabilitit
verbunden ist, bleiben allerdings die groBeren Mikroorganismengruppen, zu denen sie
gehoren, vergleichsweise gleichméfig iiber die Jahre in den Béden vertreten. Die
Zusammensetzung mit diesen Verwandtschaftsgruppen ist fiir die alpinen Habitate auch
typisch, da man sie doch auch in vergleichbaren Untersuchungen anderer alpiner Orte findet.
Eine Quelle fiir die groe Variabilitdt einzelner Vertreter der Pilze und besonders der Bakterien
im alpinen Boden liegt vermutlich in erster Linie an ihrer 6kologischen Bindung an den
Wurzelraum von Pflanzen und den damit verbundenen kleinrdumigen Unterschieden im
Boden, die mdglicherweise auch generelle Muster des Umweltwandels — zumindest fiir einige
Zeit — verdecken kénnen. Zahlreiche Untersuchungen haben eine spezifische Besiedelung der
Rhizosphdre von Pflanzen ergeben. Die Rhizosphare ist der unmittelbar von ihnen beeinflusste
Umgebung der Wurzeln. Diese Spezifitat wird unter anderem durch die artspezifische
Zusammensetzung von Wurzelabscheidungen bedingt. Die Exsudate enthalten chemische
Komponenten, die auf Aktivitdt und Wachstum von Bakterien und Pilzen unterschiedlich
wirken. So kann die enge Verzahnung von Wurzeln verschiedener Pflanzenarten zu hoher
Variabilitat der bakteriellen Mikroorganismen fiihren. Weiters konnen im Boden absterbende

Insektenreste, versickernder Vogelkot, etc. dazu beitragen.

Bakterien sind vorwiegend als einzellige Organismen vorhanden, die unterschiedlich
gro3e Kolonien ausbilden kdnnen. Die kann auch fiir die Pilze zutreffen, deren — allerdings

deutlich grofleren Zellen — als Hefen in alpinen Bdoden auftreten konnen, dort vor allem in
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Rohbdden etwa in Gletschervorfeldern. Viele Pilze, besonders jene, die mit Pflanzen assoziiert
sind, wachsen hingegen als mehr oder weniger zusammenhédngende Myzelien, die einen
Transport von Nahrstoffen durch einen fadenférmigen Verbund gewéhrleisten. Daraus erklart
sich, dass sich die Diversitdtsmuster von Pilzen und Bakterien in den Béden unterscheiden
konnen und dabeidie Pilze in etwas homogener Verteilung und mit weniger Arten im Boden

auftreten kdonnen.

Die Analyse der im Boden vorhandenen DNA mit der Aktivitit der Bodenorganismen
muss weitere Punkte beriicksichtigen. Da die Sequenzierung auf dem PCR Nachweis von
Sequenzabschnitten beruht, die in unterschiedlicher Anzahl in den Zellen auftreten, ist das
Ergebnis eine Erhebung der relativen Anteile diese Sequenzen in der Bodenprobe. Das schliet
auch DNA von Mikroorganismen ein, die aus unterschiedlichen Griinden inaktiv im Boden
vorhanden sind. Sie konnen Ruhestadien von frither aktiven Mikroorganismen sein, oder
unverdaute tote Zellen, oder als Ausbreitungsformen (Sporen) in den Boden eingetragen
worden sein. Ein direkter Riickschluss von der durch die Sequenzierung festgestellten
Diversitdt auf funktionelle Muster ist daher nicht direkt, sondern erst nach Berilicksichtigung

der Biologie der festgestellten Organismen mdoglich.

Es gibt nun zwei Moglichkeiten, wie man mit hoher Variabilitdt in den Proben am
besten umgeht. Man kann versuchen, eine gemittelte Verteilung durch eine Erhdhung der
Beprobungszahl zu erreichen. Dies kann durch die Entnahme an weiteren Stellen der
Gradienten erfolgen, ist aber nicht ratsam, da die Streifen durch zu viele Beprobungen
langfristig belastet wiirden. Als Abwandlung davon wére es eher geeignet, von mehreren
Stellen eines Untersuchungspunktes kleinere Proben zu entnehmen und diese danach als
zusammengesetzte Probe (pooled sample) zu untersuchen. Moglicherweise, sind mehrere
solch punktuellen Entnahme sogar standortschonender als ein breiteres Loch. Andererseits
wire es denkbar, dass man hier bestimmte Parameter festlegt, und etwa nur den
Waurzelraum bestimmter Pflanzen untersucht. Dies widerspriche aber einerseits der Vorgabe
des Monitoring-projektes, ein allgemeineres Bild der Verdnderungen zu gewinnen. Die
Vorgangsweise ist aber schwierig in den einzelnen Gradienten umzusetzen, falls die Pflanzen
nicht iiberall vorhanden sind und die klare Identifizierung der beprobten Wurzeln schwierig

ist.

Der Vergleich iiber die letzten Jahre zeigt ansatzweise Trends, aber erst nach lingeren
Zeitrdumen der Untersuchung wird sich herausstellen, inwieweit sich langfristige
Verdnderungen der mikrobiellen Vielfalt als Klima- oder Umweltwandeleffekte ergeben. Es
ist aber generell anzunehmen, dass mit Verdnderung der Vegetationsdecke bzw.

Verdnderungen des Wassergehaltes im Boden, bzw. anderer physikalisch-chemischer
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Bedingungen klare Veridnderungen der mikrobicllen Zusammensetzung kommt, mit
wechselseitigen Folgeeffekten fiir die Pflanzendecke. Die Ergebnisse aus dem Projekt liefern
hier wertvolle Basisinformationen, um die riickbeziiglichen Wirkungen zwischen
Makroorganismen, die die Pflanzendecke ausmachen, und den assoziierten Mikroorganismen
im Bodenraum, im Sinne einer ,;Okologie auf verschiedenen Ebenen* (multiscale ecology) zu

entwickeln.
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