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Zusammenfassung

Die Absorptionsphotometrie ist ein Standardverfahren in der Chemie und Biochemie zur
qualitativen und quantitativen Analyse komplexer organischer Molekiile. Durch die Kom-
bination etnes Spektrometers mit einem Lichtmikroskop konnen diese Untersuchungen
sogar noch im Mikrometerbereich durchgefiihrt werden. Die Mikro-Absorptionsphoto-
metric wird heute {iberwiegend in der Forensik und Materialpriifung eingesetzt.
Anwendungsmdglichkeiten dieser Analysemethode fiir geologisch-paldontologische Frage-
stellungen wurden bisher praktisch noch nicht iiberpriift.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Moglichkeiten der Mikro-Absoptionsphotometrie fiir die
Untersuchung des fossilen organischen Wandmaterials der Mikrofossilien auszuloten und
standardisierte Praparations- und Aufbereitungsverfahren fiir die Praxis zu entwickeln.
Grundvoraussetzung fiir alle spektralphotometrischen Untersuchungen an fossilem organi-
schem Material ist ein Priparationsverfahren, das keine chemischen Veriinderungen der zu
untersuchenden Objekte verursacht. Hierzu wurden die Auswirkungen der Priparations-
chemikalien sowohl auf fossiles als auch auf rezentes organisches Material getestet.
Anhand dieser Ergebnisse wurden verschiedene, fiir spezifische Fragestellungen angepafite
Priparationsverfahren entwickelt.

Der zentrale Punkt bei diesen Intialuntersuchungen ist die Differenzierbarkeit der
verschiedenen fossilen organischen Wandsubstanzen anhand ihrer Absorptionsspektren.
Um einen moglichst umfassenden Uberblick tiber die chemische Variabilitit der Bio-
polymere organisch-wandiger Mikrofossilien zu erhalten, sind in diesen Untersuchungen
auch bisher wenig beachtete bzw. untersuchte Mikrofossilien wie Cyanophyceen oder
Proto- und Metazoen-Dauerstadien einbezogen. Durch Depolymerisationsexperimente und
vergleichende Untersuchungen von rezentem und fossilem Material ist es moglich, die
Anwendbarkeit der Mikro-Absorptionsphotometrie der einzelnen organisch-wandigen
Mikrofossilien fiir spezifische geologisch-paldontologische Fragestellungen abzuschitzen.
Unter Benicksichtigung der phylogenetischen Zusammenhinge kann zudem auch ein
Evolutionsmodell der Biopolymere organisch-wandiger Mikrofossilien aufgestellt werden.

Als Beispiel fiir die direkte, anwendungsbezogene Mikro-Absorptionsphotometric von
Pollen wurden zwei Sedimentkerne bearbeitet. Die bisherigen Untersuchungen ergaben,
daf} die chemischen Verdnderungen der Pollenwand bei der Ablagerung und im Sediment
nahezu ausschlieBlich mikrobieller Titigkeit zuzuschreiben sind, welche durch
Umweltfaktoren wie Temperatur, Salinitdt oder Durchliftung (Stirme, Bioturbation)
gesteuert werden. Anhand der Absorptionsspektren von Pinus-Pollen aus einem
Sedimentkern der Kicler Forde kann gezeigt werden, dafl die Verdnderungen in den
benthischen, mikrobiellen Okosystemen direkt durch die Mikro-Spektralphotometrie erfafit
werden konnen und diese mit der postglazialen Klimaentwicklung korrelierbar sind. Mehr
noch, durch die differenzierte, hochauflésende Beprobung von laminierten Sedimenten
(Warven) aus dem Belauer See kann belegt werden, daBl Verdnderungen von
Umweltparametern bis in den saisonalen Bereich spektralphotometrisch nachweisbar sind.
Die Mikro-Spektralphotometrie ist somit unter anderem ein Analyseverfahren, mit dem die
Dynamik fossiler Okosysteme bis in den saisonalen Bereich erfat werden kann und das
dadurch vollig neue Wege in der Erforschung des Palioklimas und der Paliodkosysteme
erm&glicht.



Abstract

Absorption photometry is a widely used analytical technique in chemistry and
biochemistry to analyse complex organic molecules. The combination of a light-
microscope and a spectrometer provides spectral analyses in micrometer dimension.
Commonly, the micro-absorption photometry is used in forensic and material testing.
Hitherto, possible applications of this analytical technique for geology and paleontology
have not been examined.

The aim of this paper is to prove the possibilities of micro-absorption photometry analyses
for organic wall-material of microfossils, and to standardize the preparation technique for
practical use. The prerequisite for all spectral photometric investigations is to establish a
preparation method which does not affect the chemical structure of the organic-walled
microfossils. Therefore, the influence of various chemicals on recent and fossil organic
material was tested, with the aim to develop the best preparation technique for different
analytical questions.

The central point of these investigations is the possibility of differentiation between
various fossil wall-material and their absorption spectra. To get an extensive overview
about the chemical variations in biopolymeres of organic-walled microfossils, rarely
investigated microfossils, such as cyanophyts and resting stages of various proto- and
metazoans were included in this investigation. Based upon depolymerisation experiments
and the comparison of fossil and recent material, an assessment for the potential
application of the different microfossils for specific geological and paleontological
questions can be outlined. Taking into account the phylogenetic links in organic-walled
microfossils, an evolutionary model for biopolymeres can be established.

First testings for the practical use of micro-absorption photometry on pollen were carried
out on two sediment cores. The investigation shows that the chemical changes in the pollen
wall during the sedimentation process and within the sediment are nearly exclusively
caused by microbial activity, driven by environmental factors such as temperature, salinity
or oxygen content (due to bioturbation or storm events). Based on the absorption spectra of
Pinus pollen from a sediment core taken in Kiel Fjord, it became obvious that the changes
of microbial ecosystems can be detccted by using this technique. The results can directly
be correlated to postglacial climatic changes. Moreover, high resolution sampling of
laminated sediments from Lake Belau show that the spectral photometric analysis provide
a good tool for environmental changes even to a seasonal basis. Therefore, micro-
absorption photometry provides an analytical tool to map the dynamic of fossil ecosystems,
and new ways for the exploration of paleoclimate and paleo-ccosystems can be pursued.
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Grundlagen und Anwendungsméglichkeiten der Mikro-
Absorptionsphotometrie fiir organisch-wandige Mikrofossilien

"Wenn wir aber nicht traumen, sondern forschen, so erscheint
uns die Geschichte des Lebens nicht als eine Anhéufung von
Zufillen, sondern grofien Gesetzen unterstellt. Nicht etwa
mysteriosen Leitfaktoren, die anthropomorph auf Anpassung,
Zweckmdfigkeit oder steigende Vervollkommnung tendieren,
sondern Prinzipien, von denen wir schon einiges wissen,
weiteres in Zukunft zu erfahren hoffen.”

L. v. Bertalanffy (1949)
(Das biologische Weltbild; Francke, Bern)

1. Einleitung
1.1. Forschungsbedarf und Ziele

Mikrofossilien verdanken ihre Erhaltung vor allem dem widerstandsfihigen Material, aus
dem ihre Exo- oder Endoskelette aufgebaut sind, sowie Ein- oder Auflagerungen in
Zellwinden. Diese geriistbildenden Substanzen bestehen aus Karbonat, Opal und Phosphat,
aber auch aus besonders dauerhaften organischen Molekiilen. Die Fossilien werden
entsprechend als kalkige, kieselige, phosphatische oder organisch-wandige Mikrofossilien
bezeichnet. Die Skelett- bzw. Wandsubstanzen der organisch-wandigen Mikrofossilien
bestehen in der Regel aus besonders widerstandsfihigen Biopolymeren wie Sporopollenin,
Chitin oder Cutin, die in ihrem urspriinglichen Verband erhalten bleiben und dadurch auch
den jeweiligen Taxa zugeordnet werden konnen. Durch die Moglichkeit der direkten
taxonomischen Zuordnung unterscheiden sich die organisch-wandigen Mikrofossilien von
den sogenannten Chemofossilien, die als einzelne organische Molekiile von Organismen in

kolloidaler oder geloster Form im Sediment vorliegen.

Zu den organisch-wandigen Mikrofossilien zihlen z.B. Sporen und Pollen (Palynomorphen
sensu Hyde & Williams 1943"), Kutikulen und andere Phytoklasten, Dinoflagellatenzysten,
Griinalgen, Zysten und Loricae von Ciliaten, Foraminiferentapeten, Gehiduse von
Thekamében, Eier von Crustaceen und Insekten sowie deren Chitinpanzer, Kiefer und
Greifhaken (Scolecodonten) von verschiedenen, iiberwiegend wurmartigen Organismen
(z.B. Anneliden, Onychophora) und eine Reihe fossiler und rezenter Formen, deren
biologische Zuordnung noch nicht oder nicht eindeutig geklirt ist (z.B. Chitinozoen,

Acritarchen und die rezenten Gattungen Halodinium, Hexasterias v.a.).

' Hyde & Williams priigten den Terminus Palynologie (palyno molvve griech.= Staub, streuen) fiir die
Sporen- und Pollenkunde 1943 in einem unverdfientlichten Rundbricf (Pollen Analysis Circular, Vol. 8:6)



Bisherige chemische Untersuchungen von fossilem organischem Material = sind
iberwiegend auf die Kohle- und Olprospektion fokussiert. Hierbei stand vor allem die
Bestimmung des Reifegrads und der Qualitit der Rohstoffvorkommen im Vordergrund.
Bei den Mikrofossilien lag der Untersuchungsschwerpunkt, abgesehen von der Taxonomie,
vor allem auf der Biostratigraphie und der Biochronologie. Neue Fragestellungen sind
dagegen iiberwiegend auf die Auswirkung von Klimainderungen und anthropogene
Einfliisse auf die Biosphdre und die Wechselwirkung bzw. Riickkopplungsmechanismen
zwischen Land und Meer ausgerichtet. Chemofossilien und organisch-wandige Mikro-
fossilien bieten fiir derartige Untersuchungen ein bisher noch unausgeschopftes Reservoir
an Informationen, zu deren Entschliisselung neue Ansitze sowohl in der Methodik als auch
in der analytischen Auflosung der einzelnen Ereignisse erforderlich sind. Vor allem die
Biopolymere der verschiedenen organisch-wandigen Mikrofossilien, die zum Teil unter
extremen Temperatur- und Druckbedingungen iiber Jahrmillionen in ihrem urspriinglichen
Verband erhalten bleiben, kdnnen auch fiir die Industrie Grundlagen fiir neue Produkte
bzw. deren Synthese sein. Beispiel hierfiir ist das Chitin, welches man zu Folien und
spinnbaren Fasern verarbeitet oder in der Biomedizin mit geringer chemischer Abwand-
lung als Blutgerinnungsmittel, als Immuno-Adjuvans gegen Infektionen mit bestimmten

Viren oder als Hautersatz nach Verbrennungen verwendet.

Entsprechend der unterschiedlichen biologischen Herkunft der organisch-wandigen Mikro-
fossilien variiert auch die chemische Zusammensetzung der Biopolymere und ihr
Fossilisationspotential. Die daraus resultierende selektive Erhaltung der organisch-
wandigen Mikrofossilien bzw. der organischen Substanz im Allgemeinen hat sowohl fiir
chemische als auch fiir paldontologische Untersuchungen weitreichende Konsequenzen, da
das Fehlen eines Taxons nicht nur stratigraphische oder tkologische Ursachen haben kann,
sondern auch auf die selektive Erhaltung zuriickfiithrbar ist. Dies bedeutet aber, da nur
aufgrund des Vorhandenseins/Nichtvorhandenseins bestimmter Fossilgruppen im Sediment
keine Aussagen iiber das tatsiichliche Vorkommen gemacht werden kénnen, solange das
Erhaltungspotential der verschiedenen Gruppen der Mikrofossilien in den entsprechenden
Faziesbereichen bzw. Sedimenten nicht bekannt ist. So koénnen zum Beispiel bereits
geringe Verinderungen in der Sedimentchemie die Ursache fiir ein selektives Ldsen
bestimmter Fossilgruppen sein und dadurch zu palidodkologischen und paldoklimatischen
Fehlinterpretation fithren. Noch komplexer wird dieses Problem bei der Untersuchung des
Eintrags von terrestrischen Organismen(-resten) und deren Zusammensetzung in marinen
Sedimenten. Hierbei sind nicht nur die selektiven Erhaltungsbedingungen ein wichtiger
Faktor, sondern auch die geographische und zeitliche Herkunft. So kann zum Beispiel die
Unterscheidungsmoglichkeit zwischen direkt im Jahreszyklus oder durch Erosion in

marine/lakustrische Sedimente eingetragenen Pollen sowie der selektive mikrobielle Abbau




des organischen Materials durch saisonale Schwankungen die Wirklichkeitsnihe einer

Palio-Umweltrekonstruktion entscheidend beeinflussen.

Um hochstauflosende Paldo-Umweltrekonstruktionen durchfithren zu konnen, die
wiederum Voraussetzung fiir die wirklichkeitsnahe Modellierung zukiinftiger Umwelt-
entwicklungen sind (the present is the key to the past, but the past is the key to the future),
ist ein Verfahren zur Identifizierung der Sedimentationsgeschichte an einzelnen Individuen
innerhalb eines Taxons notwendig. Organisch-wandige Mikrofossilien bieten fiir diese
Untersuchungen einzigartige Voraussetzungen, da ihre Biopolymere bei der Fossilisation in
Abhingigkeit von der Sedimentchemie unterschiedlich veriindert werden. Ein Verfahren,
mit dem diese chemischen "fingerprints" an fossilen Biopolymeren analysiert werden
kénnen, wiirde nicht nur der Paliodkologie und Paldoklimaforschung neue und vor allem
hochaufldsende Untersuchungsmoglichkeiten erschlieBen, die Untersuchung der Langzeit-
verdnderungen von Biopolymeren konnte auch fiir die chemische Industrie bei der

Entwicklung neuer Kunststoffe von grolem Nutzen sein.

Fiir die Untersuchung von einzelnen organisch-wandigen Mikrofossilien konnen die
herkémmlichen chemischen und biochemischen Analyseverfahren nicht herangezogen
werden, da sie um mehrere Zehnerpotenzen héhere Gewichtsmengen zur Durchfiihrung
ciner Analyse bendtigen. Eine Madglichkeit, chemische Variationen an individuellen
Mikrofossilien unterscheiden zu konnen, ist dic Kombination eines Spektralphotometers
mit einem Mikroskop, mit dem Messungen bis in den Mikrometerbereich durchgefiihrt

werden konnen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Grundlagen fiir die Mikro-Spektralphotometrie an
einzelnen organisch-wandigen Mikrofossilien zu entwickeln und zur Anwendungsreife zu
fihren. Die primire Basis fiir alle weiteren Untersuchungen ist ein Aufbereitungs- und
Priparationsverfahren, bei dem die Biopolymere der organtsch-wandigen Mikrofossilien
chemisch nicht verindert werden. Die dazu notwendigen Versuchsreihen wurden auch an
rezentem Material durchgefiihrt, um geniigend Material eines Taxons fiir konventionelle
chemische Analysen zur Verfiigung zu haben. Anhand dieser Untersuchungen konnten
dann Veriinderungen in den Spektren der einzelnen Taxa chemisch zugeordnet werden,
was eine Interpretation der chemischen Vorgiinge bei der Fossilisation der Biopolymere
ermdglichte. In einer weiteren Untersuchungsreihe wurden die Spektren der wichtigsten
organisch-wandigen Mikrofossilien und deren Verinderung erfat, um fiir spezifische
Fragestellungen die optimalen Fossilgruppen fiir die spektralphotometrischen Analysen
auswihlen zu kénnen. Anwendungsmiglichkeiten fiir die Mikro-Spektralphotometrie

werden anhand von Fallbeispielen in einer abschlieBenden Diskussion vorgestellt.



1.2: Kerogen: Organisch-wandige Mikrofossilien und Chemofossilien

Fossiles organisches Material in Sedimenten wird allgemein als Kerogen bezeichnet, in der
modernen Literatur werden jedoch verschiedene Definitionen fiir den Terminus angegeben.
So benutzt Durand (1980) die Definition “... sedimentary organic matter insoluble in the
usual organic solvents", wihrend Tissot & Welte (1984) Kerogen als den organischen
Bestandteil der Sedimente bezeichnen, der in wéBrigen Alkalien und organischen
Losungsmitteln unléslich ist, was auch der Definition der Huminstoffe in der Bodenkunde
entspricht. Andere Autoren, wie zum Beispiel Burgess (1974), definierten Kerogen als
siureunlosliches, sedimentires organisches Material. Unabhingtg von den unter-
schiedlichen chemischen Definitionen wird Kerogen in zwei Gruppen eingeteilt, das
diffuse oder amorphe Kerogen (AOM - amorphous organic matter) und die Organoklasten
(Palynomorphen, Phyto- und Zooklasten), die anhand der mikroskopisch erkennbaren
Strukturen eindeutig den Ausgangsorganismen zugeordnet werden konnen. Chemisch
besteht das Kerogen aus komplexen organischen Molekiilen oder Btopolymeren, die
sowohl in ihrer urspriinglichen Struktur erhalten als auch durch verschiedene biologische
oder chemische Degradations- und Kondensationsprozesse sowie durch die Diagenese

verdndert vorliegen konnen.

Polymere sind chemische Verbindungen, die durch hauptvalenzmiBige Verkniipfung
mehrerer Einzelmolekiile, den sogenannten Grundbausteinen oder Monomeren, entstehen.
Diese Makromolekiile konnen prinzipiell in zwei Hauptgruppen unterteilt werden, und
zwar in die anorganischen Polymere, wie zum Beispiel die Silikate, und in die
Biopolymere. Letztere wiederum konnen nach ihrem Chemismus in Homopolymere
{Polymere mit nur einem Grundbaustein) oder in Heteropolymere mit mehreren
Grundbausteinen eingeteilt werden. Eine weitere Moglichkeit der Differenzierung ist die
funktionelle Zuordnung der Biopolymere zu Gertist- und Speicherpolymeren sowie zu
funktionalen Biopolymeren wie zum Beispiel Enzymen, Polynucleotiden und Pigmenten.
Im Fossilen liegen die Biopolymere entsprechend ihrer urspriinglichen Funktion
(Geriistsubstanz, Stoffwechselprodukt etc.) entweder als organisch-wandige Mikrofossilien
bzw. Palynomorphen sensu lato bei gertistbildenden Polymeren (Cutin, Chitin, Sporo-
pollenin etc.) oder als "Chemofossilien”, also als einzelne Makromolekiile, die mikro-

skopisch nicht mehr erfallt werden kdnnen, vor.

Fiir die Erhaltung der Biopolymere ist nicht nur die primire Stabilitit von Bedeutung,
sondern wesentliche Faktoren sind auch die Sedimentchemie und die Einbettungs-
geschichte. So bemerkte bereits H. Potonié (1908, S. 18) "..daB oft genug, namendich in
Sapropel-Bitdungen sogar der griine Pflanzen-Farbstoff, das Chlorophyll, noch vorhanden ist, wiihrend unter
Vertorfungsbedingungen sich das Chlorophyll schnell zersetzt”, was spiter auch von anderen Autoren
bestitigt wurde (Benade, 1954; Potonié & Rehnelt, 1974; Potonié, & Reunert, 1935; Soma




et al., 1996 u.a.). Unter besonders giinstigen Umstiinden kénnen selbst tierische Zellen mit
Zellkernen erhalten bleiben, wie die Funde aus der eoziinen Braunkohle des Geiseltals
belegen (Voigt, 1935, 1949).

Neuere Untersuchungen zeigen, dal auch einzelne organische Molekiile (Biomarker) zur
Identifizierung spezifischer Organismengruppen, wie zum Beispiel Dinoflagellaten durch
Dinosterole ebenso verwendet werden konnen wie als Temperatur-, Produktivitiits- und
Klimaindikatoren (Brassell, 1993; Emeis et al., 1992; Thomas et al., 1993; u.a.). Die
Erhaltung und Interpretation der Chemofossilien ist im Gegensatz zu den organisch-
wandigen Mikro-fossilien wesentlich problematischer, da deren Vorkommen und
Zusammensetzung stirker durch den Transportweg und die selektive Erhaltung beeinflufit
werden. Hinzu kommt, dafl die Biomarker einer selektiven Migration unterliegen kdnnen
und daB3, je nach angewandter Analysemethode, z.B. durch Katalysatorwirkung von
Spurenelementen und Tonmineralen, die Interpretation der urspriinglichen Biomarker
erheblich erschwert wird (Horsfield & Douglas, 1980; Katz, 1983, Tarafa et al., 1988;

u.a.).

Im Gegensatz zur Vielfalt der Chemofossilien ist die chemische Variationsbreite der
Gertistbiopolymere geringer, sie konnen dafiir aber einem konkreten Taxon bzw.
Mikrofossil zugeordnet werden. Ein weiterer Vorteil ist, dal die chemische Verinderung
der Biopolymere bzw. der "fingerprints" ihrer Fossilisationsgeschichte an Einzelindividuen
in situ untersucht werden kann (Brenner, 1996). Dariiber hinaus kénnen auch taxon-
spezifische chemische Variationen innerhalb eines Biopolymers zur evolutionsbio-

logischen Differentialdiagnose herangezogen werden.

Die Funktion der Geriistpolymere liegt iiberwiegend in der Stabilisierung der Zellwiinde
einzelner Organe oder des gesamten Organismus. Dariiber hinaus kommen ihnen noch
vielfiltige Aufgaben wie passive Kontrolle der Transpiration und des Gasaustausches zu
oder Schutzfunktion sowohl gegen mechanische als auch gegen biologisch-chemische
Einwirkungen. Entsprechend ihrer Funktion, Beanspruchung und des Ausgangsorganismus
werden nicht nur unterschiedliche chemische Grundbausteine fiir die Biopolymere
verwendet, sondern es konnen auch abwechselnd verschiedene Biopolymere oder
mineralische Lagen zu einem Verbundmaterial zusarnmengesetzt werden, wodurch die
mechanischen und chemischen Eigenschaften an den jeweiligen Bedarf des Organismus
angepaBt werden. Diese funktionsmorphologische und -chemische Optimierung ist
praktisch bei allen Organismen nachzuweisen und kann bei fossilem Material auch zur
Analyse der primiiren Funktion und der physikalisch-chemischen Belastung des jeweiligen

Organismenrestes herangezogen werden (Reif, 1981; Seilacher, 1979 u.a.).



1.3, Miglichkeiten der Analyse fossiler, geriistbildender Biopolymere
1.3.1. Visuelle Untersuchung

Die mikroskopische Untersuchung von Biopolymeren und speziell der Pollen begann mit
der Erfindung des Mikroskops durch van Leeuwenhoek im Jahr 1662. Bereits zwei Jahre
spiter beschreibt Nehemiah Grew in seinem Werk “The anatomy of plants” die Struktur
von Pollen. Fossile Pollen wurden erstmals 1834 durch Goppert beschrieben. Die
Differenzierung der einzelnen Pollen und anderer organisch-wandiger Mikrofossilien
erfolgt bis heute vorwiegend anhand anatomischer Merkmale wie Habitus, Ornamentierung
und Wandstruktur. Die taxonomische Klassifizierung des fossilen Materials orientiert sich,
soweit mdglich, an der biologischen Taxonomie. Entsprechend werden dann, vor allem in
der Quartiir-Paliontologie, bei Sporen und Pollen die Namen der Mutterpflanze
iibernommen oder bei Dinoflagellatenzysten die der vegetativen Stadien. Bei priquartiiren
Fossilien ist eine biologische Zuordnung nur anhand morphologischer Kriterien hiiufig
nicht mehr moglich, weshalb die Taxonomie auf einem rein morphographtschen System
beruht und das "biologische Artkonzept” auf fossile Organismen(-reste) nicht mehr ange-
wendet werden kann (siehe Diskussionen bei Collinson, 1986; Jansonius, 1981; Potonié et
al., 1950; Traverse, 1957; 1996; w.a.).

AuBer der rein morphographischen Differenzierung der organisch-wandigen Mikrofossilien
mittels Lichtmikroskop, Rasterelektronenmikroskop oder Transmissionselektronen-
mikroskop konnen auch indirekt chemische Variationen und Verdnderungen anhand der
Farbe und Autofluoreszenz nachgewiesen werden, die vorwiegend zur Bestimmung der
Maturitiit bzw. des Inkohlungsgrads herangezogen werden (z.B. Gray & Boucot, 1975;
Pradier et al., 1991; Van Gijzel, 1982). Anhand der Autofluoreszenz konnen auch
taxonomische bzw. chemische Differenzierungen vorgenommen werden. So ist es zum
Beispiel méglich, fossile Dinoflagellatenzysten-Gruppen anhand der Fluoreszenz zu
unterscheiden. Bestimmte Zystengruppen (heterotrophe  Protoperidiniaceen und
Gymnodiniaceen) besitzen keine Autofluoreszenz, withrend andere Gruppen (phototrophe
Goniaulacaceen und Peridiniaceen) eine intensive Fluoreszenz besitzen, was durch den

unterschiedlichen Metabolismus erkliirt werden kann (siche Kap. 5.1).

Ein weiteres Verfahren zur chemischen Differenzierung ist das Fiirben und selektive Losen
spezifischer Biopolymere, wie es in der Biologie bzw. Histochemie gebriuchlich ist und
bereits 1935 von Eisenack auch fiir organisch-wandige Mikrofossilien angewendet wurde.
Eine chemische Differenzierung der organisch-wandigen Mikrofossilien anhand ihres
unterschiedlichen Firbeverhaltens wurde bisher jedoch noch nicht durchgefiihrt, vielmehr
diente das Firben vorwiegend der Kontrastierung zur besseren Bestimmbarkeit im
Lichtmikroskop und zur Identifikation umgelagerter Mikrofossilien (Gray, 1965a; b;
Stanley, 1966; Traverse, 1988; Wood, et al. 1996; u.a.).




1.3.2. Physikalisch-chemische Analyseverfahren

Fir den iiberwiegenden Teil der in der organischen Geochemie angewandten
Analyseverfahren (Pyrolyse GC/MS, C NMR, FTIR-Spektroskopie etc.) werden fiir eine
Messung zwar nur Probenmengen im Milligrammbereich bendtigt, was aber bis zu
mehreren Millionen Einzelexemplaren von organisch-wandigen Mikrofossilien entspricht.
So liegt zum Beispiel das Gewicht eines Juniperus-Pollens bei 3,8 x 10”g und das eines
Pinus-Pollens bei 18,4 x 10”g (Erdtman, 1969). Die Isolierung spezifischer Taxa fiir diese
Untersuchungen durch gravitative Verfahren oder selektives Sieben ist im allgemeinen
nicht moglich, da zu viele verschiedene Taxa &dhnliche physikalische Eigenschaften
aufweisen und ein direktes Auslesen unter dem Mikroskop jeden Zeitrahmen sprengen
wirde. Eine Ausnahme bilden Holz- und Blattreste bzw. deren Kutikulen, die bei
giinstigen Erhaltungsbedingungen auch im groBeren Verband vorliegen kénnen, und
natiirliche Anreicherungen wie zum Beispiel bei gesteinsbildenden Algen wie
Gloeocapsomorpha, Botryococcus oder Tasmanites. Da es sich bei diesen Ablagerungen
aber um Extrembiotope handelt, mufl damit gerechnet werden, daBl die chemischen
Verinderungen der entsprechenden Mikrofossilien nicht unbedingt mit den Verdnderungen

unter "Normalbedingungen" vergleichbar sind.

Die bisher einzige Moglichkeit, auBer dem histologischen Firbeverfahren, eine chemische
Differenzierung an einzelnen Individuen oder Bruchstiicken organisch-wandiger
Mikrofossilien durchzufithren, sind mikro-spektroskopische Verfahren wie Emissions-
(Fluoreszenz-)Photometrie, Reflexions-Photometrie und Absorptions-Photometrie. Von
diesen Verfahren werden die Emissions- und Reflexions-Photometrie in der Geologie
vorwiegend als Standardverfahren zur Maturititsbestimmung angewendet (z.B. Braggio
Morucchio, 1987; Teichmiiller, 1971; Van Gijzel, 1967; 1979; Wilkins et al., 1995),
withrend die Absorptions-Photometrie praktisch noch am Anfang der Entwicklung steht
(Brenner, 1996).




2. Grundlagen der Spektralphotometrie

Die UV-VIS-Absorptionsspektroskopie ist eine der iltesten Methoden der
Molekularanalyse. Bereits im Jahre 1729 erkannte Bouguer den Zusammenhang zwischen
Schichtdicke und Abnahme der Lichtintensitit, der 1760 von Lambert mathematisch
formuliert wurde. Mit der endgiiltigen Formulierung des Bouguer-Lambert-Beerschen
Gesetzes durch Beer 1852 wurde bereits die Grundlage fiir die quantitative Auswertung
von Absorptionsmessungen geschaffen. Die erste Anwendung des Gesetzes erfolgte in der
Kolorometrie zur Konzentrationsbestimmung geloster Substanzen, spéter in der
Photometrie, die dann zur Spektralphotometrie fiihrte. Parallel hierzu erfolgte die
Entwicklung der Detektoren vom menschlichen Auge iiber das Photoelement und die
Photozelle zum Photomultiplier fiir die Messungen der Intensitit bei einzelnen
Wellenlingen sowie von der Photoplatte zum Siliziumdiodentarget (Photo-Dioden-Array-
Detektoren) fiir die direkte Aufnahme eines Gesamtspektrums.

Der heutige Einsatz der analytischen UV-VIS-Absorptionsspektroskopie erstreckt sich auf
eine Vielzahl unterschiedlicher Anwendungsbereiche in der Chemie und Biochemie. Die
klassische Anwendung ist nach wie vor die Bestimmung komplexer Molektile und ihrer
Konzentration in Ldsungen in der organischen Chemie und die Bestimmung von
Elementen mit Hilfe von Komplexbildnern wie zum Beispiel in der Trinkwasseranalytik,
bei der mit der UV-VIS-Absorptionsspektroskopie Schwermetalle wie Blei oder Cadmium
bis zu einer Konzentration von 0,0002 ppm nachgewiesen werden kénnen. Eine besondere
Rolle spielt die UV-VIS-Absorptions-Spektroskopie bet kinetischen Analysen. Hier kann
die quantitative Umsetzung der verschiedenen Substanzen sogar wihrend der chemischen
Reaktionen direkt erfafit werden. Der wesentliche Vorteil dieser Methode ist, dal3 diese
Untersuchungen mit geeigneten Lichtleitern direkt im Reaktionsgefil} stattfinden kénnen.

Ein weiteres spektroskopisches Verfahren ist die Fluoreszenz- oder Emissionsspek-
troskopie, die ebenfalls in weiten Bereichen der chemischen und biochemischen Analysen
Anwendung findet (Wolfbeis, 1993). Ebenso wie die UV-VIS-Absorptionsspektroskopie
wird die Fluoreszenzspektroskopie fiir die Analyse komplexer organischer Molekiile und
deren Kinetik angewandt. Vor allem in der Biologie gibt es breite Anwendungsgebiete fiir
Untersuchungen an Lebendmaterial bis hin zu in situ Produktivititsmessungen im aqua-
tischen Milieu anhand der Chlorophyllfluoreszenz der Algen durch entsprechende Sonden

oder liber Satellit.

2.1. Absorption organischer Verbindungen

Die clektromagnetische Strahlung wird durch die Wellenldnge (&), die Frequenz (v) oder

die Wellenzahl (V) charakterisiert, die durch die Gleichung val_Y verknlipft sind,
(o
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wobei ¢ die Lichtgeschwindigkeit ist. In Abhéngigkeit von der Bindungsenergie der
Elektronen in einem Molekiil werden die elektromagnetischen Wellen in unterschiedlichen
Bereichen des Spektrums absorbiert, wobet die entsprechenden Elektronen in einen
angeregten Zustand angehoben werden. Atomgruppen innerhalb eines Molekiils, welche
die selektive Absorption beeinflussen, nennt man Chromophoren (chroma=Farbe;
phoron=Triiger) oder chromophore Gruppen, wie zum Beispiel >C=0, >C=N-; >C=C<
oder -N=0.

Im Bereich des ultravioletten und sichtbaren Lichts erfolgt die Absorption der Energie der
elektromagnetischen Wellen durch Elektronen, im allgemeinen durch die Bindungs- bzw.
Valenzelektronen, weshalb die UV-VIS-Absomtionsspektroskopie auch als Elektronen-
Spektroskopie bezeichnet wird (Hesse et al., 1991; Jaffé & Orchin, 1962; Perkampus,
1986; u.a.).

Eine Klassifizierung der Elektroneniiberginge (Banden) kann mit Hilfe der beteiligten
Molekiilorbitale vorgenommen werden. Aus besetzten bindenden - oder n- Orbitalen oder
aus den nichtbindenden n-Orbitalen (ecinsame Elektronenpaare) kann durch
Energieaufnahme ein Elektron in die leeren, antibindenden o*-, n*- Orbitale angehoben
werden. Entsprechend werden die Elektroneniibergiinge mit c—¢*, n—>n*, n—> n* usw.
bezeichnet.

Die Absorptionsenergie bzw. Wellenlidnge fiir isolierte Chromophoren liegt bei dem n—
n*- Ubergang vorwiegend im Bereich zwischen 240 bis 300nm, fiir n-»n* und n—>c*
zwischen 180 und 250nm und fiir s> o* mit der hochsten Energieaufnahme unterhalb 190
nm. Fiir die Mikro-Absorptionsphotometrie, deren untere Meflgrenze bei 240nm liegt,
wiirde das bedeuten, daB nur n—n*- Uberginge erfalt werden konnen. In konjugierten
Systemen, also in Verbindungen, in denen in einer alternierenden Sequenz von
Einfachbindungen mindestens zwei Mehrfachbindungen (Chromophoren) vorhanden sind,
wird der Absorptionsbereich von n—>n*- und n—n*- Ubergiingen bis zum sichtbaren Licht
erweitert, wodurch sie auch fiir die Mikro-Absorptionsphotometrie zuginglich sind. In
konjugierten Doppelbindungen bilden alle Elektronen ein integriertes System, in dem die
Elektronen iiber die an der Konjugation beteiligten Atome "verschmiert" (delokalisiert)
sind und dadurch weniger Anregungsenergie bendtigen, um in den Anregungszustand
gehoben zu werden. Dadurch werden die Absorptionsbanden zu langeren Wellenldngen hin
verschoben. Weitere Effekte der Konjugation sind die Verkiirzung der Atomabstinde, die
hiufig von den isolierten Doppelbindungen abweichende chemische Reaktionsweise und

die Isomerisierung, die ebenfalis in den Absorptionsspektren nachgewiesen werden kann.

Die UV-VIS-Absorptionsphotometrie ist daher vorwiegend ein Analyseverfahren zur
Ermittlung von Bindungsarten und ihrer quantitativen Verteilung innerhalb eines
Molekils. Das bedeutet, daBl durch dieses Verfahren weniger die GréBe und elementare
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Zusammensetzung eines Molekiils bestimmt werden, sondern dessen Bindungs-
charakeristik, durch welche die Struktur eines Molekiils definiert ist. Die UV-VIS-
Absorptionsphotometrie eignet sich daher besonders fiir die Untersuchung der Struktur
komplexer organischer Verbindungen und ihrer Verinderungen. Ausgehend von einem
Referenzmolekiil bzw. Biopolymer, wie zum Beispiel Sporopollenin, Lignin oder Chitin
eines eindeutig zugeordneten Taxons, konnen dann anhand des Absorptionsspektrums
Verinderungen in den Biopolymeren analysiert und entsprechende Modelle fiir die

Chemoevolution, Umwelteinfliisse und Diagenese erstellt werden.

2.2. Spektreninterpretation organischer Verbindungen

Die geriistbildenden Biopolymere bestehen mit nur wenigen Ausnahmen (z.B. Chitin)
vorwiegend aus Kohlenwasserstoffen und oxigenierten Kohlenwasserstoffen, deren
isolierte chromophore Gruppen eine relativ hohe Anregungsenergie (kiirzere Wellenlinge)
benotigen (Tab. 1). Da in den Biopolymeren aber in der Regel konjugierte Systeme
vorliegen, kénnen diese auch mit der Mikro-Absorptionsphotometrie erfat werden.

Chromophor [Ubergang |Beispiel Amax M
C-H o—0* CH,4 122
C-C o—o* H;C-CH;4 130
-O- n—o* H;C-OH 183
n—c* C,Hs-0-C,H5 189
=< n—m* H,C=CH, 165
n—o* C,H;s-CH=CH-C;Hj5 185
| -C=C- n—n* H-C=C-H 173
| R H-C=C-C,H; 172
>C=0 n—n* H;C-CO-CHj;3 187

Tab. 1: Absorption isolierter chromophorer Gruppen, die in Abhingigkeit vom verwendeten Solvens

variieren konnen. (nach Hesse et al., 1991)

2.2.1. Polyene

Polyene sind Kohlenwasserstoffe mit zwei oder mehr C=C-Doppelbindungen, die in
kumulierte (H,C=C=CH,, Allentyp), konjugierte (H,C=C-CH=CH,, Dientyp) und isolierte
Doppelbindungen (H,C=CH-(CH),-CH=CH,, Diolefintyp) eingeteilt werden konnen.
Ausgehend von dem einfachsten Alken, dem Ethylen, bei dem der n—n*-Ubergang im
Vakuum-UV bei einer intensiven Bande bei A.,=165nm liegt, konnen weitere Alkyl-
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Gruppen und danach entsprechend weitere Doppelbindungen eingefiigt werden, die durch
Erniedrigung der Anregungsenergie der t—m*-Uberginge eine langwellige Verschiebung
der Absorption bewirken (Tab. 2).

Einen ebenfalls signifikanten Einflul auf die Absorption der Olefine und Polyene hat die
Konfiguration bzw. Isomerie der Molekiile. Entsprechend der Rotation um die C-C-
Einfachbindungen konnen bei den Di- und Polyenen verschiedene ebene Konformationen

entstehen, die man als trans- (transoide) und cis- (cisoide) Form bezeichnet (Abb. 1).

Verbindung Formel Aias
Ethylen H,C=CH, 165
2-Buten H,C-CH=CH-CH; 174
1,3-Butadien H,C=CH-CH=CH, 217
1,3,5-Hexatrien | H,C=CH-CH=CH-CH=CH, |258

Tab. 2: Beispiele fiir lingstwellige Absorption in Olefinen und konjugierten Polyenen. (nach Hesse et al., 1991)

rel. Absorption

260 300 340 380 420 450 500 540
Wellenlange (nm)

Abb. 1: Absorptionsspektren von b-Karotinoiden mit verschiedener Konfiguration. Durch den Einbau der cis-
Konfiguration indert sich die Symmetrie des Molekiils und somit auch die Energieverteilung der
Bindungselektronen, wodurch die Absorption bei 340nm moglich wird und der sogenannte cis-Peak
der Karotinoide entsteht. Die Hauptabsorptionsbande (lp.) bei 449nm bleibt auch bei der cis-
Konfiguration erhalten, nimmt aber in ihrer Intensitit ab. (nach Hesse et al., 1991)

2.2.2. Benzoide Aromate

Im Gegensatz zu 1,3,5-Hexatrien (Tab. 2) bilden die m-Elektronen beim Benzol Paare von
entarteten Orbitalen. Aufgrund der Elektronenkorrelation sind drei angeregte Zustinde mit
drei energetisch verschiedenen Ubergingen moglich (184nm und 203nm mit hoher
Intensitit - primire Bande - und 256nm mit geringerer Intensitiit - sekundiire Bande -).



Durch die Einfiihrung eines oder mehrerer Substituenten wird die Symmetrie des Benzols

erniedrigt, wodurch die Absorption zu lingeren Wellenlingen verschoben wird (Abb. 2).

rel. Absorption

220 240 260 280 300nm

Abb.2: Durch die Einfiihrung eines Substituenten, wie zum Beispiel die -OH Gruppe, wird die Symmetrie des
Benzols erniedrigt und damit die Orbitalenergie verindert. Durch diese VergroBerung des
chromophoren Systems werden die Absorptionsbanden in langwelligere Bereiche verschoben. (nach
Jaffé & Orchin, 1962)

2.2.3. Carbonyle

In der Carbonyl-Funktion sind durch die Einfiihrung des Sauerstoffatoms o-, m- und n-
Elektronen enthalten, und die Anregung kann sowohl in die antibindenden m*- und o*-
Orbitale erfolgen. Bei gesiittigten Aldehyden und Ketonen liegen die n— ¢*- und n—n*-
Ubergiinge im Vakuum-UV (<200nm) und die n—n*-Ubergiinge mit einer sehr geringen
Intensitiit im Bereich von 275 bis 300nm. Durch die Konjugation der Carbonyl-Gruppe mit
einer C=C-Doppelbindung kann jedoch die Intensitit der n—n*-Ubergiinge bis um das
100fache anwachsen. Mit zunehmender Linge der konjugierten Kette verschiebt sich der
n—n*-Ubergang immer stirker in den sichtbaren Bereich und kann dabei die n—n*-Bande
einholen und aufgrund seiner hoheren Intensitit verdecken. Die Verschiebung der
Absorption in den sichtbaren Bereich fiihrt zur Farbigkeit, wihrend die "nur" im UV-

Bereich absorbierenden Substanzen farblos erscheinen.

2.3. Bandenanalyse

Hiufig sind UV-VIS-Absorptionsspektren unstrukturiert oder weisen nur schwach
ausgeprigte Schultern auf, so daB eine Zuordnung der Banden erschwert wird. Dies ist vor
allem der Fall, wenn eine Bande aus mehreren Subbanden besteht oder wenn gleichzeitig
verschiedene Chromophoren vorliegen. Im Extremfall kann ein einzelnes Maximum auch




durch Uberlagerung zweier Banden entstehen, das als Summe zweier GauB-Kurven
dargestellt werden kann (Abb. 3). Je nach dem Uberlappungsgrad der einzelnen Banden
entstehen Summenkurven mit einem Plateau oder mehr oder weniger getrennten Maxima.
Um komplexe Absorptionsspektren besser analysieren zu konnen, wird die erste oder
zweite Ableitung der Absorptionskurve (Derivativspektroskopie) als Hilfsmittel
herangezogen, wobei in der ersten Ableitung die Maxima und Minima jeweils dem
Nulldurchgang entsprechen und die Wendepunkte der Absorptionskurve jeweils den
Maxima bzw. Minima. Bei der zweiten Ableitung entsprechen die Maxima der
Absorptionskurve den Minima und entsprechend die Minima den Maxima in der
Ableitungskurve, die durch Invertierung in eine Analogkurve umgesetzt werden kann. Die
Derivativspektroskopie stellt eine gute Erginzung bzw. auch Uberpriifung der
Bandenanalyse dar, da hierbei iiberlagerte Banden deutlicher hervortreten (Abb. 4).

a b C d

Abb.3: Ob in einem Spektrum die einzelnen Banden oder Linien getrennt beobachtet werden, hiingt von der
Bandenbreite und dem Bandenabstand ab. So kénnen zwei getrennte Banden als ein Maximum mit
hiherer Absorption auftreten (a) oder als eindeutig getrennt, wobei die Absorptionsintensitidt der
tatsichlichen Bandenintensitéit entspricht. Als Kriterium, ob zwei Banden als eindeutig aufgeldst
wahrgenommen werden, gilt, daB der Linienabstand (DA=A;-A;) deutlich grofer als die volle
Halbwertsbreite (AL) sein muB (d). Das Rayleigh-Kriterium besagt, daB DA 2 A sein muB, damit sich
zwischen den Linienpositionen A, und A, noch ein Minimum ergibt (c), wihrend nach dem Sparrow-
Kriterium auch bei der Ausbildung eines konstanten Plateaus (b) noch von aufgeldsten Banden
gesprochen wird.

Eine weitere Methode der Bandenanalyse ist die Berechnung bzw. Rekonstruktion des
Absorptionsspektrums anhand der GauB-Funktion. Wie bereits aufgezeigt (Abb. 3), kann
ein Absorptionsspektrum durch die Aufsummierung einzelner GauB-Kurven, die den
einzelnen Banden entsprechen, rekonstruiert werden. Dieses Verfahren eignet sich
besonders zur quantitativen Analyse von Gemischen, bei denen die einzelnen Banden bzw.
deren Lage bekannt sind (French et al., 1972), kann aber auch zur Ermittlung von
Bandenlagen in unbekannten Substanzen herangezogen werden. Bei der Analyse von
Substanzen mit unbekannter oder nur teilweise bekannter Struktur konnen in einem ersten



Schritt im Absorptionsspektrum nur Bereiche mit steilen Flanken zugeordnet werden, von
denen vorausgesetzt werden kann, daB die GauB-Funktion der einzelnen Banden mit dem
entsprechenden Bereich in der Absorptionskurve identisch ist (Abb. 5). Fiir eine weitere
Analyse ist es dann notwendig, die Ausgangssubstanz unter kontrollierten chemischen
Bedingungen und unter Einbeziehung weiterer analytischer Verfahren zu verindern, um
auch die "verdeckten" Banden bzw. deren Funktion ermitteln zu kénnen.
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Abb. 4: Um in einem Absorptionsspektrum auch "versteckte" Banden nachweisen zu kdnnen, wird die zweite
Ableitung des Absorptionsspektrums berechnet (Derivativspektroskopie), wobei die "versteckten”
Banden als Minima in der Ableitung auftreten. Am Beispiel des Absorptionsspektrum eines einzelnen
Chloroplasten von Ficus benjamina kénnen die einzelnen berechneten Maxima der Chlorophyll- und
Karotinabsorptionen im kurzwelligen Bereich (a;-as) und die Chlorophyllabsorptionen im
langwelligen Bereich (b1-b3) zugeordnet werden.

Bei organisch-wandigen Mikrofossilien bzw. Festkorpern und konzentrierten Losungen ist
der Extinktionskoeffizient nicht konstant, sondern hingt vom Brechungsindex des
Objektes bzw. der Losung ab. Hinzu kommt, dal durch Brechung an Grenzflichen, zum
Beispiel beim Objekt-Einbettungsmedium-Ubergang oder bei mehrschichtig aufgebauten
organisch-wandigen Mikrofossilien auch innerhalb des Objekts, ein Lichtverlust
hervorgerufen wird, der ebenfalls in das gemessene Absorptionsspektrum einflieBt. Diese
zum Teil wellenlingenabhingigen Effekte werden hier zusammenfassend als
"Eigenabsorption” der MeBobjekte bezeichnet. Bei einer Reihe von organisch-wandigen
Mikrofossilien und bei hohermaturen Palynomorphen kann die "Eigenabsorption” die
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Absorptionsintensitdt der Chromophoren iibersteigen, wodurch die Struktur des Absorp-
tionsspektrums stark vereinfacht wird und eine direkte Zuordnung der Banden in dem

gemessenen Absorptionsspektrum erschwert ist.

rel. Absorption

250 300 350 400 450 500
Wellenldnge A (nm)

Abb. 5: Zur Modellierung der einzelnen Banden des Sporopollenins eines Pinus-Pollens (Punkte) wurde das
Spektrum in ein Gemisch von GauBschen Verteilungskurven unterschiedlicher Hohe und Position
zerlegt, die aus der 2. Ableitung des Absorptionsspektrums berechnet wurden. Durch Optimieren der
Hohe der GauB-Kurven kann ein synthetisches Absorptionsspektrum berechnet werden (ausgezogene
Linie), das dem gemessenen Spektrum entspricht. Die GauB-Kurven geben in diesem Modell die
tatsichliche Lage und Intensitit der einzelnen Absorptionsbanden im Spektrum wieder.

Eine Trennung der "Eigenabsorption" von der tatsichlichen molekularen Absorption ist
durch eine nichtlineare Modellierung nach folgendem Prinzip méglich: Die Bereiche des
Absorptionsspektrums, die keine oder iiber gréBere Wellenlingenbereiche eine kontinuier-
liche Verdnderung aufweisen, haben in der zweiten Ableitung der Spektralkurve den Wert
Null, die als der "Eigenabsorptionsbereich” in einem gemessenen Spektrum betrachtet
werden kann. Bei organisch-wandigen Mikrofossilien ist das in der Regel bei
Wellenlingen oberhalb 350um bis 400um der Fall, wobei die Intensitit des gemessenen
Absorptionsspektrums zu den kiirzeren Wellenlingen hin zunimmt. Dieser Bereich des
"Eigenabsorptionsspektrums” kann als Expotentialfunktion berechnet werden. Durch
Differenzbildung mit dem gemessenen Absorptionsspektrum ist es dann moglich, die
Absorption der molekularen Bestandteile bzw. der Chromophoren des jeweiligen
organisch-wandigen Mikrofossils zu modellieren (Abb. 6).
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Abb. 6: Nichtlineares Absorptionsmodell fiir stark durch "Eigenabsorption" iiberpriigte Absorptionsspektren
am Beispiel von Spiniferites bulloideus (Holoziin, westliche Ostsee). In der 2. Ableitung eines
Spektrums haben Abschnitte, in denen keine Absorptionsverinderungen auftreten, den Wert "0" und
sind als "Eigenabsorptionsbereiche” zu betrachten, in denen keine chromophorenbedingte Absorption
auftritt (a). Dieser "Eigenabsorptionsbereich” des gemessenen Absorptionsspektrums kann als Expo-
nentialfunktion dargestellt werden, die als Basislinie fir das gesamte Absorptionspektrum berechnet
werden kann (b). Durch Subtraktion dieser Basislinie von dem gemessenen Spektrum erhilt man ein
Absorptionsspektrum, das der von Chromophoren bestimmten Absorption entspricht (c).

Fiir rein anwendungsorientierte Aufgaben, wie zum Beispiel die Untersuchung von
Umwelt- oder Diageneseeinfliissen auf das Sporopollenin konnen die primidren Unter-
suchungen auf einen empirischen Spektrenvergleich beschriinkt werden, da hierbei die
direkte Korrelation der erfaBbaren Verinderung der Ausgangssubstanz mit den ent-

sprechenden chemischen Ereignissen im Mittelpunkt des Interesses steht. Eine semi-
quantitative Analyse der Absorptionsspektren kann hierbei durch den direkten Vergleich
der einzelnen Maxima innerhalb des Spektrums durch Quotienten oder Indexbildung
erfolgen (vergl. Kap. 3.3). Untersuchungen an verschiedenen Pollentaxa haben gezeigt, daB

eine direkte und reproduzierbare Korrelation von Absorptionsspektren sowohl der
evolutiven Stellung der verschiedenen Taxa als auch der chemischen Veriinderung durch
Umwelteinfliisse an einzelnen Taxa durch dieses Verfahren moglich ist (Brenner, 1996).
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3. Grundlagen der Mikroskop-Spektralphotometrie
3.1. Geriitedaten

Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurde das Mikroskop-Spektralphotometer MPM
800 der Fa. Zeiss verwendet. Die Zentraleinheit des Mikroskop-Photometers besteht aus
einem kombinierten Durchlicht-Auflichtmikroskop mit Quarzoptik, um auch Messungen
im UV-Bereich unterhalb von 350nm durchfilhren zu konnen. Die Beleuchtung fiir
Durchlicht bzw. Absorption erfolgt durch eine hochstabilisierte Xenon- und Halogen-
lampe, wobei der Xenonlampe (XBO 75) ein Gittermonochromator (Bereich 230-850nm)
zur spektralen Zerlegung des Lichts nachgeschaltet ist. Die Beleuchtung fiir Auflicht bzw.
Fluoreszenz erfolgt durch eine hochstabilisierte Quecksilberdampflampe (HBO 100), deren
Licht iiber einen Spiegel-/Filtersatz iiber das Objektiv auf das Objekt eingespiegelt wird.
Die spektrale Zerlegung des Fluoreszenzlichts erfolgt ebenfalls iiber einen Gittermono-
chromator (Bereich 380-1100nm), der dem Detektor vorgeschaltet ist. Die Detektoreinheit
besteht aus einem kombinierten Photomultiplier/PbS-Infrarotdetektor mit einem
MefBbereich von 240-2100nm.

Die Steuerung und der Datentransfer erfolgt mit einem PC iiber einen Mikroskop-System-
Prozessor (MSP 65) mit dem Programm "Lambdascan" der Herstellerfirma. Die
Berechnung und Auswertung der Spektren wurde iiberwiegend mit den Programmen
Lotus123", SigmaStat”®, SigmaPlot” und Peakfit” durchgefiihrt.

3.2. Kalibrierung

Alle im optischen Mefsystem integrierten Teile des Gerites (Linsen, Filter, Photo-
multiplier etc.) haben ihre eigene spektrale Charakteristik, d.h. eine von der Wellenlénge
abhingige Empfindlichkeit bzw. Eigenabsorption oder -reflexion. Im Gegensatz zu der
Fluoreszenzmessung, bei der die Geritespezifikation durch Vergleichsmessungen mit
einem bekannten Spektrum berechnet werden muf3, wie zum Beispiel mit einer Tungsten-
Lampe bei einer definierten Farbtemperatur, ist eine optische Kalibrierung bei der
Absorptionsmessung nicht nétig. Die Absorption wird aus dem Quotienten der gemessenen
Transmissionen einer Leerstelle im Priparat und der Transmission des MeBobjekts
berechnen hierbei ergibt die Division der geritespezifischen Abweichung durch sich selbst

den numerischen Wert Eins und kann vernachlédssigt werden.

In allen Fillen ist jedoch die Kalibrierung des Monochromators und der softwareseitigen
Ansteuerung erforderlich, um eine exakte Wellenlingenzuordnung zu erhalten. Diese
Eichung des Monochromators kann mit einer Quecksilberdampflampe durchgefiihrt

werden, da das Emissionsspektrum von Quecksilber eine Reihe schmaler und gut




strukturierter Banden sowohl im ultravioletten als auch im sichtbaren Bereich des Lichts

liefert (Abb. 7).
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Abb. 7: Zur Kalibrierung des Monochromators wurde das Emissionsspektrum einer Quecksilberdampflampe
mit einer Schrittweite von einem halben Nannometer gemessen, um das Meflsystem und -verfahren
zu optimieren. Die Abweichung der Meflwerte von den tatsichlichen Emissionswerten des
Quecksilbers (Werte in Klammer) liegen dabei innerhalb der Schrittweite des Monochromators.
Nicht beriicksichtigt sind hierbei die selektiven Intensititsverluste durch das optische System, die auf
die Kalibrierung der Wellenldngenzuordnung und die Ermittlung von Absorptionsspektren keinen

EinfluB haben.

3.3. Auswertemethoden

Fiir Lichtabsorptionsmessungen vom UV- bis IR-Bereich an Ldsungen ist das Bouguer-
Lambert-Beersche Gesetz die mathematisch-physikalische Grundlage, das fiir
monochromatisches Licht in verdiinnter Losung gilt: E = log (ITUJ =¢ - ¢ d. Hierbei ist E
die Extinktion (optische Dichte, Absorption), I; die Intensitiit des in die Probe eintretenden
und I die Intensitdt des aus der Probe austretenden monochromatischen Lichtes. ¢ ist die
Konzentration des lichtabsorbierenden Stoffes und d die Schichtdicke der Probe. € ist der
molare Extinktionskoeffizient, welcher im allgemeinen mit der Dimension 1000cm’ mol™
angegeben wird. In der UV-VIS Spektroskopie wird die Absorption spezifischer
Substanzen in der Regel durch die Angabe der Wellenldnge des Hauptabsorptionsbereichs
(lne) und dem molaren Extinktionskoeffizienten im Hauptabsorptionsbereich (€44

beschrieben.

In der Mikro-Absorptionsphotometrie kann € bzw. €., hdufig nicht angegeben werden, da
es sich bei den mikroskopischen Priparaten nicht um Ldsungen sondern um Festkorper




19

handelt und die exakte Dicke der jeweiligen Objekte sowie die Stoffkonzentration nicht
bekannt ist, weshalb das Bouguer-Lambert-Beersche Gesetz nur bedingt anwendbar ist.
Um einen Niherungswert fiir E zu erhalten, der als ,relative Absorption* bezeichnet ist,
wird fiir Iy die am Mikroskop-Photometer gemessene Transmission einer Leerstelle im
Préparat und fiir I die Transmission des Objektes eingesetzt.

Die mikro-absorptionsphotometrischen Untersuchungen der fossilisierbaren und fossilen
geriistbildenden Biopolymere von Organismen beruhen auf der Bandenanalyse der
taxonspezifischen Spektren (sieche Kap. 2.3.). Diese Untersuchungen unterscheiden sich
von den giingigen chemischen Spektralanalysen, bei denen in der Regel Einzelmessungen
direkt verglichen werden, durch die groBe Anzahl der zu vergleichenden Spektren, da fiir
jede Probe jeweils eine Population von organisch-wandigen Mikrofossilien gemessen
werden muBl. Um auch eine groBere Anzahl von Spektren miteinander vergleichen und
analysieren zu konnen, ist es notwendig, neue oder bisher in der Spektroskopie nicht
gebriduchliche Darstellungs- und Berechnungsmethoden anzuwenden. Dariiber hinaus
miissen die verschiedenen Verfahren an die einzelnen Mikrofossil- bzw. Substanzgruppen
(z.B. Sporopollenin, Cutin, Lignin) angepallt werden, um die substanzspezifischen

Verinderungen fassen zu kdnnen.

Um zum Beispiel eine Ausgangsbasis fiir die Untersuchung von Sporopollenin zu haben,
wird eine jeweils reprisentative Anzahl von Absorptionsspektren an verschiedenen
Pollenarten gemessen. Diese kdnnen in einem ersten Ansatz direkt als Spektralkurven in
einer Graphik dargestellt werden, die aber mit steigender Anzahl von Messungen an
Ubersichtlichkeit verliert. Die Unterschiede im spektralen Verlauf der Kurven sind dabei
auf natiirliche Variationen des Sporopollenins innerhalb einer Art zuriickzufiihren,
wihrend die Variationen in der Absorptionsintensitit auf der unterschiedlichen Dicke der
individuellen Pollenwand an den verschiedenen MeBpunkten beruhen (Abb. 8).

Um eine groBere Anzahl von Spektren miteinander vergleichen zu konnen, ist es
notwendig, ein Absorptionsspektrum durch einen moglichst einfachen numerischen
Ausdruck zu beschreiben, der die groBtmogliche Information iiber das Spektrum besitzt
und gleichzeitig die dickenabhiingige Variation in den Absorptionsspektren ausschlieft.
Aus umfangreichen Berechnungsserien ergab sich, daB die optimale Darstellung der
Spektren fiir den direkten Vergleich die Quotienten- bzw. Indexbildung aus den
Hauptabsorptionsbereichen der jeweiligen Substanzen ist, mit der auch die chemischen
Veriinderungen direkt erfaBt werden kénnen. Die Ermittlung der Hauptabsorptionsbereiche
des Sporopollenins wurde anhand der Bandenanalyse (siche Kap. 2.3.) an verschiedenen
rezenten und fossilen Pollen durchgefithrt. Dabei zeigte sich, daBl die
Hauptabsorptionsbanden sowohl fiir Gymnospermen-Sporopollenin als auch fiir
Angiospermen-Sporopollenin iiberwiegend bei 286nm, 314nm und 386nm liegen. Um die
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signifikantesten ~ Absorptionsmaxima bzw. den  Hauptabsorptionsbereich  des
Sporopollenins in einem numerischen Wert zu beschreiben, wurde ein Index (I,) aus den
beiden auf den Mittelwert normierten Hauptabsorptionsmaxima des Sporopollenins gema0
der Gleichung 1In= ‘“‘:};{‘)"‘ X 10 berechnet, wobei I,g¢ die Absorptionsintensitit bei 286nm,
I;,4 die Absorptionsintensitit bei 314nm und I3, die Absorptionsintensitit bei 300nm ist.
Ein weiteres Absorptionsmaximum bei 386nm wurde nur bei frischen bzw. rezenten Pollen
gefunden und ist daher vor allem fiir biologisch-taxonomische Zuordnungen und

umweltrelevante Untersuchungen von Interesse. Da bei diesem Maximum keine Inten-

sititsinversion zu dem Sporopollenin-Hauptmaximum auftritt, kann es durch einen
einfachen Quotienten von I;,, durch l;5¢ dargestellt werden. Durch die graphische
Darstellung dieser Werte ist es nicht nur moglich, die chemische Variationsbreite des
Sporopollenins einzelner Arten darzustellen, sondern es kann auch eine klare Differen-
zierung zwischen den Sporopollenin-Typen der einzelnen Arten vorgenommen werden

(Abb. 9).
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Abb. 8: Absorptionsspektren verschiedener rezenter Pollen. Gemessen wurden jeweils einzelne Individuen.
Der Verlauf der Spektren bzw. die Verteilung der einzelnen Absorptionsmaxima fiir die einzelnen
Taxa ist innerhalb der natiirlichen Variationsbreite des Sporopolleninchemismus praktisch gleich.
Die Intensititsdifferenz der Absorption zwischen den einzelnen Individuen eines Taxons ist auf die
unterschiedliche Dicke der Pollenwand zuriickzufiihren.

B+ e e S R ey e




2i

18
T Atropa
. =3
16 Lot
14 = .J .
i L
@ o *
§ 12 ”
. 5 Taxus
g 10 4
2 i .
e )
8 Pinus ‘e
£ - *s 3
= _ * 9
a 6 : v“" e
o o
4 :l '; -
.
. *
2 el
1 Liliam Carpinus
0 N T T T T T T Yep—
3 -2 -1 0 1 3 4 5 6

Index (286nm - 314nm)

Abb. 9: Variationsbreite der Absorptionsmaximaverhiltnisse verschiedener Pollen-Taxa, die einen
taxonspezifischen Sporopolleninchemismus belegen. In Beziehung gesetzt wurden hierfiir die
Absorptionsverhiiltnisse bei 300nm und 386nm zu 286nm und 314nm, die signifikante
Absorptionsmaxima bei Sporopollenin bilden.
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Abb. 10: Hiufigkeitsverteilung (Histogramm; verbundene Siulen) der Absorptionsmaximaverhiltnisse von
286nm und 314nm bei verschiedenen rezenten Pollen (vergl. Abb. 9).

Um die Auswirkung der chemischen Einfliisse in unterschiedlichen Sedimentmilieus auf

das Sporopollenin und die unterschiedliche Sedimentationsgeschichte einer Pollenpopu-
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lation zu quantifizieren, kann die Verteilung der Indizes des Sporopollenin-Haupt-
) maximums als Histogramm dargestellt werden (Abb. 10). Anhand der Verteilungs-
modalitit der Sporopolleninverinderungen kionnen dann die Anteile der Pollen mit einer
unterschiedlichen Sedimentationsgeschichte innerhalb einer Probe bestimmt werden. Das
ermoglicht die Berechnung der Akkumulationsraten einzelner Pollenarten mit unterschied-
licher Herkunft bzw. mit unterschiedlichem biologisch-chemischem Abbau des Sporo-

pollenins.
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Abb. 11: Haufigkeitsverteilung der Absorptionsmaximaverhiltnisse (Index 286-314nm) von Pinus-Pollen
aus unterschiedlichen Faziesbereichen. Als Ausgangspunkt fiir die Beurteilung der chemischen
Verinderung des Sporopollenins im Sediment dient die Verteilung von unverdndertem Pinus-
Sporopollenin mit einem Hauptindexwert von -1,5. Die Verteilung der Indizes der Pinus-Pollen aus
einer Oberflichenprobe aus dem Greifswalder Bodden zeigt zwei Indexmaxima bei -1 und 1,5, die
als Anteil der autochthonen (parautochthonen) Pollen (Indexwert -1) und durch Bioturbation
umgelagerte Pollen (Indexwert 1,5) betrachtet werden konnen. Die Indexwerte aus einer Ober-
flichenprobe aus der Nordsee dagegen zeigen keine eindeutigen Indexmaxima, was durch die
gleichmiBige Verteilung der Herkunftsgebiete/Umlagerung erklirt werden kann.

Beispiel fiir die Variationsbreite des Sporopollenins innerhalb eines Taxons und einer
Probe ist die Haufigkeitsverteilung von Pinus-Pollen in einer Oberflichenprobe aus dem
Greifswalder Bodden (westliche Ostsee), die eine klare bimodale Verteilung zeigt (Abb.
11). Dies kann in einer ersten Interpretation dadurch erklirt werden, dafl die Population mit
den kleineren Indexwerten aus "rezenten" Pollen besteht, die geringerem chemischem
Strel} ausgesetzt waren und dadurch das Sporopollenin nur geringfiigig chemisch veréndert

wurde. Die hoheren Indexwerte der zweiten Population, als Anzeiger fiir stirkere
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chemische Veridnderung des Sporopollenins, konnten dann bei dieser Interpretation auf
Bioturbation zuriickgefiihrt werden, bei der Pinus-Pollen durch grabende Organismen aus
tieferen, anoxischen Sedimentbereichen an die Sedimentoberflidche gebracht wurden. Nach
dem gegenwiirtigen Stand der Untersuchungen ist in diesem Fall nicht auszuschliefen, daB
hier auch ein saisonal differenzierter, mikrobieller Abbau des Sporopollenins vorliegt. Im
Gegensatz hierzu zeigen die Indizes in einer Oberflichenprobe aus der Nordsee im
Ausstrombereich der Elbe eine "diffuse" Verteilung. Dies ist darauf zuriickzufiihren, daf3
die Pinus-Pollen iiberwiegend durch die Elbe eingetragen werden und aus einem groBen
Einzugsgebiet mit wechselnder Erosion und Faziesbereichen mit unterschiedlichen
chemischen Einfliissen stammen (Abb. 11).

Eine detaillierte Untersuchung der chemischen Verdnderung der Biopolymere bei
einzelnen Individuen kann mit der Rekonstruktion des Absorptionsspektrums anhand von
GauB-Kurven durchgefiihrt werden (Kap. 2.3.; Abb. 3). Als ein wesentlich schnelleres
Analyseverfahren und somit auch fiir eine groBe Anzahl von Spektren geeignet erwies sich
die Berechnung der Spektrendifferenz zwischen einem Ausgangs- bzw. Standardspektrum
und dem Spektrum des zu untersuchenden Objekts. Das Standardspektrum wird hierbei als
Durchschnittsspektrum aus einer gréfBeren Anzahl von einzelnen Absorptionsspektren
chemisch unverinderter rezenter Individuen gemessen. Aufgrund der Variationsbreite der
Biopolymere selbst innerhalb einer Organismengruppe ist dieser Standard fiir jede Art
gesondert zu berechnen. Durch Division des Standards durch das Absorptionsspektrum des
zu untersuchenden Objekts erhdlt man das Differenzspektrum, anhand dessen die
chemischen Verdnderungen detailliert untersucht werden kdnnen. So zeigen sich zum
Beispiel beim Vergleich der Absorptionsspektren von chemisch unverinderten Pinus-
Pollen und Pinus-Pollen, die mit Salpetersiure behandelt wurden, Uberschneidungs-
bereiche, bei denen einmal die Absorptionsintensitit des unverinderten Pollens hoher ist
als die des chemisch veridnderten und umgekehrt (Abb. 12). In der Absorptionsdifferenz-
Kurve wird der Bereich, in dem der Standard eine hohere Absorptionsintensitit besitzt, mit
héheren Absorptionsdifferenz-Werten (>1) dargestellt, wihrend die Bereiche, in denen der
verinderte Pollen bzw. dessen Sporopollenin hoéhere Absorptionsintensititen zeigt,
geringere Absorptionsdifferenz-Werte (<1) besitzen. Die Verdnderungen des Pinus-Pollens
durch die Einwirkung der Salpetersidure im Beispiel der Abbildung 14 kénnen dahingehend
interpretiert werden, daB3 das urspriingliche konjugierende System des Sporopollenins zum
Teil verkiirzt (Abnahme der Intensitit zwischen 285nm und 340nm und Zunahme
zwischen 240nm und 285nm), zum Teil aber auch erweitert wird (Zunahme der Intensitit
zwischen 340nm und 390nm), wobei die Erweiterung auf den Einbau der Nitratgruppe aus

der Salpetersdure zuriickzufiihren ist (vergl. Kap. 5.2).
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Abb. 12: Absorptionsdifferenzspektrum eines unbehandelten und eines mit Salpetersiure behandelten Pinus-
Pollens. Durch Quotientenbildung zwischen dem Absorptionsspektrum des unbehandelten und des
veriinderten Pinus-Pollens kann die spektrale Differenz berechnet werden, anhand derer die
Abweichungsmaxima der Absorptionsspektren bestimmt werden kénnen.
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4. Biologische Zuordnung der geriistbildenden Biopolymere

4.1. Lipide

Zu den Lipiden gehoren strukturell sehr unterschiedliche Stoffe, die aufgrund ihrer
Losungseigenschaften zusammengefaflt werden. Sie sind in Wasser unloslich, kénnen aber
mit verschiedenen organischen Losungsmitteln aus tierischem und pflanzlichem Gewebe
extrahiert werden. Zu den Lipiden zdhlen die eigentlichen Fette und fettihnlichen Stoffe
(Wachse, Harze, Kautschuk etc.). In der Literatur werden die Lipide teilweise aufgrund
ihres chemischen Aufbaus (Ester aus dem dreiwertigen Alkohol Glyzerin und Fettsduren)
als Fette und Ole von den Lipoiden als fett- oder wachsihnliche Substanzen (Wachse,
Karotinoide, Steroide, usw.) unterschieden. Diese "chemotaxonomische" Differenzierung
in Lipide sensu stricto (Glyzerinester) und Lipide sensu lato (= Lipoide + Lipide s.s.) wird
in der organischen Geochemie und in der Biochemie meist vernachlissigt, da bei diesen
Disziplinen iiberwiegend die Eigenschaften der Substanzen im Vordergrund stehen (z.B.
Tissot & Welte, 1984, pp. 34-43; Tyson, 1995, p. 8).

Die geriistbildenden Biopolymere (Mikro- und Makrofossilien) der Gruppe der Lipide
sensu lato (Lipoide) sind {iberwiegend in den AbschluBgeweben und den Oberflichen von
Pflanzen lokalisiert. Bei verschiedenen Algen konnen die Lipide, die als Sporopollenin,
"sporopolleninidhnliche Substanz" oder Algaenan beschrieben sind, direkt in die Zellwand
eingebaut und/oder zum Aufbau von Zystenwinden verwendet werden. Ob auch bei den
Protozoen Lipide in Gehiiuse und Zysten eingebaut sind, ist noch ungeklirt, da bisher keine
chemischen Analysen dieser Gruppen (Thekamoben, Foraminiferen, Ciliaten) vorliegen.

4.1.1. Wachse

Wachse sind tierische und pflanzliche Produkte, die den Fetten idhnlich sind. Wachse im
engeren Sinne bestehen hauptsichlich aus Estern hoherer einbasiger Karbonsiduren mit
hoheren einwertigen Alkoholen und enthalten auBerdem noch freie, langkettige alipha-
tische Sduren, Ketone, Alkohole und aliphatische Kohlenwasserstoffe. Die Klassifikation
der Wachse erfolgt im wesentlichen nach ihrer natiirlichen Herkunft. Sie konnen, abge-
sehen von den synthetischen Produkten, in drei Gruppen eingeteilt werden.

1.) Pflanzliche Wachse

Sie befinden sich iiberwiegend auf der Pflanzenoberfliche (Epikutikularwachse), kommen
aber auch als Intrakutikularwachse in der Kutikula vor und dienen vor allem dem
Verdunstungsschutz und in geringerem Umfang auch als Schutz vor Pilzen (Baker, 1982;
Euteneuer-Macher, 1990; Kolattukudy & Espelie, 1985; u.a.). Als Hauptbestandteil wird
eine Mischung aus aliphatischen, langkettigen Paraffinen, primidren und sekundiren
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Alkoholen, Fettsduren, Ketonen und Estern mit Kohlenstoffzahlen von Cjp bis Cpn
beschrieben, deren Zusammensetzung nicht nur von der genetischen Determination des
jeweiligen Taxons abhiingig ist, sondern auch vom Ontogenesestadium und von Umwelt-
einfliissen (Baker, 1982; Bianchi, 1987; Euteneuver-Macher, 1990; Kolattukudy, 1970; u.a.)

2.) Tierische Wachse

Hierzu ziihlen z.B. Bienenwachs, das aus einem Ester-Gemisch (Myricin) aus Cs- bis Cse-
Sduren und Cas- bis Css-Alkoholen besteht und in den Wachsdriisen der Honigbiene
gebildet wird, oder der Walrat, der iiberwiegend aus Estern des Cetylalkohols mit lang-
kettigen Fettsiuren besteht und aus dem "Kopfsl" des Pottwals durch Abpressen des

fliissigen Anteils gewonnen wird.
3.) Fossile Wachse

Erdwachs oder Erdtalg bildet iiber die Zwischenstufe des Asphalts den festen Riickstand
des Erdols und besteht iiberwiegend aus festen Alkanen (Paraffinen) und kann deshalb

nicht zu den Wachsen im engeren Sinne (Wachsester) gezihlt werden.

Montanwachs ist ein durch Extraktion mit organischen Lisungsmitteln aus Torfen und

Braunkohlen gewonnenes Wachs, das iiberwiegend aus Pflanzenwachsen besteht.

Fossile Epikutikularwachse koénnen in der organischen Fraktion von Sedimenten
nachgewiesen (Logan & Eglinton, 1994; Robinson et al.,, 1987) und unter besonders
giinstigen Erhaltungsbedingungen sogar noch in ihrer urspriinglichen Lage auf
Blattoberflichen gefunden werden (Logan et al., 1995).

4.1.2. Cutin und Cutan

Cutin wird als AbschluB3schicht (Kutikula) auf den epidermalen Zellen abgelagert und ist
hilufig mit Wachsen und Polysacchariden vergesellschaftet (Kolattukudy & Espelie, 1985;
Martin & Juniper, 1970; Riederer, 1991; v.a.). Es bedeckt praktisch alle Bereiche der
Pflanzenoberfliche, an der kein sekundiires Dickenwachstum stattfindet (Blitter, Friichte,
Stengel), und tritt auch bei inneren Gewebeteilen wie zum Beispiel den inneren Samen-
hiillen und den Saftsiicken der Zitrusfriichte auf (Espelie et al., 1980).

Cutin besteht aus einem Polyester, der iiberwiegend aus Monomeren mit 16 oder 18
Kohlenstoffatomen zusammengesetzt ist. Die Hauptkomponenten der C,s-Familie sind
Hexadekansiure (Palmitinsiure), Hydroxy- und Dihydroxyhexadekansiure und der Cis-
Familie Oktadekansiure (Stearinsidure), Hydroxy- und Trihydroxyoktansiure sowie
Hydroxy-9,10 Epoxyoctansdure (Caldicott & Eglinton, 1976; Holloway, 1982a; b;
Kolattukudy et al., 1973; u.a.).
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Nip et al. (1986) und andere Autoren (De Leeuw & Largeau, 1993; Tegelaar et al., 1989)
beschreiben auller Cutin in der Kutikula weitere aliphatische Kohlenwasserstoffe vom
Polymethylen-Typ (Alkene und Alkadiene) mit einer Kettenlinge von C; bis Cjs, die sie
als Cutan bezeichnen. Bisherige Untersuchungen lassen vermuten, daB es sich bei Cutan
um Alkane, Alkene und Alkadiene handelt, die kovalent an Polysaccharide (Cellulose,
Hemicellulosen) gebunden sind. Dagegen besteht Cutan nach den Untersuchungen von
McKinney et al. (1996) aus langen Alkylketten, die kovalent iiber Esterbriicken an ein
aromatisches Grundgeriist gebunden sind. Ein aromatisches Grundgeriist wurde auch von
Kégel-Knabner et al. (1994) im Cutan nachgewiesen, das sie als eine Lignin-ihnliche

Substanz beschreiben.

Nicht auszuschlieBen ist aber auch, daB es sich bei Cutan zumindest teilweise um nicht
vollstindig geloste Intrakutikularwachse handelt, worauf bereits Holloway (1974; 1982a;

b) hinweist.

Eine Ubersicht iiber die selektive Verteilung von Cutin und Cutan in verschiedenen
rezenten und fossilen Kutikulen von De Leeuw & Largeau (1993) ergibt, daf8 bei rezenten
Gymnospermen und monocotyledonen Angiospermen eine Mischung von Cutin und Cutan
vorliegt. Bei rezenten dicotyledonen Angiospermen kann die Kuticula bei bestimmten
Arten nur aus Cutin wie zum Beispiel bei Solanum lycopersicum (= Lycopersicon
esculentum) und bei Citrus limon, oder nur aus Cutan (Beta vulgaris) bestchen. Bei
fossilen Kutikulen liegt nach De Leeuw & Largeau (1993) iiberwiegend Cutan vor, das

aber auf den selektiven Abbau von Cutin zuriickzufiihren ist.

4.1.3. Suberin

Suberin wird in Form zahlreicher diinner Lamellen in den Zellen des Phellems bzw.
Korkgewebes im Periderm eingelagert und hat bei Pflanzen mit sekundirem
Dickenwachstum eine ihnliche Funktion wie Cutin. Suberinisierte Peridermlagen werden
auch in anderen Bereichen der Pflanze wie z. B. in den Wurzeln, im inneren Samenmantel
von Citrus oder in den Scheidewinden der Leitblindel bei Griisern als Schutzlagen

cingebaut (Botha et al., 1982; Espelie et al., 1980; Peterson et al., 1982; u.a.).

Die chemische Zusammensetzung und der Bau von Suberin ist noch nicht vollstindig
bekannt und besteht nach den derzeitigen Modellen aus aliphatischen Polyestern, die
kovalent an aromatische Bereiche gebunden sind. Die aromatischen Bereiche ihrerseits
sind wiederum kovalent an die Zellwand gebunden (Cottle & Kolattukudy, 1982;
Kolattukudy, 1981; Kolattukudy & Espelie, 1985). Die aliphatische Fraktion besteht zu 50-
90% aus Hydroxycarbonsiuren (C,6-Cag) und Dicarboxylsiiuren (C,s-Cae), die aromatische
berwiegend aus Hydroxybenzaldehyd und Vanilin (Cottle & Kolattukudy, 1982;



Kolattukudy & Espelie. 1985: Pearce & Rutherford, 1981). Kolattukudy & Espelie (1985)
weisen darauf hin, dafl die aromatische Fraktion der von Lignin dhnlich 1st, bei der

lediglich die Dominanz von Vanilin durch Syringaldehyd ersetzt wird (vergl.: Kap. 4.2.).

4.1.4. Algacnan, Botryoecoccene und "Algen-Sporopollenin”

Ahnlichkeit im chemischen Verhalten der Wandbausubstanz fossiler Pollen und
Dinoflagellatenzysten, verschiedener Chlorococcalalgen, Tasmaniten und der kolonialen
Alge Glococapsomorpha war der AnlaB, auch Algen-Biopolymere als Sporopollenin zu
bezeichnen {z.B. Atkinson et al.. 1972: Brooks, 1971: Delwiche et al., 1989: Eiscnack.
1963: 1966; Good & Chapman. 1978). Nicht einbezogen ist hierbei die "Transformation”
der Sporen des Bérlapps (Lycopodium clavatum) zu den marinen Algen von Bestougeff et
al. (1985). Als ,.chemisches Kriterium® wurde meist die Resistenz der Algen-Biopolymere
gegen Acetolyse angefithrt. In  verschiedenen Arbeiten erfolgten auch FTIR-
Spektrenvergleiche zwischen den Algen-Biopolymeren und acetolysierten Sporen und
Pollen und mit "synthetischem Sporopollenin” (polymere pB-Karotine; Shaw, 1970, 1971)
weshalb die Algen-Biopolymere aufgrund der Ahnlichkeit als Sporopollenin bezeichnet
werden (Aken & Pienaar, 1985; Delwich et al., 1989; De Vries et al., 1983 Geisert et al.,
1987; Good & Chapman, 1978). Untermauert wurde die "Karotin-Biosynthese-Theorie”
fir Algen-Biopolymere vor allem durch die Arbeit von Atkinson et al. (1972), in der
nachgewiesen wurde. dal nur Algen, die sekunddre Karotinoide synthetisicren,
acetolyseresistente bzw. fossilisierbare Zellwinde bilden (Burczyk & Hesse, 1981 Deason
et al.. 1977; Kessler. 1984). Die Problematik der Differenzierung von "Algen"- und
"Sporen-/Pellen-Sporopollenin” zeigt sich in der Arbeit von Guilford et al. (1988) durch
den Nachweis, daBl der Chemismus der Zellwandbiopolymere von Algen dem des Pollen-

Sporopollenins dhnlicher sein kann als der des Sporopolienin innerhalb der Sporen und

Pollen.

Um die Biopolymere der terrestrischen Sporen und Pollen von denen der aquatischen
Algen zu unterscheiden. wurde von Tegelar et al. (1989) der Begrift’ Algacnan als
unspezifische Bezeichnung fiir resistente Biopolymere in Algenzellwidnden eingetiihrt.
Bisherige chemische Untersuchungen der Algaenane, die tiberwiegend an der Griinalge
Botryococcus braunii durchgefithrt wurden, ergaben, dall cs sich bei (Botryococcis-)
Algaenan bzw. bei PRB (Polymére Resistant de Botryococcus; Berkalotf et al., 1983) um
cinc Rethe von Biopolvimeren mit unterschiedlicher chemischer Zusammensetzung
handelt. Braun et al. (1969} beschreiben drei physiologische Stadien der Alge mit
unterschicdlicher chemischer Struktur der Koloniematrix: 1.} Ein griines, aktives und
schnellwachsendes Stadium mit aliphatischen. langen und unverzweigten Kohlenwasser-

stoftketten in der Koloniematrix; 2.) ein braunes bis rot-/orangefarbiges Ruhestadium mit
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"Maulbeerhabitus" und hoher Konzentration von ungesittigten, verzweigten Kohlen-
wasserstoffen, und 3.) ein Ruhestadium mit grolen, dunkelgritnen Zellen mit wenig
Kohlenwasserstoffen, die durch das Umsetzen von braunen Ruhestadien in frische Nihr-

16sung im Labor induziert wurden.

Die Differenzierung in aktives Stadium und Ruhestadium anhand der Biopolymere wurde
von spiiteren Autoren bestdtigt, und die ungesittigten, verzweigten Kohlenwasserstoffe des
Ruhestadiums (Maulbeerstadium), die als Isoprenoide identifiziert wurden, als Botryo-
coccene bezeichnet (Behar et al. 1995; De Leeuw & Largeau, 1993; Derenne et al., 1988;
Gatellier et al., 1993; Maxwell et al., 1968; Wolf et al., 1985; Wolf & Cox, 1981; ua.).
Weitere Substanzgruppen, die sowohl bei rezentem und fossilem Botryococcus als auch bei
Gloeocapsomorpha nachgewiesen wurden, sind verschiedene Alkylcyclohexane und
Alkylbenzole, die auch suberin-/cutindhnliche Substanzen als Baustein der Algaenane
vermuten lassen (Derenne et al., 1991; Douglas et al., 1991; Hoffmann et al., 1987,
Metzger & Largeau, 1993; Stasiuk et al., 1993).

In vereinzelten Arbeiten liber weitere Algen-Biopolymere (Algaenane) konnten auller den
bei Botryococcus beschriebenen Substanzen noch eine Reihe weiterer Molekiile bzw.
Komponenten nachgewiesen werden, wie zum Beispiel Alkylnitrile bei Scenedesmus
quadricauda und Chlorella fusca (Derenne et al., 1992, 1993), cutindhnliche Substanzen
bei Tetraédron (Goth et al., 1988), Biopolymere unsicherer terpenoider Zuordnung in
Prototheca wickerhamii (Puel et al., 1987) oder Lipopolysaccharide bei Schizothrix
(Chalansonnet et al., 1987).

Zu der immer noch herrschenden Unsicherheit iiber die Zusammensetzung der Algen-
zellwiinde und Zysten kommt hinzu, daf3 die bisherigen Untersuchungen tiberwiegend an
den Algen Botryococcus und Gloeocapsomorpha durchgefithrt wurden, die aber, abge-
sehen von den wenigen Ausnahmen, in denen sie gesteinsbildend auftreten (Coorongit,
Kukersit), in der Vergesellschaftung organisch-wandiger Mikrofossilien keine oder nur
cine untergeordnete Rolle spielen, wobei Botryococcus sowohl in der Struktur als auch im
Metabolismus und Verhalten keine Parallelen mit einer anderen bekannten Algengruppe
besitzt (Belcher, 1968). Das bedeutet aber, daf fiir den grofiten Teil der Algenwinde und
Zysten der chemische Aufbau noch nicht gekldrt ist und hier noch ein erheblicher

Forschungsbedarf besteht.

4.1.5. Sporopollenin

Zu Beginn des 19. Jahrhunderts erregten die Membranen der Sporen und Pollen wegen
ihrer extremen chemischen Widerstandsfihigkeit die Aufmerksamkeit der Chemiker und
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Apotheker (z.B. Berzelius, 1837, u.a.’). Bereits zu dieser Zeit wurde aufgrund der
unterschiedlichen chemischen Reaktionen der Sporen- und Pollenwinde eine klare
Trennung zwischen den verschiedenen Biopolymeren Sporin und Pollenin vorgenommen.
Erste chemische Analysen zeigten, daB sich das Sporin tiberwiegend aus wachsihnlichen

Substanzen und Benzolderivaten zusammensetzt (Langer, 1889).

Zetsche und  Mitarbeiter (1928 bis 1937) nahmen erstmals intensive chemische
Untersuchungen an rezenten und fossilen Palynomorphen vor. Anhand zahlreicher
Depolymerisationsversuche verglichen sie das chemische Verhalten der Sporenmembran
mit dem des Kautschuks und ermittelten ein C:H-Verhiltnis, das dem der Terpene
entspricht und eine Polyterpenstruktur auch fiir das Sporin vermuten lieB (Zetzsche &
Huggler, 1928). Um verschiedene Taxa miteinander vergleichen zu konnen, entwickelten

sie die Cog-Summenformel, die sowohl fiir rezentes als auch fiir fossiles Material

angewendet wurde (Tab. 3).

Fiir die Wandbausubstanz der Sporen und Pollen withlten sie zusammenfassend aus den bis
dahin gebriuchlichen Begriffen Sporin und Pollenin die Kombination Sporopollenin
(Zetzsche & Vicari, 1931a; b). Die ersten chemischen Untersuchungen an fossilem
Sporopollenin unternahmen Zetzsche et al. (1931) an Braunkohlen des Moskauer Beckens
und an Tasmanit, wobei die Prasinophyceae Tasmanites, die in diesen Sedimenten
gesteinsbildend auftritt, zu dieser Zeit noch als Megaspore betrachtet wurde. In spiteren
Arbeiten wurde die Wandbausubstanz der Tasmaniten nicht zuletzt aufgrund chemischer

Unterschiede als Tasmanin klar von Sporopollenin getrennt. (Zetzsche et al., 1937),

Lycopodium clavatum CywH 12027 bzw. CooH ) 2701200H) 5
Pinus silvestris CooH 44014 bzw. CyoH 3105 {OH)»
Moskauver Braunkohle (Karbon) CooH 20041 bzw. CooHy1,012(0OH)
Tasmanin (Perm) CooH 3607 bzw. CooH\34015(0OH):

Tab. 3: Cyo-Summenformel fiir Sporopollenin rezenter und fossiler Sporen und Pollen nach Zetzsche & Vicari
(1931a,b) und Zetzsche et al. (1931).

Spitere Untersuchungen wie zum Beispiel von Shaw & Yeadon (1964; 1966) oder Heslop-
Harrison (1968) an verschiedenen Sporen und Pollen ergaben, daB das Sporopollenin
vorwiegend aus unverzweigten Mono- und Dikarbonsiuren aufgebaut ist, und dal} zusitz-
lich auch cine "Lignin-Fraktion" bei den verschiedenen Sporopolleninen vorkommt,

wodurch dic ersten Analysen von Langer (1889) bestiitigt wurden.

2 . -
In der Literatur werden weitere Autoren aufgefiihrt, deren Schriften aber bis heute noch nicht cingeschen
werden konnten: z.B. Braconnot, H., 1829; Buchholz, C.E., 1807; John, 1814,
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Zu einem ihnlichen Ergebnis kamen zum Beispiel auch Frey-Wyssling & Miihlethaler
(1965), Ibrahim (1965) und Kolattukudy {1980), die aber das Sporopollenin als polymere
Hydrocarbonsiuren interpretierten und eine chemische Affinitit zu Cutin und Suberin
vermuteten, wie sie auch bereits von Czapek (1925) angenommen wurde. Der "Suberin-
Theorie” widerspricht jedoch die Arbeit von Shaw & Yeadon (1964), da die von ihnen
vorgenommenen Vergleichsmessungen von Kork und Pollen zeigten, da die fiir Ester-
Gruppen typische Absorption bei 1740cm™ des IR-Absorptionsspektren bei Pollen fehlt,
dagegen die fiir aromatische Ringe typische Absorption im Bereich von 1500cm™ und
1600cm™, wie sie auch in Lignin gefunden wird, vorhanden ist (vergl. Abb. 16 und 18).

Einen neuen Ansatz in der Sporopolleninchemie verfolgten Brooks & Shaw (1968a;b),
indem sie die zeitliche Abfolge der Synthese spezifischer chemischer Substanzen mit der
Pollenontogenie parallelisierten. lhre Untersuchungen ergaben, daf die Entwicklung der
Pollen direkt mit dem Carotinoidgehalt der Anthere korreliert werden kann, und sie
vermuteten daraufhin, dafl Karotinoide der Grundbaustein der Pollenwandsubstanz sind.
Dies wurde dann durch vergleichende Analysen mit verschiedenen Methoden (IR-
Spektroskopie, Pyrolyse, Ozonisierung etc.) an rezenten und fossilen Pollen sowie
Pilzsporen und verschiedenen Algen mit natiirlichen und synthetischen Karotinoiden
bestiitigt. Da sowohl Sporopollenin aus verschiedenen Organismengruppen als auch
polymere Karotinoide ihnliche und identische Spaltprodukte bei der thermischen und
chemischen Depolymerisierung lieferten, wurde die "Lignin-Theorie" als substanzielles
Element des Sporopollenin ausgeschlossen (z.B.: Achari et al., 1973; Brooks, 1971; Brooks
& Shaw, 1972; Shaw, 1971; 1970).

Neue Erkentnisse in den Sporopolleninanalysen gewannen Prahl et al. (1985; 1986) durch
dem Einsatz von Biosynthesehemmern, mit denen gezielt die Biosynthese bestimmter
Substanzen in lebenden Pflanzen verhindert werden kann. Die Versuche mit Karotin-
Inhibitoren belegten eindeutig, dal an der Biosynthese von Pollen-Sporopollenin kein
Karotin beteiligt ist, da die Anwendung von Karotin-Inhibitoren keinerlei EinfluB auf die
Ontogenie der untersuchten Pollen bzw. auf die Bildung des Sporopollenins hatte.
Deutliche Veriinderungen in der Sporopolleninchemie konnten durch die Versuche mit
einem Inhibitor, der die Synthese von Fettsduren mit mehr als 18 C-Atomen unterbindet,
von Wilmesmeier & Wiermann (1995) nachgewiesen werden. Anhand des FTIR-
Spektrums zeigte sich, daB die Anzahl der Ether-/Ester-Gruppen in den Pollen der
behandelten Pflanze deutlich hoher war als in den Vergleichspollen unbehandelter
Pflanzen. Dies kann dahingehend interpretiert werden, daB durch die verkiirzten Fettsauren
eine erhohte Anzahl von Ether oder Esterverbindungen notwendig ist, um die verkiirzte
Kettenlidnge der Aliphaten zu kompensieren. Diese Untersuchungen zeigen auch, dal die

Sporopolleninsynthese auf einem sehr flexiblen System beruht und lassen vermuten, daB3
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auch Umwelteinfliisse die Struktur des Sporopollenins verschiedener Pollen-Taxa

beeinflussen konnen.

Nach dem derzeitigen Stand der Sporopolleninforschung kann davon ausgegangen werden,
daBl es sich bei Sporopollenin um eine variable Substanzgruppe mit vorwiegend
langkettigen, unverzweigten und/oder verzweigten aliphatischen Komponenten mit
unterschiedlichen Anteilen an phenolischen Komponenten handelt. Diese werden analog
zur Biosynthese von Lignin und Suberin tiber Phenylalanin in das Polymer eingebaut und
weisen ausgeprigte taxonspezifische und ontogenetisch bedingte Variationen auf (Gubatz
& Wiermann 1993: 1992: Guilford et al., 1988; Kawase & Takahashi, 1995; Meuter-
Gerhards et al., 1995; Schulze Osthoff & Wiermann, 1987: Wilmesmeier et al., 1993). Cb
und inwieweit auch Karotinoide in das Sporopollenin eingebaut sind, ist immer noch
ungeklirt und wird auch in der neueren Literatur erneut diskutiert (Shaw & Apperley,
1996).

4.1.6. Isoprenoide

Die beiden Naturstoffklassen Terpene und Steroide zeigen groBe Ahnlichkeit in ihrem
strukturellen Aufbau und haben bei der Biosynthese jeweils den gleichen Ausgangsstoff,
die (R)-Mevalonsiure, die auch als Isoprenbaustein bezeichnet wird. Deshalb werden beide
Stoffklassen allgemein als Isoprenoide zusammengefalit. Je nach Anzahl der Isopren-
bausteine unterscheidet man zwischen Sesquiterpenen (1%fache Terpene), Di-, Tri-, Tetra-
terpenen (z.B. iitherische Ole, Karotinoide) und dem hochmolekularen Polyterpenen
(Polyprene), zu denen zum Beispiel der Naturkautschuk und das Guttapercha des Milch-

saftes verschiedener Pflanzen zihlen.

Im Mikro- und Makrofossilbereich kommen Terpene vor allem als Bernstein und
Kautschuk vor, wie zum Beispiel das "Affenhaar” aus eozdnen Braunkohlen, das aus dem
erhiirteten Milchsaft von Milchsaftschliduchen der Rinde verschiedener Pflanzen besteht
(Miigdefrau, 1968), die aber im eigentlichen Sinne nicht als geriistbildende Biopolymere

bezeichnet werden konnen.

Ob und inwieweit Terpene am Aufbau geriistbildender Biopolymere wie zum Beispiel

Sporopollenin oder Algaenan beteiligt sind, ist bis heute noch ungekliirt.

4.2, Polymere Aromate (Lignin)

Lignin kommt in allen hsheren Landpflanzen, einschlieBlich der Farne, vor. Es wird, wie
der Name andeutet (lat. lignum=Holz), bei der Verholzung im pflanzlichen Gewebe in

Interzellularspalten und interfibrilliren Zwischenriiumen gebildet. Lignin ist neben der
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Cellulose das hiufigste Biopolymer der Pflanzen und stellt bei Holz bis zu ca. 30% der
Biomasse. Lignin bildet zusammen mit Cellulose einen "Verbundwerkstoff”, der mit
Stahlbeton verglichen werden kann. Die zugfesten Cellulosefibrillen entsprechen dem
Stahlgewebe und das Lignin der druckfesten Matrix, dem Beton, was die enorme
Belastbarkeit und Stabilitdt von Pflanzenstengeln bzw. Stimmen bedingt, wie zum Beispiel
der weit liber 100 m hohen Sequoien oder des Bambus, der trotz seines relativ geringen

Stammdurchmessers bis zu 40 m hoch werden kann.

Lignin besteht im wesentlichen aus dreidimensional vernetzten Mischpolymerisaten von
Phenylpropanderivaten, die kovalent mit Cellulose und Hemicellulosen verbunden sind.
Entsprechend der systematischen Zugehorigkeit cer verschiedenen Pflanzen unterscheiden
sich die Monomere des Polymerisats sowie die quantitativen Anteile des Lignins, deren
Ausgangssubstanz bei der Biosynthese jeweils die Aminosidure L-Phenylalanin ist. So
besteht z.B. der Grundkorper bei Fichtenholz nahezu ausschlieBlich aus Coniferylalkohol
mit einem Ligninanteil von rund 28%, wiihrend bei Angiospermen auch Sinapin- und
Cumarylalkohol als Grundkorper auftreten kdnnen. Der Ligninanteil bei Baumarten der
gemiBigten Breiten betrigt ca 23%, in einigen tropischen Arten (z.B. Teakholz) wurden
auch Werte bis iiber 30% ermittelt (Bauch, pers. com.; Bolwell, 1988; Ebert, 1993, Faulon
et al., 1994; Higuchi, 1985 u.a.}.

Lignin ist aufgrund der schwer hydrolisierbaren Etherverbindungen zwischen den
einzelnen Monomeren ein sehr stabiles Biopolymer. Es kann in der Natur nur von wenigen
Pilzgruppen (Weillfiulepilze) abgebaut werden. Die Abbauprodukte des Lignins bilden
zusammen mit weiteren Pflanzenstoffen (Cellulose, Lipide, Proteine etc.) die Humusstoffe,
die den Hauptteil des sedimentiren organischen Materials bilden und entsprechend ihrer
Herkunft von terrestrischem Pflanzenmaterial oder marinen Algen héhere oder niedrigere
Anteile an Aromaten enthalten (Chen & Chang, 1985; De Leeuw & Largeau, 1993; Ebert,
1993; Goiii et al., 1993; Hollerbach, 1985; Tyson, 1995; u.a.).

Bei der Fossilisation bzw. Vertorfung und Inkohlung des Lignins wird die chemische
Struktur in Abhingigkeit von der Sedimentchemie und der Herkunft des Lignins von
Gymnospermen- oder Angiospermenholz (Nadel- bzw. Laubholz) spezifisch verindert
(Bates & Hatcher, 1992; Hatcher et al., 1989; Stout et al., 1988; Stout & Spackman, 1989;
u.a.). Diese faziesspezifischen Verinderungen im Lignin sind selbst in Extremfiillen
konstant, was Bates & Hatcher (1989) an einem Querprofil durch einen fossilen Arau-
cariaceenstamm mit 3 m Durchmesser zeigen konnten. Folglich kann die Ligninchemie als

sehr zuverlissiger Indikator fiir biogeochemische Faziesanalyse angesehen werden.
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4.3. Polysaccharide

Polysaccharide, wie zum Beispiel Cellulose, Hemicellulosen und Stirke, kommen
vorzugsweise im Pflanzenreich vor. Die Bedeutung der Polysaccharide fiir den Kohlen-
stoffkreislauf zeigt sich vor allem an der Cellulose, die ca. 40% des in Pflanzen und Algen
enthaltenen Kohlenstoffes bindet. Pflanzen wiederum enthalten nahezu 99% des in der
Biosphiire enthaltenen Kohlenstoffes. Polysaccharide sind nicht nur auf das Pflanzenreich
beschrinkt, sondern in Form von Aminoglucanen oder Glykoproteinen auch im Tierreich
und bei den Prokarionten vorhanden. Beispiel hierfiir ist das Cellulosederivat Chitin, das

den wesentlichen Bestandteil des AuBenskeletts der Arthropoden und Insekten bildet.

Der tiberwiegende Teil der Polysaccharide besitzt ein sehr geringes Fossilisationspotential
oder ist fossil nicht erhaltungsfihig. Dies gilt besonders fiir die Speicherpolysaccharide wie
Stiirke, Glykogene, Fructane, Dextrane und Laminarane, die wasserldslich sind und
besonders leicht hydrolisiert und enzymatisch gespalten werden (Ittekkot et al., 1982; Klok
et al., 1984; De Leeuw & Largeau, 1993). Ahnlich den Hemicellulosen der hoheren
Pflanzen gibt es bei den Algen eine Reihe von Polysacchariden (Alginsiduren, Agar-Agar,
Carrageenan), die insbesondere in den Zellwinden als Stiitzsubstanz sowie in den Inter-
zellularsubstanzen lokalisiert sind. Eine weitere Gruppe von Polysacchariden mit unklarem
Fossilisationsverhalten sind die exozellulidren Polysaccharide der Bakterien und Pilze, die

sich zwischen der cytoplasmatischen und der dulleren Zellmembran befinden (Ebert, 1993).

Fossile Polysaccharide, die sich aufgrund der palidontologischen und biologischen
Zuordnung eindeutig bestimmen lassen, sind die Cellulose der Zellwiinde von Pflanzen
(vorwiegend Holz{fragmente), das Chitin der Exoskelette von Arthropoden und Insekten
sowie der Zellwiinde von Pilzen und Cyanophyceen. Hinzu kommt eine Reihe von fossilen
und rezenten Formen unsicherer Zuordnung, die meist als chitinds beschrieben sind, von
verschiedenen Autoren aber auch zu den Skleroproteinen oder den Mucoproteinen/-poly-
sacchariden gestellt werden. Hierzu ziihlen zum Beispiel die Chitinozoen, Graptolithen,
Scolcodonten, Foraminiferentapeten, Thecamd&ben, Tintinniden-Loricae und Zysten (vergl.
Kap. 6.5 bis 6.6.).

4.3.1. Cellulose

Cellulose bildet als Geriistsubstanz den Hauptbestandteil der pflanzlichen Zellwinde.
Pflanzenfasern, wie Baumwolle, Jute, Flachs und Hanf bestehen nahezu aus reiner
Cellulose. Das Holz der Gymnospermen und Angiospermen dagegen bildet einen
natiirlichen Verbundwerkstoff und besteht zu 40-50% aus Cellulose neben je 25-30%
Hemicellulosen und inkrustierendem Lignin. Entsprechend bedeutend ist auch der Anteil

der Cellulose bei der Sedimentation von organischem Kohlenstoff. Trotz des relativ

B 1
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raschen Abbaus von Cellulose durch Pilze und Bakterien sowohl unter aeroben als auch
anaeroben Bedingungen wurde sie chemisch in Sedimenten und Steinkohlen nachgewiesen
(Moers et al., 1989; Stach, 1970; Stout et al., 1988). Der direkte Nachweis von Cellulose
ist auch in palynologischen Priparaten aus mesozoischen Proben durch differenzierende
Kombinationsfirbung z.B. mit Malachitgriin® oder Hellgriin SF* und Safranin O® moglich

(Brenner, unpubl.).

Cellulose besteht ebenso wie die wasserlosliche Stirke aus einem unverzweigten 1.4,
Glucan. In der Cellulose sind, im Gegensatz zu der Stiirke, die Glucosemolekiile B(1,4)-
glucosidisch verknlipft. Dadurch wird die Ausbildung von intrachenaren Wasserstoff-
briicken ermoglicht, worauf sich die unterschiedlichen physikalischen und chemischen
Eigenschaften zurlickfilhren lassen. Chemisch handelt es sich bei der in der Natur
vorkommenden Cellulose um ein unverzweigtes Poly-(B-1,4-Glucopyranosyl-Gluco-

pyranosid), das man auch als ein syndiotaktisches Polyacetal der Glucose auffassen kann.

Nattirliche Cellulose ist partiell kristallin und hat gewohnlich einen Kiristallisationsanteil
von ca. 60%. Zur Unterscheidung von weiteren Cellulosemodifikationen wird sie als
Cellulose I bezeichnet. Aus dem Rontgendiagramm ergibt sich, dal sie monoklin
sphenoidisch kristallisiert (Marchessault & Sarko, 1967). Mit Roéntgenuntersuchungen
konnen noch mindestens fiinf weitere Modifikationen der Kristallstruktur nachgewiesen
werden, die bei der Umwandlung (Mercerisierung) von Cellulose I in Cellulose II auftreten
(Ebert, 1993). Ob derartige Modifikationen der Kristallstruktur der Cellulose auch bei der
Fossilisation vorkommen, ist bisher noch nicht untersucht worden. Denkbar ist aber, dafl
unterschiedliche chemische Einfliisse auf die Cellulose in den Sedimenten Anderungen in
der Kristallstruktur verursachen, die zu einer selektiven Erhaltung in verschiedenen Fazies-

bereichen fihren kénnen.

Weitere Moglichkeiten und Ursachen fiir die selektive Erhaltung der Cellulose konnen
auch die primiiren chemischen Unterschiede in Abhingigkeit von der Herkunft sein. So
besitzen die aus verschiedenen Pflanzen gewonnenen Cellulosen nicht nur einen signifikant
unterschiedlichen  Polymerisationsgrad, sondern es werden bei verschiedenen
Organismengruppen auBler Glucose noch andere Saccharide in das Cellulosemolekiil
eingebaut. Zum Beispie! besteht die Cellulose der Algengattungen Valonia und
Cladophora aus vollig reiner Glucose, die der Rotalge Rhodemynia palmata dagegen zu
50% aus Xylose, die aber im Réntgendiagramm nicht unterschieden werden kdnnen. Selbst
die Baumwoll-Cellulose, die gewd&hnlich als Musterbeispiel reiner Cellulose betrachtet
wird, enthiilt 1,5% Xylose und daneben noch kleinere Mengen Mannose, Galactose und
Arabinose (Elias, 1971).

Untersuchungen iiber das Fossilisationsverhalten der verschiedenen Cellulosemodi-

fikationen unterschiedlicher pflanzlicher Taxa liegen bisher noch nicht vor. Ebenso sind



die Auswirkungen von Umwelt- und Diageneseeinfliissen auf das Kristallisationsverhalten
und auf die Verkniipfung der Cellulose mit polymeren Aromaten oder Fettsdureestern
immer noch unbekannt. Eine kiinftige Intensivierung der Untersuchungen der Cellulose-
fossilisation ist nicht nur fiir taxonomisch-evolutive und faziesorientierte Forschungen von
besonderem Interesse, sondern ldft auch flir die Papier- und Textilindustrie verwertbare
Ergebnisse erwarten. Dies gilt besonders fiir die chemischen "Stabilisierungsvorginge”
wihrend der Sedimentation und Diagenese, die eine Celluloseerhaltung selbst noch in

Steinkohlen ermdglichen.

4.3.2. Chitin

Wihrend bei den Pflanzen Cellulose und bei den Vertebraten Proteine wie Kollagen als
strukturbildende Biopolymere dienen, kommt diese Aufgabe bei den Arthropoden dem
Chitin zu. Es ist vor allem in dem fir Crustaceen und Insekten charakteristischen
Exoskelett enthalten. AuBerdem findet man Chitin bei den Mollusken und Brachiopoden
sowie in den Zellwinden von Pilzen, in den Flagellen verschiedener Algen und in
Bakterien. Von der chemischen Struktur her entspricht das Chitin der Cellulose und
entsteht, wenn die OH-Gruppe am C2-Glucoserest durch je eine Aminoacetylgruppe ersetzt
wird. Chemisch handelt es sich bei Chitin also um ein Poly-(B-1,4-N-acetyl-D)-

glucosamin.

Obwohl die Struktur des Chitins derjenigen der Cellulose dhnelt unterscheiden sich die
Eigenschaften dieser beiden Polysaccharide, was auf die von den Acetylaminogruppen
ausgehenden starken zwischenmolekularen Wechselwirkungen zuriickzufiihren ist. Chitin
zeichnet sich durch seine chemische Stabilitit aus und wird nur von wenigen
Mikroorganismen, Schimmelpilzen und Schnecken, die Chitinasen produzieren, abgebaut.
Dariiber hinaus sind Chitinasen auch in héheren Pflanzen wie Weizenkeimen, Tomaten,
Sojabohnen u.s.w. enthalten und dienen vermutlich dem Schutz vor pathogenen Pilzen, die

haufig chitinreiche Zellwiinde besitzen (Muzzarelli et al., 1986).

Ahnlich wie bei der Cellulose handelt es sich auch bei Chitin um einen biogenen
Verbundwerkstoff, dessen Struktur und somit auch dessen Eigenschaften den jeweiligen
Erfordemissen der entsprechenden Organismen in optimaler Weise angepaBt wird. Im
allgemeinen liegt ein Chitin-Protein-Komplex vor, der entweder aus Chitinlamellen mit
zwischengeschobenen Proteinschichten oder aus Chitinfibrillen besteht, die in eine Protein-
matrix eingebettet sind, vergleichbar mit den Keratinmikrofibrillen im Paracortex der
Wolle (Ebert, 1993; Ramachandran, 1967). Im Carapax verschiedener Crustaceen wie zum
Beispiel Hummemn und Krabben ist das Chitin mit bis zu 70% Kalziumkarbonat

vergesellschaftet.




37

AuBer der variablen Zusammensetzung des Chitin-Proteinkomplexes kommen in der Natur
drei verschiedene Modifikationen des Chitins vor, die anhand von Réntgenbeugungs-
Untersuchungen nachgewiesen werden konnen und als -, B- und y-Chitin bezeichnet
werden (Rudall, 1963; Ebert, 1993). Die drei Modifikationen unterscheiden sich wesentlich
in ihren physikalischen und chemischen Eigenschaften sowie in ihrem Fossilisations-
potential. Im a-Chitin sind die benachbarten Chitinketten antiparallel angeordnet, wodurch
eine mikrofibrillire Struktur entsteht und, dhnlich wie in der Cellulose in der
Hermansschen ‘"bent-conformation”, kurze Wasserstoffbriickenbindungen vorliegen
(Hermans, 1949). Beim B-Chitin dagegen sind die Chitinketten parallel angeordnet und
bilden eine lamellare Struktur aus. Diese kann unter Vergrofierung des Abstandes der
Ketten hydratisiert werden bzw. in Wasser aufquellen, was sowohl die chemische als auch
die physikalische Resistenz dieser Chitinmodifikation und dementsprechend auch ihr
Fossilisationspotential erheblich beeinflufit. Beim y-Chitin laufen jeweils zwei Ketten
parallel und eine antiparallel, wodurch eine Art Mischmodifikation zwischen a- und j-
Chitin entsteht (Ebert, 1993),

In der Natur am weitesten verbreitet ist das o-Chitin, das in Arthropoden, Mollusken und
Pilzen vorkommt. B-Chitin tritt in den GeiBeln der Diatomeen, der inneren Schale der
Kalmare, bei verschiedenen Anneliden und in den Wohnréhren der Pogonophoren auf
(Blackwell, 1969). Die drei Chitinmodifikationen konnen als "funktionschemische"
Anpassungen an die biologische Funktion der entsprechenden Organismenteile betrachtet
werden und in einem Organismus in verschiedenen Bereichen auftreten. So findet man zum

Beispiel bei den Kalmaren alle drei Modifikationen in verschiedenen Organen:

o-Chitin, das sich durch seine Hiirte und chemische Resistenz auszeichnet, in den
papageienschnabelartigen Kiefern.

B-Chitin, das eine geringe Bruchdehnung und hohe Ermiidungsfestigkeit besitzt, in dem
schwertféormigen Chitinblatt.

y-Chitin als Zwischenform in den Magenleisten.

4.3.3. Murein

Die Zellwiinde der Cyanophyceen und der Bakterien bestehen aus Murein, einem
alternierenden [(1,4)-verkniipften Copolymer von N-Acetyl-D-Glucosamin und N-
Acetylmuraminsiure (Abb. 22). Man kann das Murein auch als substituiertes Chitin
auffassen, das an der 3-OH-Gruppe jedes tiberniichsten Restes mit der B-Hydroxgruppe der
Milchsiure verethert ist. Diese Ketten sind durch Tetrapeptide miteinander vernetzt (Ebert,
1993). Ein direkter chemischer Nachweis von Murein in Sedimenten ist bisher noch nicht
beschrieben (De Leeuw & Largeau, 1993), es kann aber indirekt iiber das Abbauprodukt
Muraminsiure erfalt werden (Casagrande & Park, 1978).
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5. Probenaufbereitung und Priparation

Probenaufbereitung und Priiparation sind die Basis fur alle palynologischen und organisch-
chemischen Untersuchungen. Entsprechend der vielfiltigen Fragestellungen (Taxonomie,

Biostratigraphie, Faziesanalyse, Reifegradbestimmung, etc.) und der unterschiedlichen

Herkunft des Materials (Rezentmaterial, Schlick, Kalk, Sandstein, Torf, Kohle, etc.} wurde

eine Reihe verschiedener Verfahren entwickelt, die in den verschiedenen Laboratorien ip

unterschiedlichen Abwandlungen angewendet werden.

Als palynologisches Standardverfahren fiir den GesteinsaufschluB gilt gemeinhin das Lésen
der Karbonate mit Salzsiure und der Silikate mit FluBsdure. Je nach Anwender werden
hierzu verdiinnte oder konzentrierte Siuren verwendet, die zum Teil auch erhitzt werden,
um die Lsungszeit zu verkiirzen. AuBer der direkten Losung mit Mineralsiiuren sind auch
Verfahren zur Dispergierung von tonigen Sedimenten zum  Beispiel  mit
Natriumpyrophosphat (Brown, 1960), Wasserstoffperoxid (Leschik, 1956) oder Tensiden
(Zingula, 1968) beschrieben, die zudem den Vorteil haben, daB auch die karbonatischen

und silikatischen Mikrofossilien erhalten bleiben.

Losen von amorphem Kerogen und von weniger stabilen Biopolymeren crfolgt im
allgemeinen durch die Acetolyse nach Erdtmann (1934, 1960) oder "Salpetersiiure-
oxydation". Diese Prozesse konnen durch eine anschlieBende Verseifung mit Natron- oder
Kalilauge ergiinzt werden (z.B. Brown, 1960; Gray, 1965a; b; Herngreen, 1983; Wood et
al., 1996; u.a.).

Die physikalische Trennung der Sedimente zwischen den einzelnen chemischen
Aufbereitungsschritten erfolgt im einfachsten Fall durch Dekantieren oder Zentrifugicren.
Zur Beschleunigung und Optimierung der Trennung wurden eine Reihe von Verfahren
entwickelt, die von der Schweretrennung mit Schwereldsungen bis hin zu komplexen
Siebapparaten in verschiedenen Modifikationen reichen (Felix, 1963; Hecunisch &
Muntzos, 1990; Kaiser & Ashraf, 1974; Poulsen, et al., 1990; Reissinger, 1939; u.a.).

5.1 EinfluB der Aufbereitungsagenzien auf organisch-wandige Mikrofossilien

Die Verinderungen von GroBe, Struktur und Chemismus von fossilen Sporen und Pollen
durch die Aufbereitung wurden bereits von Kirchheimer (1933) beschriecben und von
spiteren Autoren anhand von Versuchsreihen an rezenten Sporen und Pollen bestiitigt (z-B.
Brenner, 1996; Charman, 1992; Frederiksen, 1978; Kedves, 1985; Reitsma, 1969). Noch
einschneidender als die Veriinderung durch die Aufbereitungsmethode ist die sclektive
Losung der Palynomorphen, die sowohl die biostratigraphische Zuordnung von Sedimenten
als auch die Faziesinterpretation erheblich beeinfluft. Dal} dieser Proze3 der selektiven
Verinderung bzw. Losung bereits im Sediment beginnt, konnte Havinga (1967; 1984)




durch einen 20jihrigen Langzeitversuch mit einer einheitlichen Sporen- und Pollen-

mischung nachweisen und eine Stabilitdtsreihe fiir Sporen und Pollen aufstellen.

Eine intensive Strukturdnderung durch die Aufbereitung bei fossilen Dinoflagellaten
beschreibt Schrank (1988). Er konnte zeigen, dal} auch taxonomisch signifikante Merkmale
wie zum Beispiel die Cavation durch unterschiedliche Aufbereitungsmethoden verindert
werden, was zu einer von der Priparationsmethode abhingigen taxonomischen Zuordnung
der Zysten fithren kann, Arbeiten tber die selektive Losung von Dinoflagellaten durch die
Aufbereitungsmethode liegen bisher noch nicht vor, ¢s wird jedoch von verschiedenen
Autoren bei der Beschreibung der jeweils verwendeten Aufbereitungsmethode darauf
hingewiesen, dall durch heillc Salzsiure, Oxidation und Acetolyse verschiedene
Acritarchen und protoperidinioide Dinoflagellatenzysten gelost werden (z.B. Biebow,1996;
Dale, 1976; Downie, 1959; Harland. 1981; Marret, 1993).

Die protoperidinioiden Dinoflagellatenzysten kénnen durch ihre braune bis dunkelbraune
Farbe ("round browns"” und "brown spiny forms") und das Fehlen von Autofluoreszenz von
allen anderen Dinoflagellatenzysten-Arten unterschieden werden. Diese “braunen Zysten"
stammen ausnahmslos, soweit thre lebenden vegetativen Stadien bekannt sind, von
heterotrophen Dinoflagellatenarten (z.B. Biebow, 1996; Dale, 1996; Mudie & Harland.
1996). Lésungsversuche von protoperidinioiden Zysten aus Oberflachen- und Kernmaterial
der westlichen Ostsee zeigten, daB3 nur kalte verdiinnte Salzsiure (bis 10%) und kalte
Flufisiure (bis 48%) bei einer Einwirkzeit von mehreren Stunden keine sichtbaren
Verinderungen verursachen. Heile, verdiinnte Salzsédure, kalte Salpetersiure und
Accetolyse dagegen zerstdren bereits nach einer Einwirkzeit von wenigen Minuten die
Zysten zum Teil vollig. Wettere Versuche, die mit Wasserstoffperoxid direkt an
Einzelexemplaren unter dem Mikroskop vorgenommen wurden, zeigen, daBl bereits durch
eine 1% Wasserstoftperoxid-Losung sogenannte "round browns" (Brigantedinium spp.)
aus Oberflichenproben nach 3-5 Minuten vollstindig geldst werden, withrend zum Beispiel
gonyaulacoide Zysten aus Ober{lichenproben der westlichen Ostsee nach 8 Stunden und
frische Pinus-Pollen selbst nach zwei Wochen in 30%iger Wasserstoffperoxid-Losung

keinerlei mikroskopisch sichtbare Verinderungen aufweisen.

Besonders empfindlich gegen Acetolyse und Salpetersdurcoxidation und zum Teil auch
gegen konzentrierte oder heifle Salzsdure sind Wandsubstanzen, die vorwicgend auf
Polysaccharidbasis (z.B. Cellulose, Chitin) aufgebaut sind und daher in bisherigen
Untersuchungen wenig beachtet wurden. Hierzu zihlen vor allem dic Reste von Protozoen
und Metazoen (z.B. Tintinniden-Loricac. Thecamdben-Gehiuse. Bryozoen-Dauerstadien.

Crustaceen- und Insektenreste). Diese organisch-wandigen Mikrofossilien kinnen durch

besonders schonende Aufbereitungsmethoden gewonnen werden und sind zum Teil sehr
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gute Klima- und Okologieindikatoren, was eine intensivere Bearbeitung in zukiinftigen

Untersuchungen nahelegt (Frey, 1986; Medioli et al., 1988; Walker et al., 19915 u.a).

Vor allem die unterschiedliche chemische Konstitution der Zystenwinde von hetero-
trophen und autotrophen Dinoflagellaten zeigt, daB unterschiedliche Aufbereitungs-
methoden und eine kritiklose Anwendung von sogenannten "palynologischen Standard-
methoden” selbst innerhalb einer Fossilgruppe verschiedene (Relikt-}Vergesellschaftungen
in einer Probe ergeben und dadurch letztendlich im Extremfall entgegengesetzte Fazies-

interpretationen moglich machen.

5.2. Mikro-absorptionsphotometrische Untersuchung der Veriinderung von Pinus-

Sporopollenin durch Aufbereitung und Priiparationschemikalien

Noch kritischer als bei der "visuellen Palynologie" ist die chemische Verinderung der
organisch-wandigen Mikrofossilien durch die Aufbereitung fiir chemische Unter-
suchungen. Dies gilt nicht nur fiir die Mikro-Absorptionsphotometrie, sondern auch fiir
Verfahren die auf thermischer oder chemischer Depolymerisation beruhen. Durch die
chemische Verinderung der Ausgangssubstanz bei der Priiparation entstehen bei der
Analyse unterschiedliche Degradationsprodukte, die zur Fehlinterpretation des
Ausgangsproduktes fiihren konnen. Grundvoraussetzung fiic  spektralphotometrische
Untersuchungen von einzelnen, organisch-wandigen Mikrofossilien ist daher eine

Priparation ohne chemische Verdnderung der Fossilien.

5.2.1. Absorptionsspektrum von Pinus-Sporopollenin

Zur Entwicklung eines geeigneten Verfahrens wurden die Auswirkungen der verschie-
denen Reagenzien auf rezentes und fossiles Material untersucht. Um einen moglichst guten
Vergleich zwischen den Veriinderungen an rezentem mit denen an fossilem Material zu
ermoglichen, wurden die Versuche an einer kosmopolitischen Pollenart durchgefiihrt. Als
besonders geeignet erwiesen sich hierfiir bisaccate Pollen, vor allem Pinus-Pollen, die
aufgrund ihrer sehr guten Flug- und Schwimmeigenschaften weit verbreitet werden und

selbst in landfernen marinen Sedimenten noch in ausreichender Anzahl zu finden sind.

Diese Versuchsreihen dienen aber nicht nur zur Optimierung der Aufbereitungsmethode,
sondern konnen durch die kontrollierte chemische Verinderung der Biopolymere
zumindest particll zur Strukturaufklirung herangezogen werden. Zudem sind diese
Versuche die Grundlage fiir die Interpretation der im Sediment stattfindenden chemischen

Verinderungen der Biopolymere organisch-wandiger Mikrofossilien.
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Grundvoraussetzung fiir vergleichende Untersuchungen der Sporopolleninchemie ist die
Gewinnung von chemisch unverindertem Sporopollenin bzw. der Exinenwand ohne
Restanteile von Zellinhaltsstoffen und Intinen. Um eine chemische Veriinderung weitest-
gehend auszuschlieBen, wurden gefrorene Pinus-Pollen in einem gekiihlten Morser
mechanisch aufgebrochen. Durch fraktioniertes Sieben mit destilliertem Wasser wurden
anschlieBend die Exinenreste von den iibrigen Pollenbestandteilen getrennt. Als optimale
Bearbeitungstemperatur erwies sich der Bereich ven 0°C bis -10°C, da hierbei die Intine
mit dem Protoplasten noch nicht zerbricht und daher leichter abgetrennt werden kann.
Dieser Vorgang wird unter stindiger mikroskopischer Kontrolle (Phasenkontrast und/oder
Fluoreszenz) so lange wiederholt, bis keine Intinenbruchstiicke oder andere Zellbe-
standteile mehr nachweisbar waren. Das so gewonnene Sporopollenin diente als Ausgangs-
und Vergleichsmaterial sowohl fiir die Mikro-Absorptionsphotometrie als auch fiir die
FTIR-Spektroskopie.

Das Absorptionsspektrum von unbehandeltem Pinus-Sporopolienin kann in etner ersten
Niherung anhand von chemisch veridndertem rezentem und fossilem Pinus-Sporopollenin
in fiinf Spektrenbereiche eingeteilt werden, die sich je nach chemischem oder
diagenetischem EinfluB unterschiedlich veridndern (Abb. 13). Die Spektrenbereiche I bis III
konnen als das eigentliche "Sporopolleninsignal” angesehen werden, da das Minimum bei
260nm und die Maxima bei 286nm und 314nm in allen bisher untersuchten rezenten und
diagenetisch nicht beanspruchten fossilen Pollen nachweisbar sind. Durch chemische
Behandlung der Pollen (Priiparation) kénnen diese Maxima stark veriindert werden, was
auf einen chemischen Umbau des Sporopollenins hinweist. Das ausgeprigte
Absorptionsmaximum bei 386nm im Spektralbereich IV konnte dagegen nur bei einem
Teil der Pollen-Taxa und nur bei frischem Sporopollenin der bisher untersuchten Pollen
nachgewiesen werden (siche Kap. 6.4.1.). Der Spektralbereich V, der den gesamten
Restbereich des sichtbaren Lichts umfaft, zeigt keine weitere Differenzierung und ist daher

als die Eigenabsorption der Pollenwand zu betrachten.

5.2.2. Acetolyse

Eine Verinderung der Absorption im Spektralbereich I bis III und somit der
Sporopolleninchemie wird durch die Acetolyse (Erdtmann, 1960; Zetsche & Huggler,
1928) verursacht, welche die am hiiufigsten verwendete Priiparationsmethode fiir rezente
und teilweise auch fiir fossile Pollen ist. Dieses Verfahren wird ebenfalls hiufig fiir die
Priiparation des Sporopollenins bei chemischen Untersuchungen verwendet, wodurch die
verursachten chemischen Veriinderungen auch in die Sporopollenin-Strukturmodelle
einflieBen konnen (Guilford et al., 1988; Kawase & Takahashi, 1995; Shaw & Apperley,
1996; u.a.).
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Abb.13: Gliederung eines Standard-Absorptionsspektrum von unbehandeltem Pinus-Sporopollenin in die
einzelnen Spektrenbereiche (Erklidrung siehe Text).

Vergleicht man die Absorptionsspektren von unverindertem und acetolysiertem Pinus-
Sporopollenin, so zeichnet sich das Spektrum des acetolysierten Sporopollenin durch seine
niedrigere Absorptionsintensitiit (Abb. 14Aa) in den Spektralbereichen III bis V aus, die in
der Absorptionsdifferenz als Maximum bei 400nm deutlich hervortritt (Abb. 14Ab). Die
Ursache fiir die niedrigen Werte bei dem acetolysierten Material ist aber nicht in einem
Abbau des konjugierenden Systems zu suchen, sondern auf eine allgemeine Erniedrigung
der "Eigenabsorption" der Pollenwand zuriickzufiihren, die sich durch die niedrigeren
Absorptionsintensititen im Spektralbereich V nachweisen ld8t. Um die beiden Absorp-
tionsspektren des nativen und des acetolysierten Materials vergleichen zu kdnnen, miissen
sie auf den Eigenabsorptionswert normiert werden (Abb. 14Ba). Durch die Normierung
zeigt sich, daB nur Teilbereiche des Absorptionsspektrums des acetolysierten Sporo-
pollenins wesentlich veriindert sind, und zwar im Absorptionsbereich IV, II und I mit
einem Maximum der Intensititsabnahme bei 400nm und einer Zunahme der Absorp-
tionsintensitiit bei 270nm. Im Bereich von 470nm bis 500nm und 325nm bis 360nm sind
die Absorptionsintensitiiten bei unveriindertem und acetolysiertem Sporopollenin identisch,
was einer Absorptionsdifferenz mit dem Wert 1 entspricht (Abb. 14Bb).

Durch die Bandenmodellierung bzw. Berechnung eines synthetischen Absorptions-
spektrums konnen die Verinderungen weiter prizisiert werden (Abb. 15). Die Abnahme
der Absorptionsintensitit beim acetolysierten Sporopollenin im Spektralbereich IV ist
demnach auf die Abnahme der Intensitit bei 386nm und in geringerem Umfang auf die
Abnahme bei 409nm zuriickzufiihren, wihrend die anderen Absorptionsintensititen
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(365nm und 428nm) unverindert bleiben. Ebenso ist die Absorptionsintensitit bei 314nm
sowohl bei dem unverinderten (Abb. 15a) als auch bei dem acetolysierten (Abb. 15b)
Sporopollenin identisch. Die Absorptionszunahme im Spektrenbereich I und II kann durch
die Erhohung der Intensitit bei 286nm und 260nm erklirt werden, die auf einen massiven
chemischen Umbau des Sporopollenins durch die Acetolyse hindeutet, der auch die
konjugierten Systeme innerhalb des Molekiils beeinfluft.
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Abb. 14: Vergleich der Absorptionsspektren von unbehandeltem und acetolysiertem Pinus-Sporopollenin.
Aa: Verteilung der Absorptionsintensitit der jeweiligen Durchschnittsspektren; Ab: Absorptions-
differenz; Ba: Verteilung der Absorptionsintensitit der Durschnittsspektren nach Normalisierung auf
den Eigenabsorptionswert der Pollenwand; Bb: zugehorige Absorptionsdifferenz.

Da eine direkte chemische Zuordnung der UV-VIS-Absorptionsspektren des Pinus-
Sporopollenins ohne weitere chemische Anhaltspunkte nicht moglich ist, wurden
zusitzlich am selben Material FTIR-Spektren aufgenommen, die eine chemische Zuord-
nung der Spektrenverinderung ermoglichen (Abb. 16). Ebenso wie bei den UV-VIS-
Absorptionsspektren sind bei den IR-Spektren von acetolysiertem Pinus-Sporopollenin
(Abb. 16a) im Vergleich zu unbehandeltem Pinus-Sporopollenin (Abb. 16b) Bereiche mit
erniedrigter und mit erhohter Absorptionsintensitit vorhanden, die eindeutig spezifischen
Molekiilgruppen zugeordnet werden kiénnen (Tab. 4).

Durch die Einfiilhrung der CH3;CO-Gruppe bei der Acetolysierung werden die Intensitiiten
der Carbonylbande (C) und der CH;-Deformationsbande (J) stark erhoht. Entsprechend der
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CH;-Anreicherung verschieben sich die beiden aliphatischen Valenzschwingungen (B) von
| 2923 cm’ nach 2935 cm™ und von 2853 cm” nach 2860 cm’. Die Erniedrigung der
Absorptionsintensitit der aliphatischen Valenzschwingung ist hierbei direkt auf die
Zunahme der CH3-Gruppen zuriickzufiihren, da reine CH3;-Gruppen ohne CH,-Gruppen
mit geringeren Intensititen bei 2960 cm™ und 2870 cm™ absorbieren. Eine ebenfalls
intensive Absorptionszunahme ist bei der Ether-C-O-Valenzschwingung (L) zu

verzeichnen.

W 365 386
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Abb. 15: Modellierung eines synthetischen Absorptionsspektrums fiir unbehandeltes (a) und acetolysiertes (b)
Pinus-Sporopollenin  anhand der Addition der theoretischen Banden mit GauBscher
Normalverteilung. Anhand dieses Modells ldBt sich nachweisen, daB die spektrale (chemische)
Veridnderung durch die Acetolyse auf eine Zunahme der Banden bei 260nm und 286nm zuriick-
zufiihren ist, wiihrend die Bande bei 314nm unveriindert bleibt.

Bei der Korrelation der Verinderungen des UV-VIS-Absorptionsspektrums und des IR-
Absorptionsspektrums kann man davon ausgehen, da8 die Einfiihrung der CH3CO-Gruppe
‘ keine wesentliche Anderung im UV-VIS-Spektrum verursacht, da im IR-Spektrum die
' | Intensitit der isolierten Carbonyl-Valenzschwingung (C) erhoht wird und die Intensitit der
konjugierten Carbonyl-Valenzschwingung (D) konstant bleibt. Die UV-Absorption von
isolierten Carbonyl-Gruppen liegt aber auBerhalb des MeBbereichs des Mikro-
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Absorptionsphotometers (ly,=187nm; siehe Tab. 1) und ist daher nicht nachweisbar. Die
Zunahme der UV-Absorption bei 260nm und 286nm bei acetolysiertem Pinus-
Sporopollenin kann anhand der IR-Spektren nur auf eine Verinderung der konjugierten
Systeme und damit auf eine Verinderung der Sporopolleninstruktur zuriickgefiihrt werden.

T ! T T
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Abb. 16: FTIR-Spektrum von acetolysiertem (a) und unbehandeltem (b) Pinus-Sporopollenin. Erlduterung
siche Text und Tabelle 4.

Maximabe- | Wellenzahl | Ursprung Bemerkung
zeichnung (cm™)
A 3600-3200 |OH O-H-Valenzschwingung in Alkoholen oder Phenolen
B 2960-2850 CH,; CH, C-H-Valenzschwingung mit 2 Banden
8 1740 =0 Carbonyl-Valenzschwingung (isoliert)
D 1634 Cc=0 Carbonyl-Valenzschwingung (konjugiert)
E 1608 C-C C-C-Valenzschwingung in aromatischen Ringen
F 1568 + 1544 | NO, Valenzschwingung der Nitrogruppe
G 1516 C-C C-C-Valenzschwingung in aromatischen Ringen
H 1440 CH;; CH, asymmetrische Deformationsschwingung von CH; und CH,
1 1384 NO, Valenzschwingung der Nitrogruppe
J 1375 CH; symmetrische Deformationsschwingung von CH,
K 1279 C-0 C-0-Valenzschwingung in Ether oder Alkohol
) 1240 C-0 C-O-Valenzschwingung in Ether
M 1170 C-O C-O-Valenzschwingung in Ester, Karbonsiuren oder Ethern
N 1039 C-0 C-O-Valenzschwingung in Ethern

Tab. 4: Zuordnung des FTIR-Signals in den Abbildungen 24 und 26.
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5.2.3. Salpetersiureoxidation

Wesentlich komplexere Verinderungen des Sporopollenins erfolgen durch die in der
Paldo-Palynologie gebriuchliche Salpetersiureoxidation. Im Gegensatz zur Acetolyse wird
bei der Salpetersiurebehandlung die Eigenabsorption der Pollenwand nicht bzw.
vernachldssigbar verindert, weshalb keine Normalisierung der Spektren notwendig ist
(Abb. 17Aa). Zudem zeigt die Absorptionsdifferenz des Sporopollenins (Abb. 17Ab) eine
wesentlich groBere Strukturierung als bei der Acetolyse. Signifikant ist die Intensitéits-
abnahme im Spektralbereich IIl mit einem Maximum bei 320nm und die Intensitits- ;‘
zunahmen im Spektralbereich IV mit Maxima bei 360nm und 445nm. Anhand der
Bandenmodellierung kann die Verinderung des Sporopolleninsignals im Spektrenbereich |
bis III durch die Intensititserniedrigung bei 314nm und Intensititserhéhung bei 260nm mit
konstanter Intensitiit bei 286nm erklirt werden (Abb. 17Bb). Die Verinderungen im
Spektrenbereich IV konnen in der Bandenmodellierung nur durch die Einfithrung von
zusitzlichen Banden bei 350nm und 450nm bei gleichzeitiger Abnahme der Intensitit bei

386nm erklirt werden.

314 a
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Abb. 17: Vergleich der Absorptionsspektren von nativem und mit Salpetersiure behandeltem Pinus-Sporo-
pollenin. Verteilung der Absorptionsintensitit der jeweiligen Durchschnittsspektren (Aa) und
Absorptionsdifferenz (Ab). Modellierung des synthetischen Absorptionsspektrums fiir unbehandeltes
(Ba) und mit Salpetersiure behandeltes (Bb) Pinus-Sporopollenin.
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Der Einbau der Nitrogruppe in das Pinus-Sporopollenin durch die Salpetersiureoxidation
ist auch im IR-Absorptionsspektrum durch ihre Valenzschwingung eindeutig nachzuweisen
(Abb. 18a; Banden F und I). Zudem bewirkt die Oxidation eine Zunahme sowohl der im
UV-Absorptionsspektrum nicht nachweisbaren isolierten (C) als auch der konjugierten (D)
C=0-Gruppen, die mit der Intensititserhhung bei 260nm (Abb. 25) im UV-Absorp-
tionsspektrum korreliert werden kann. Fiir die Abnahme der Intensitit bei 314nm im UV-
Absorptionsspektrum sind im IR-Spektrum keine eindeutigen Korrelationen moglich, was
auf eine Verkleinerung des konjugierten Systems durch Oxidation von C=C-Doppel-
bindungen hinweist, die im IR-Spektrum nur durch die Valenzschwingung der konju-
gierten Carbonyl-Gruppe (D) nachweisbar sind.
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Abb. 18: FTIR-Spektrum von (a) mit Salpetersiure behandeltem und (b) unbehandeltem Pinus-Sporo-
pollenin. Erlduterung siehe Text und Tabelle 4.

Anhand dieser Versuche koénnen die urspriinglichen Absorptionsmaxima und deren
Veridnderungen in der UV-Absorption des unverinderten Pinus-Sporopollenins dahin-
gehend interpretiert werden, daB es sich bei dem Absorptionsmaximum 386nm im
Spektralbereich IV entweder um das konjugierte System einer in das eigentliche
Sporopollenin eingelagerten Substanz handelt, die durch Acetolyse und Salpetersiure-
oxidation gelost werden kann, oder um ein konjugiertes System innerhalb des Sporo-
pollenins, das durch die Sdurebehandlung hydrolytisch aufgebrochen oder abgespalten
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wird. Der Absorptionsbereich von 386nm 148t vermuten, dal es sich bei dieser Substanz

| um die in Pinus-Pollen vorkommenden Flavone handeln kénnte (Wiermann & Vieth,
1983), die absorptionsspektrometrisch durch eine Verschiebung des Absorptions-
maximums von 40-60nm durch Bildung eines Aluminiumkomplexes nachweisbar sind
(Jurid, 1969). Entsprechende Versuche mit Aluminiumchlorid zeigten keine Verdnderung
des Absorptionsspektrums im Vergleich zu unbehandeltem Sporopollenin, was vermuten
14Bt, daB das Absorptionsmaximum bei 386nm nicht auf Flavone zuriickzufiihren ist. Bei
diesen Versuchen ist jedoch nicht auszuschliefen, daB die Flavone durch weitere Lipide |
wie Wachsester (Hess et al.. 1973; Niester et al. 1987; Southworth, 1990) maskiert sind
und dadurch ein in situ Nachweis durch diese Methode nicht méglich ist.

Das Absorptionsmaximum bei 314nm im Spektralbereich IIl ist tberwiegend auf
konjugierte C=C-Doppelbindungen zuriickzufiihren Die Intensititsabnahme des
Maximums kann durch das Aufbrechen der Doppelbindungen und der damit verbundenen
Verkleinerung des konjugierten Systems erklirt werden. Die Zunahme der
Absorptionsintensitdt im Spektralbereich II und/oder 1 kann sowohl durch die
Verkleinerung von konjugierten Systemen mit langwelligerer Absorption oder durch
Erweiterung von kleineren konjugierten Systemen durch die Einfithrung der Carboxyl-
und/oder der Alkoxyl-Gruppe begriindet werden. Entsprechende Veridnderungen in den
Spektrenbereichen 1 bis V sind auch bei fossilen Pollen vorhanden und weisen auf
Veriinderungen in der Sporopolleninchemie hin, die durch verschiedene chemische

und/oder mikrobielle/enzymatische Einfliisse méglich sind.

5.2.4. Organische Liosungsmittel

AuBer der Sporopolleninchemie selbst ist bis heute noch weitgehend ungeklirt, wie viele
und welche Substanzen am Aufbau der Pollen-Exine beteiligt sind und ob diese,
vergleichbar den Epi- und Intrakutikularwachsen der Kutikula. in die Pollenwand einge-
lagert sind und/oder eine Deckschicht bilden. Um dieser Frage nachzugehen wurden native
Pinus-Pollen mit verschiedenen organischen Losungsmitteln jeweils drei Tage bei
Zimmertemperatur behandelt, um mdglicherweise weitere neben dem Sporopollenin
vorhandene Substanzen selektiv zu l6sen. Anhand dieser Versuchsreihe ldBt sich
absorptionsphotometrisch belegen, daB in der Pollenwand aufler dem Sporopollenin noch
eine Reihe weiterer Substanzen vorhanden sind. die unterschiedliches Ldsungsverhalten

gegeniiber den verschiedenen Losungsmittel zeigen.

Praktisch keine Veriinderung in der UV-Absoption der Pollenwand erfolgt nach der
. Behandlung mit Ethanol. weshalb die Absorptionsdifferenz zu nativem Sporopollenin
‘ keine Verinderung zeigt (Abb. 19a). Bei Behandlung mit Methanol (Abb. 19b) ist eine
geringe, unstrukturierte Abnahme der Absorption in den Spektrenbereichen IV und V

Il |
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(340nm bis 500nm) festzustellen. Da die Abnahme der Absorption nur in den
Spektrenbereichen mit primir niedrigen Absorptionsintensititen auftritt (vergl. Abb. 13),
kann man davon ausgehen, daB Substanzen aus der Pollenwand gelost werden, die
innerhalb des gemessenen Spektralbereiches keine Absorption besitzen. Durch ihr Fehlen
wird die Eigenabsorption der Pollenwand herabgesetzt, was die annihernd konstante
Abweichung von dem Standard in Bereichen mit niedriger Absorption erklirt. Bei der
Behandlung mit Tetrachlorkohlenstoff (Abb. 19¢) dagegen zeigt sich eine verstirkte
Abnahme der Absorptionsintensitiit im Spektrenbereich V, vergleichbar der Chloroform-
behandlung (Abb. 19d). Bei letzteren ist zusitzlich eine Absorptionsabnahme im
Spektrenbereich I bei 250nm bis 260nm nachzuweisen, die auf eine weitere Pollenwand-

substanz hindeutet.

Absorptionsdifferenz
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Abb. 19: Absorptionsdifferenz-Spektren von Pinus-Pollen nach dreitiigiger Behandlung mit (a) Ethanol, (b)
Methanol, (¢) Tetrachlorkohlenstoff und (d) Chloroform.

Eine nahezu identische Abnahme der Absorption in den Spektrenbereichen IV bis V erfolgt
nach der Behandlung der Pinus-Pollen mit Aceton (Abb. 20a), Pentan (Abb. 20b), Heptan
(Abb. 20c¢) und Pyridin (Abb. 20d). Ebenso wie bei Chloroform kann bei Aceton, und in
geringerem MaBe bei Pentan, eine Verminderung der Absorptionsintensitit im
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Spektrenbereich I bei 260nm nachgewiesen werden. In allen Fillen entspricht die
Absorption im Bereich zwischen 270nm und 340nm der des unbehandelten Pinus-

Sporopollenins.

Absorptionsdifferenz

_—
250 300 350 400 450 500

Wellenlange A (nm)

Abb. 20: Absorptionsdifferenz-Spektren von Pinus-Pollen nach dreitigiger Behandlung mit (a) Aceton, (b)
Pentan, (c) Heptan und (d) Pyridin.

Diese Variationen der Absorptionsspektren von Pinus-Pollen nach der Behandlung mit
verschiedenen Losungsmitteln weisen darauf hin, daB der Pollenwand verschiedene
Substanzen mit unterschiedlichen Losungseigenschaften ein- oder aufgelagert sind. Die
geringfiigigen Verinderungen in den Spektrenbereichen IV und V nach der Behandlung
mit Methanol, Tetrachlorkohlenstoff und Chloroform lassen vermuten, daB es sich hierbei
um Substanzen handelt, die im MeBbereich keine Absorption besitzen. Dies konnen zum
Beispiel einfache Wachsester sein, welche die Eigenabsorption der Pollenwand erhhen,
was bei der Absorptionsdifferenz durch die erhohten Werte in Bereichen mit geringer
Absorptionsintensitit zum Ausdruck kommt. Nach der Behandlung mit Aceton, Pentan,
Heptan und Pyridin dagegen ist eine deutlich verstirkte Abnahme der Absorption von dem
Spektrenbereich IV nach V zu verzeichnen. Ob es sich hier ebenfalls um die Erniedrigung
der Eigenabsorption durch das Fehlen einer weiteren Substanz handelt, oder ob eine




Substanz mit komplexen konjugierten Gruppen vorliegt, die entweder nur eine geringe
Absorptionsintensitit besitzt oder nur einen geringen Anteil am Aufbau der Pollenwand
hat, ist nach dem derzeitigen Stand der Untersuchungen noch nicht zu beurteilen. Mit
groBBer Wahrscheinlichkeit kann die Absorptionsabnahme im Spektrenbereich I bei 250nm
bis 260nm einer eigenen Substanz zugeordnet werden, da sie unabhingig von der
Intensitdtvariation im Spektrenbereich IV und V bei verschiedenen L§sungsmitteln

vorkommt.

5.2.5. Einflul von Aminen

Einen signifikanten Unterschied in der Absorptionsdifferenz zu den oben beschriebenen
Losungsmitteln erhdlt man bei der Behandlung der Pollenwiinde mit Ethanolamin (2-
Aminoethanol). Es erfolgt eine intensive Abnahme der Absorption bei 390nm, wihrend in
dem Bereich oberhalb 450nm die Absorptionsabnahme wesentlich geringer ist als bei
Aceton, Heptan, Pentan und Pyridin (Abb. 21a). Das eigentliche "Sporopolleninsignal" der
Spektrenbereiche II und III ist wie bei den vorherigen Versuchen mit Ldsungsmitteln
unverindert. Erstaunlich ist bei diesem Versuch, daf in den Spektrenbereichen II und III
keine Anderung der Absorption erfolgt, zumal Southworth (1974; 1990) zeigen konnte,
dal die Exine von verschiedenen Angiospermenpollen in kaltem Ethanolamin gel&st
werden. Dies kann nur durch einen chemisch signifikanten Unterschied zwischen Gymno-

und Angiospermenpollen erklirt werden.

Absorptionsdifferenz
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Abb. 21: Absorptionsdifferenz-Spektren von Pinus-Pollen nach dreitigiger Behandlung mit (a) 2-
Aminoethanol und (b) Pyrrolidin. (¢c) Absorptionsdifferenz-Spektrum der mit Pyrrolidin behandelten
Pinus-Pollen nach der Hydrolyse mit verdiinnter Salzsaure.
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Bei der Behandlung mit Pyrrolidin (Abb. 21b) ist ebenfalls eine Abnahme der
Absorptionsintensitiit entsprechend der Ethanolaminbehandlung bei 400nm zu beobachten.
Im Gegensatz zu den bisher durchgefiihrten Versuchen ist aber eine Zunahme der
Absorptionsintensitidt bei den Wellenlingen 260nm bis 270nm, 340nm bis 360nm und
oberhalb 420nm zu verzeichnen. Diese Zunahme der Absorptionsintensitiit ist zu erwarten,
da Pyrrolidin mit Carboxylgruppen unter Enaminbildung reagiert, das in nichtkonjugierten
Systemen einen Absorptionsbereich von 260nm bis 270nm besitzt (Jaffé & Orchin, 1962).
Entsprechend kann die Absorptionszunahme im Bereich von 340nm bis 360nm als Enamin
innerhalb eines konjugierten Systems interpretiert werden, da nach den FTIR-Spektren von
nativem Pinus-Sporopollenin (siche Abb. 16b; 18b) sowohl konjugierte als auch nichtkon-
jugierte Carboxylgruppen im Sporopolleninmolekiil vorhanden sind. Dieses "Sporo-
pollenin-Enamin" kann durch hydrolytische Spaltung wieder in das "Ausgangs-Sporo-
pollenin" zuriickgefiihrt werden (Beyer & Walter, 1991), wodurch sich ein praktisch
identisches Absorptionsspektrum zu Ethanolamin ergibt (Abb. 21c¢).

Im Vergleich zu der Auswirkung von Aceton oder Pentan auf die Absorption der
Pollenwand in dem Spektrenbereich oberhalb 450nm zeigen die Absorptionsspektren der
mit Ethanolamin und Pyrrolidin behandelten Pollen nur eine geringe, unstrukturierte
Verinderung. Dies 1dBt vermuten, daB durch die Behandlung der Pollenwand mit den
basischen Aminen auf- oder eingelagerte Substanzen nur in geringem Umfang gelost
werden und die signifikante Absorptionsabnahme bei 400nm auf eine direkte Verinderung

des Sporopollenin-Molekiils zuriickzufiihren ist.

5.2.6. EinfluBl von Halogensiiuren

Bei der Priiparation von fossilem Material ist es in den meisten Fillen unumginglich, die
Sedimente chemisch zu entfernen, um das organische Material anzureichern. Hierzu wird
im Regelfall zur Entfernung der Karbonate Salzsdure und zur Entfernung der Silikate
FluBsiure verwendet. Die Absorptionsspektren von Pinus-Pollen zeigten nach einer
mehrstiindigen Behandlung mit verdiinnten Losungen (< 10%) der beiden Siuren keine
Verinderung. Nach mehrtigiger Behandlung von Pinus-Pollen mit konzentrierten Sduren
(HF 48%; HCL 30%) sind jedoch Verinderungen im Absorptionsspektrum nachzuweisen.
Der EinfluB von FluBsiiure (Abb. 22a) ist mit dem von Methanol oder Tetrachlor-
kohlenstoff (Abb. 19b, ¢) vergleichbar. Im Bereich oberhalb 350nm ist eine geringfiigige,
unstrukturierte Abnahme der Absorptionsintensitit zu verzeichnen, die analog zu den
organischen Losungsmitteln eher als eine Abnahme der Eigenabsorption der Pollenwand
und weniger als eine chemische Verinderung des Sporopollenins zu interpretieren ist.
Nach der Salzsidurebehandlung (Abb. 22b) nimmt die Absorptionsintensitit bei 270nm und
oberhalb von 440nm zu, was auf die Einbindung von Chloratomen in das Sporopollenin,




vergleichbar der Nitrogruppe bei der Salpetersiureoxidation (siche Kap. 5.2.3.),

zuriickgefiithrt werden kann.

Absorptionsdifferenz
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Abb. 22: Absorptionsdifferenz-Spektren von Pinus-Pollen nach dreitigiger Behandlung mit (a) Kalter
FluBsidure 48%ig, (b) kalter Salzsdure 30%ig, (c) nach einstiindiger Verseifung bei 80°C mit
10%iger Kalilauge, (d) nach zweiwdchiger Behandlung mit kaltem Wasserstoffperoxid 30%ig und
(e) nach dreistiindiger Behandlung mit dem konzentrierten Laborspiilmittel Capasa!j’.

5.2.7. Verseifung

Als Verseifung im engeren Sinne bezeichnet man die der Veresterung entgegengesetzte
hydrolytische Spaltung mit Hilfe von Laugen, Wasser, Siuren oder Enzymen (Esterasen).
Da das fossile organische Material (Kerogen) zu einem groBen Teil aus estergebundenen
Fettsduren besteht, ist die Verseifung mit Alkalien ein in der Palynologie haufig
angewendetes Verfahren, um resistente Biopolymere anzureichern. Hierbei werden die
Esterbindungen komplexer Molekiile mit heifler. verdiinnter Kali- oder Natronlauge

aufgebrochen, wobei das in der Regel wasserlosliche Alkalisalz der entsprechenden
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Fettsduren entsteht. Durch diesen Vorgang werden isolierte und an den organisch-
wandigen Mikrofossilien anhaftende Kerogenaggregate dispergiert und konnen
anschlieend durch Zentrifugieren oder Sieben abgetrennt werden. Durch die Verseifung
werden aber auch estergebundene Biopolymere (Polyester) zerstort, estergebundene
Seitenketten abgespalten oder intramolekulare Esterbriicken aufgebrochen, wodurch das
Absorptionsspektrum verdndert wird, wenn die jeweiligen Esterbindungen in ein

konjugiertes System integriert waren.

Die Spaltung von Esterbindungen durch die Verseifung von Pinus-Sporopollenin ist im
Absorptionsdifferenzspektrum durch die intensive Absorptionsabnahme bei 390nm und
eine geringere Abnahme bei 255nm nachweisbar (Abb. 22¢). Die Verdnderung des
Absorptionsspektrums bei 390nm kann durch das Aufbrechen einer Esterbindung innerhalb
eines konjugierten Systems erklirt werden. Hierbei kann es sich sowohl um das Abspalten
von estergebundenen Seitenketten als auch um das Aufbrechen von intermolekularen
Esterbindungen handeln. Die Abnahme der Absorptionsintensitiit bei 255nm kann nach
dem bisherigen Stand der Untersuchungen auf abgespaltene Seitenketten, die ein isoliertes
konjugiertes System mit einem Absorptionsmaximum von 255nm bilden, zuriickgefiihrt
werden, wobel es sich um ein aromatisches Element handeln kann. Es ist aber auch
moglich, daB sich auf dem Zentralmolekiil ein weiteres, isoliertes, kleineres konjugiertes
System befindet, von dem ebenfalls eine Seitenkette abgespalten oder eine intramolekulare

Esterbriicke aufgespalten wird.

Das Absorptionsspektrum bzw. die Absorptionsdifferenz durch die alkalische Verseifung
bei Pinus-Pollen ist praktisch identisch mit dem nach der Behandlung mit Aminen, was
darauf schlieBen lidBt, daB bei der Aminbehandlung ebenfalls estergebundene Bereiche des
Sporopolleninmolekiils ab- oder aufgespalten werden (Abb. 21a.c). In allen Fillen kann im
Spektrenbereich II und III (270nm bis 340nm) keine Verdnderung gegeniiber dem
unbehandelten Sporopollenin festgestellt werden. Dies bestitigt den Grundansatz des
Sporopollenin-Struktur-Modells von Kawase & Takahashi (1995), die von einem stabilen
Zentralmolekiil mit konjugierten Seitenketten ausgehen. Die Annahme, daB es sich bei dem
Zentralmolekiil um ein einfaches aliphatisches Polymer handelt., kann nicht bestitigt
werden, da die Absorption im Spektrenbereich I und IIlI eindeutig auf komplexe

konjugierte Systeme hinweist.

5.2.8. Oxidationsmittel

Um die Resistenz der Pinus-Pollen gegen direkte Oxidation zu testen, wurden diese zwei
Wochen mit 30%igem Wasserstoffperoxid bei Zimmertemperatur behandelt. Trotz dieser
massiven Oxidation zeigt sich im Absorptionsspektrum bzw. in der Absorptionsdifferenz
im Spektrenbereich IT und I1I praktisch keine Verdnderung (Abb. 22d). withrend bei 390nm
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eine signifikante und bei 250nm eine geringe Abnahme der Absorption zu verzeichnen ist.
Nahezu dieselben Veriinderungen im Absorptionsspektrum treten bei Pinus-Sporopollenin
nach einer achtstiindigen Behandlung mit Tensiden bzw. handelsiiblichen Labor- oder
Haushaltsspiilmitteln auf (Abb. 22e), wobei die chemische Verinderung des Sporo-
pollenins nicht nur den Tensiden, sondern auch den diesen Spiilmitteln in geringen Mengen

zugesetzten Peroxiden zugeschrieben werden kann.

Die Ahnlichkeit der Absorptionsdifferenz nach der Oxidation mit derjenigen nach der
Verseifung (Abb. 22¢) und nach der Aminbehandlung (Abb. 2la,c) liBt auch bei der
Oxidation vermuten, daB Seitenketten im Bereich eines konjugierten Systems innerhalb des
Sporopolleninmolekiils abgespalten werden, das Zentralmolekiil jedoch gegen Oxidation,

die in ihrer Intensitit weit iiber die natiirlichen Bedingungen hinaus geht, resistent ist.

5.3. Priparationsverfahren fiir die Mikro-Spektralphotometrie

Wiihrend rezentes Material problemlos mit mechanischen Mitteln ohne chemischen
EinfluB pripariert werden kann (siehe Kap. 5.2.1.), ist eine Anreicherung und Priparation
von fossilem Material ohne chemische Hilfsmittel nur in Ausnahmefillen méglich. Hinzu
kommt, dal die verschiedenen Biopolymere unterschiedliche Resistenz gegen die
verschiedenen Aufbereitungschemikalien besitzen (sieche Kap. 5.1), weshalb die Aufbe-
reitung je nach Fragestellung der jeweiligen Untersuchungen und der Sedimentzusammen-
setzung entsprechend modifiziert werden muf3. Eine Standardaufbereitung fiir organisch-
wandige Mikrofossilien/Palynomorphen, wie sie fiir stratigraphische Untersuchungen
verwendet wird (Wood et al., 1996, mit ausfiihrlicher Referenzliste), ist fiir spektral-
photometrische Untersuchungen nicht sinnvoll. Im Folgenden werden daher nur Verfahren
und deren Auswirkungen auf die organisch-wandigen Mikrofossilien diskutiert, die fiir die

Priparation fiir mikrospektralphotometrische Untersuchungen geeignet sind.

5.3.1. Mechanische Verfahren

Das Ziel dieser Verfahren ist die Sedimentpartikel moglichst vollstindig in Suspension zu
bringen oder zu losen, um die organisch-wandigen Mikrofossilien durch weitere
mechanische Verfahren wie Sieben oder Schweretrennung zu isolieren oder zumindest
anzureichern. Das einfachste Verfahren ist hierbei die Suspendierung in Wasser, was mit
den meisten nichtkonsolidierten Sedimenten méglich ist. Sehr gute Ergebnisse sind bei der
Wassersuspension zu erzielen, wenn die Proben gefriergetrocknet wurden, da die einzelnen
Sedimentpartikel durch die Eisausdehnung beim Frieren von feuchten Proben voneinander
getrennt werden und dadurch leichter in Suspension gebracht werden konnen. Weniger
erfolgreich ist diese Methode bei kerogenreichen Sedimenten, da das organische Material
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in der Regel in Aggregaten vorliegt, die die Mikrofossilien einschlieBen. Diese Aggregate
konnen zwar durch Acetolyse oder Salpetersdureoxidation gespalten oder geldst werden,
aufgrund der durch diese Methoden verursachten chemischen Verdnderungen der
Biopolymere sind diese Verfahren fiir spektralphotometrische Priparation nicht anwendbar
(vergl. Kap. 5.2.2. und 5.2.3.).

Eine Mboglichkeit die Kerogenaggregate zu suspendieren oder zumindest stark zu
verkleinern ist die Ultraschallbehandlung. Da es sich hierbei um ein rein physikalisches
Verfahren handelt, sind keine chemischen Verinderungen der Biopolymere zu erwarten. ;
Dafiir treten aber bereits nach wenigen Sekunden Ultraschallbehandlung vor allem bei
diinnen, filigranen und ornamentierten Mikrofossilien mechanische Zerstérungen auf, so

daB diese taxonomisch nicht mehr zugeordnet werden konnen. Gute Resultate sind mit
diesem Verfahren zu erreichen, wenn die Ultraschallbehandlung nur in Kurzintervallen von
1-2 Sekunden erfolgt und die Probe anschlieBend sofort gesiebt wird. Hiaufig ist auch
dieses Verfahren nicht ausreichend, um auflagerungsfreie organisch-wandige Fossilien zu
erhalten. Hinzu kommt, dafl kalkige und silikatische Partikel sowohl anorganischen als
auch organischen Ursprungs (Quarzkorner, Diatomeen, Foraminiferen etc.) die organisch-
wandigen Mikrofossilien iliberdecken, was eine weitere chemische Behandlung der Probe

unumginglich macht.

5.3.2. Chemische Verfahren

Eine chemische Veriinderung oder selektive Losung der Biopolymere organisch-wandiger
Mikrofossilien ist durch die Silikatlosung mit kalter verdiinnter FluBsidure (bis 48%ig)
nicht nachweisbar. Dagegen sind bei der Karbonatlosung mit konzentrierter Salzsiure
(30%ig) Verinderungen der Biopolymere festzustellen (siehe Kap. 5.2.6.). Zudem konnte
anhand von Vergesellschaftungsvergleichen an Proben, die jeweils mit und ohne kalte
30%ige Salzsiure priipariert wurden, eine selektive Losung organisch-wandiger Mikro-
fossilien festgestellt werden, die zudem von den wihrend der Sedimentation erfolgten
chemischen Verinderungen der Biopolymere abhiingig ist. Einer selektiven Losung
unterliegen vor allem Tintinniden-Loricae, Thecamdben- (Testaceen-)schalen und die
Zellwinde von Cyanophyceen, die aus diesem Grund im Fossilbereich nur wenig
Beachtung finden. Eine vollstindige Erhaltung auch der oben erwihnten chemisch
problematischen Mikrofossilien sowie keine chemische Verinderung des Sporopollenins
zeigte sich bei der Verwendung von stark verdiinnter Salzsiure (< 1%) mit der "Tropf-
Methode". Hierzu werden die Sedimente im Verhiltnis von ca. 1:20 mit Wasser
aufgeschlimmt und bis zur vollstindigen Karbonatlosung tropfenweise Salzsdure

zugegeben.




Trotz umfangreicher Versuchsreihen bis hin zu bakteriologischen Verfahren (Brenner,

1996) konnte bisher kein Verfahren zur Abtrennung/Auflésung von amorphem Kerogen
ohne chemische Verinderung mindestens eines der organisch-wandigen Mikrofossilien
entwickelt werden. Fiir die Praxis bedeutet dies, daB bei Sedimenten mit hohem
organischen Anteil die Aufbereitungsmethode an die spezifischen Fragestellungen
angepat werden muB. Dies gilt besonders fiir die Pollen- und Dinoflagellaten-
stratigraphie/-6kologie, da hierbei méglichst alle organischen Bestandteile aus der Probe
entfernt sein sollten, um eine hohe Anreicherung der Palynomorphen zu erreichen.

Fiir spektralphotometrische Untersuchungen ist es unabdingbar, daB auf den zu messenden
Wiinden der organisch-wandigen Mikrofossilien keine Auflagerungen vorhanden sind, die
das Absorptionsspektrum beeinflussen, und da die chemische Struktur der entsprechenden
Biopolymere nicht verindert wird. Das bisher einzige Verfahren, das diese Bedingungen
annihernd erfiillt, ist die "Alkalische Oxidation". Hierzu werden die Sedimente ca. eine
Stunde mit einer 1%igen wiBrigen Losung von Wasserstoffperoxid und Natriumphosphat
behandelt und anschlieBend abgesiebt. Bei Bedarf kann dieser Vorgang mehrmals
wiederholt werden, bis die Probe den gewiinschten Reinigungsgrad erreicht hat. Der
besondere Vorteil dieses Verfahrens liegt darin, daB unkonsolidierte Sedimente ohne
vorherige Siurebehandlung verwendet werden koénnen und dadurch auch kalkige und
silikatische Mikrofossilien erhalten bleiben, da praktisch nur die Tonminerale, Huminstoffe
und das amorphe Kerogen entfernt werden.

Je nach Fragestellung ist dieses Verfahren fiir spektralphotometrische Untersuchungen nur
bedingt einsetzbar. Obwohl selbst empfindliche organisch-wandige Mikrofossilien wie
Tintinniden-Loricae, Cyanophyceen-Zellwiinde und selbst Pflanzenreste mit Cellulose-
wiinden erhalten bleiben, ist mit einer zumindest teilweisen Veriinderung der Biopolymere
durch die Oxidation zu rechnen. Versuche mit konzentriertem Wasserstoffperoxid (30%ig)
an rezenten Pinus-Pollenwinden (vergl. Kap. 5.2.8.) zeigten, daB durch die direkte
Oxidation mit Sauerstoff entweder Seitenketten abgespalten werden oder ein komplexes
konjugiertes System innerhalb des Molekiils durch Aufbrechen von Doppelbindungen
verkleinert wird. In beiden Fillen ist die Auswirkung im Absorptionsspektrum durch die
Abnahme der Absorption bei 390nm nachweisbar. Vergleichende Untersuchungen mit nur
mechanisch aufbereiteten Pinus-Pollen aus Oberflichenmaterial zeigen, dal auch bei
rezenten, der natiirlichen Sedimentation ausgesetzten Pinus-Pollen eine Abnahme der
Absorptionsintensitit bei 390nm vorhanden ist. Diese Abnahme weist iilteres in
getrocknetem Zustand aufbewahrtes Sammlungs- bzw. Herbarmaterial nicht auf. Daraus
folgt, daB die Oxidation bzw. der mikrobielle Abbau der chemisch instabilen Bereiche des

Sporopolleninmolekiils bereits im Frithstadium der Sedimentation und nur bei

Anwesenheit von Wasser erfolgt. Da eine weitere Beeinflussung des Sporopollenins durch
Peroxide in Laborversuchen nicht nachweisbar war, kann die "Alkalische Oxidation"
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zumindest fiir fossiles Sporopollenin und Polysaccharide (Cellulose, Chitin, Murein) als
Aufbereitungsverfahren angewendet werden.

Die einzigen organisch-wandigen Mikrofossilien, bei denen eine massive chemische
Verinderung durch die "Alkalische Oxidation" festgestellt werden konnte, sind die Zysten
heterotropher protoperidinioider Dinoflagellaten. Dieser Vorgang kann direkt unter dem
Mikroskop an Einzelexemplaren beobachtet werden, indem als Reaktionsgefil ein
eingeschliffener Glas-Objekttriger verwendet wird. Bei Versuchen mit verschiedenen
Arten der Gattung Brigantedinium ("round browns") und 1%iger Wasserstoffperoxid-
Phosphatlosung wurden die Zysten innerhalb von 2-3 Minuten vollig entfirbt, behielten
aber ithre Form und urspriingliche Wanddicke von ca 0,5um. Nach weiteren zwei Minuten
kollabierten die Zysten, und es verblieb nur noch eine sehr diinne Membran, die in
Streupriiparaten praktisch nicht mehr bestimmbar ist. Die "Restmembran” von Brigante-
dinium zeigt im Gegensatz zur eigentlichen braunen Zystenhiille Autofluoreszenz, was
eindeutig auf chemisch unterschiedliche Wandsubstanzen der Hauptzystenwand und der

inneren Membran hinweist.

Fiir stratigraphische Untersuchungen in quartiren marinen Sedimenten ist daher die
"Alkalische Oxidation" nur bedingt geeignet, da durch sie ebenso wie durch die Acetolyse
Zysten heterotropher Dinoflagellaten zerstort bzw. unbestimmbar werden. Trotz dieser
Einschrinkung ist die "Alkalische Oxidation" auch fiir stratigraphische und vor allem fiir
6kologisch-fazielle Untersuchungen ein Gewinn, da zum Beispiel durch die parallele
Anwendung von Salpetersiureoxidation und/oder Verseifung und "Alkalischer Oxidation"
an einer geteilten Probe praktisch alle in der jeweiligen Probe vorhandenen organisch-
wandigen Mikrofossilien erfait werden konnen. Dadurch lassen sich das stratigraphische
und fazielle Auflésungsvermdgen und die entsprechenden Aussagemdéglichkeiten erheblich

steigern.
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6. Organisch-wandige Mikrofossilien: Biologie, Biopolymere und
Absorptionsspektren

6.1 Cyanophyceae

Die Cyanophyta (Cyanobakterien, Myxophyta, Blaualgen, Blau-Griinalgen) gehoren wie
die Bakterien zum Reich der Prokaryota, deren Zellen keinen Zellkern besitzen und deren
DNS frei im Zentrum der Zelle liegt. AuBlerdem fehlen ihnen die Mitochondrien, der
Golgi-Apparat, das endoplasmatische Reticulum und die Plastiden. Sie vermehren sich nur
vegetativ, und es sind keine begeiflelten Zellen innerhalb des Lebenszyklus bekannt. Sie

kommen sowohl als Einzeller als auch in kolonialer oder fidiger Organisation vor.

Verschiedene Cyanophyceen besitzen Heterocysten, die sie befdhigen, Luftstickstoff zu
binden, wodurch sie bei ihrer Erndhrung von geldstem Nitrat und Ammonium unabhingig
sind. Die Heterocysten unterscheiden sich von den vegetativen Zellen durch eine dicke
Zellwand, die einen ins Zellinnere vorspringenden Hocker (polarer Nodus) besitzt. Dieser
wird von einem Kanal durchbohrt, um eine Verbindung zur angrenzenden vegetativen
Zelle herzustellen. Bei Heterozysten, die innerhalb eines Trichoms liegen, tritt der Nodus
an beiden Zellenden auf, bei terminalen Heterocysten dagegen nur an dem zum Trichom
gelegenen Zellende.

Cyanophyceen leben planktisch, benthisch und endolithisch (Kalkbohrer) und sind
praktisch in allen Biotopen verbreitet: im Siuif- und Salzwasser, auf feuchten Erden und
Baumrinden, aber auch in Extrembiotopen wie Gletschern, Wiisten, hypersalinen
Gewissern und heilen Quellen. Unter ungiinstigen Lebensbedingungen bilden verschie-
dene Arten der Cyanophyceen groBe dickwandige Zellen, die Akineten (Herdman, 1987,
Nichols & Adams, 1982; u.a.).

Systematisch kénnen die Cyanophyceen gemil der unterschiedlichen Organisationshéhe in
zwei Gruppen eingeteilt werden, die jedoch nicht den natiirlichen phylogenetischen
Einheiten entsprechen. Die erste Gruppe sind die Coccogoneae, zu der die Einzeller und
koloniale Formen gezihlt werden, die fossil tiberwiegend aus prikambrischen Sedimenten
beschrieben sind (Hofmann, 1976; Horodyskie & Donaldson, 1983; Knoll & Golubic,
1992; Schopf, 1968; u.a.). In diese Gruppe wird von verschiedenen Autoren die zum Teil
gesteinsbildend (Kukersit) auftretende Alge Gloeocapsomorpha prisca gestellt, deren
Zugehorigkeit bis heute umstritten ist (Foster et al., 1989; Glikson et al., 1989; Stasiuk et
al., 1990; u.a.).

Die zweite Gruppe sind die Hormogoneae, welche die langfidigen Formen umfassen und
ebenfalls liberwiegend aus prikambrischen Sedimenten beschrieben sind. Eine Zuordnung
von fidigen organisch-wandigen Mikrofossilien zu den Cyanophyceen in mesozoischen
und tertidren Sedimenten erfolgte bisher von Batten & Van Geel (1985) in
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unterkretazischen Sedimenten und von Zhang (1977) in tertidren Sedimenten. Fossile

Akineten und Zellhiillen aus spiit- und postglazialen limnischen Ablagerungen sind bereits i
seit der Jahrhundertwende bekannt und in vereinzelten Arbeiten aus limnischen Sedi- :
i menten beschrieben (Cronberg, 1986; Lagerheim, 1901; Livingstone & Jaworski, 1980; :
| Van Geel et al., 1983; 1989; 1994; u.a.).

—

Die Zellwiinde der Cyanophyceen bestehen ebenso wie diejenigen der Bakterien aus
Murein, das bisher fossil noch nicht eindeutig nachgewiesen ist (vergl. Kap. 4.3.3.). In den
Zellwidnden kultivierter fidiger Cyanophyceen wurden von Chalansonnet et al. (1987)
auBer Murein auch unverzweigte Kohlenwasserstoffketten und Fettsduren sowie deren
Ester nachgewiesen, die sie mit den Biopolymeren von Botryococcus vergleichen.
Entsprechende Lipide bzw. Lipopolysaccharide wurden auch bei Gloeocapsa prisca
nachgewiesen (Fowler, 1992; Hoffmann et al., 1987; Stasiuk et al., 1993; u.a.). Aus
rezenten und fossilen Cyanophyceenmatten sowie aus Stromatolithen sind noch eine Reihe
weiterer organischer Verbindungen beschrieben, die aber weniger den Zellwinden, sondern
iiberwiegend dem Zellinhalt zuzuschreiben sind und daher als Chemofossilien (Biomarker)
betrachtet werden (Goossens et al., 1986; Kenig et al., 1995; Robinson & Eglinton, 1990;

u.a.).

Durch verbesserte Aufbereitungsmethoden (sieche Kap. 5.3.) konnten sowohl aus
limnischen als auch aus marinen Sedimenten der westlichen Ostsee Zellhiillen der fidigen
Hormogoneae isoliert werden, an denen absorptionsphotometrische Messungen durch-
gefiilhrt wurden. Alle bisher gemessenen Chlorophyceenwiinde besitzen ein schwach
strukturiertes Absorptionsspektrum, das durch eine hohe "Eigenabsorption” im UV-Bereich
gepragt ist. Durch nichtlineare Modellierung des Spektrums (siehe Kap. 2.3) ist es moglich
eindeutige Absorptionsmaxima herauszufiltern, mit einem Hauptmaximum bei 280nm und
einem in der Intensitit wesentlich geringeren Maximum bei 335nm (Abb. 23). Bei den
marinen Formen ist zusitzlich noch ein weiteres Absorptionsmaximum mit geringen

Intensititen bei 420nm vorhanden.

Das Absorptionsspektrum von Murein entspricht aufgrund der chemischen Verwandtschaft
mit Chitin einem Chitin-EiweiB-Gemisch, wie es in den Exoskeletten der Arthropoden und
Insekten auftritt (sieche Kap. 4.3.2. und 6.6.). Diese Absorptionsspektren sind bei rezentem :
und fossilem Material in Abhingigkeit von der Erhaltung der EiweiBe durch das intensive

Absorptionsmaximum der Proteinbindung bei 279nm gepriigt (Abb. 24), weshalb die iiber ‘
das Protein-Signal hinausgehende Absorption bei den Cyanophyceen weiteren in die |
Zellhiillen eingebauten oder aufgelagerten Substanzen zuzuschreiben ist. Vor allem die :
Absorptionsmaxima bei 335nm und 420nm sind komplexen konjugierten Systemen '
zuzuordnen, wihrend die relativ zu B-Keratin erhohte Absorption zwischen 240nm und |
260nm auch auf eine einfache, aromatische Molekiilkomponente zuriickgefiihrt werden
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kann. FTIR- und "°C NMR-Untersuchungen von Cyanophyceenhiillen (Chalansonnet et al.,
1987) ergaben, dal} die geriistbildenden Biopolymere der Cyanophyceen wesentlich mehr
ungesittigte Lipide enthalten als die der Griinalge Botryococcus, und daB diese Doppel-
bindungen in Bereichen lokalisiert sind, die leicht in polyaromatische Einheiten trans-
formiert werden konnen. Es ist daher anzunehmen, daB die langwelligen Absorptions-
maxima (335nm und 420nm) auf konjugierte C=C-Doppelbindungen zuriickzufiihren sind.
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Abb. 23: Gemessenes (gestrichelte Linie) und berechnetes (durchgezogene Linie) Absorptionsspektrum von
Aphanizomenon sp. aus holozinem Sediment der westlichen Ostsee (Probe: PO220-48-3, 60 cm). In
dem berechneten Absorptionsspektrum ist das Absorptionsmaximum bei 280nm, das auf
Proteinbindungen hinweist (sieche Abb. 34), deutlich zu erkennen. Die kleineren Maxima bei 335nm
und 420nm weisen auf geringe Anteile von polymeren Aromaten hin.

Ob  Variationen innerhalb des Absorptionsspektrums bei den Cyanophyceen
taxonspezifisch sind oder auf unterschiedliche chemische Einfliisse bei der Fossilisation
zuriickzufiihren sind, wiirde den Rahmen der vorliegenden Arbeit sprengen, da fiir fossile
Cyanophyceen noch keine klare Taxonomie vorliegt und die biologische Zuordnung, die
zum Beispiel auf der Farbe der Zellen oder der Zellanordnung im Zellfaden beruht, auf
fossiles Material nicht angewendet werden kann. Wie bereits Van Geel et al. (1994) zeigen
konnten, sind die Cyanophyceen und ihre Akineten hervorragende Indikatoren fiir den
Nihrstoffgehalt im aquatischen Milieu und zusammen mit Siedlungsanzeigern bei den
Pollen ideale Proxies zur Differenzierung natiirlicher und anthropogen bedingter
Eutrophierung. DaB die Cyanophyceenanalyse auch an Sedimenten aus marin-brackischen
Bereichen durchgefiihrt werden kann, zeigen die fiir die oben beschriebenen
Absorptionsmessungen verwendeten Proben aus der westlichen Ostsee, deren detaillierte

Bearbeitung aber spiteren Untersuchungen liberlassen werden muB.
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Abb. 24: Absorptionsspektrum von Protein (B-Keratin) aus einer Vogelfeder (Larus sp.).

6.2 Pilze

Pilze sind heterotroph lebende Organismen, deren systematische Stellung und evolutive
Herkunft umstritten sind. Sie kommen praktisch in allen Lebensrdumen vom marinen
Milieu bis hin zu humusfreiem Gestein vor, welches sie als Pioniere in Form von Flechten
besiedeln. Bei den einfachsten Pilzgruppen (Myxomycetes) handelt es sich um nackte
amoboide Zellen, die sich aber im Gegensatz zu den protozoischen Amében durch Sporen
vermehren. Die meisten Pilze bilden Fiden (Hyphen), deren Gesamtheit als Mycel
bezeichnet wird. Trotz der fehlenden Befihigung zur Photosynthese werden sie aufgrund
ihres fadigen-thallosen Habitus in der Regel zu den Pflanzen gestellt. Von diesen
unterscheiden sie sich weiterhin durch das in die Zellwinde eingebaute Chitin, welches bei
autotrophen Organismen in der Regel nicht vorkommt, dafiir aber bei Invertebraten weit

verbreitet ist.

Alle Pilze ernihren sich saprophytisch, d. h. sie benétigen organische Verbindungen fiir die
Deckung ihres Kohlenstoff- und Energiebedarfs. Sie konnen nur kleine, wasserlosliche
Molekiile durch ihre Zellwand aufnehmen. Die "Verdauung" der organischen Makro-
molekiile und Biopolymere wie Lipide, Cellulose oder Keratin erfolgt extracellulir in
einem Wasserfilm zwischen der Hyphe und der Nihrstoffunterlage, wodurch die
Zersetzung des organischen Materials auf die unmittelbare Umgebung der Hyphe
beschrinkt bleibt. Die dadurch entstehenden "PilzfraB-Spuren" sind auch an organisch-
wandigen Mikrofossilien zu beobachten und fiir die Mikro-Absorptionsphotometrie
besonders wertvoll. Da der Abbau des organischen Materials durch die Pilze iiber Enzyme
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erfolgt, also substanzspezifisch ist, werden aus den organisch-wandigen Mikrofossilien nur
die enzymatisch abbaubaren Verbindungen entfernt, wodurch eine differenzierte Unter-
suchung der jeweiligen Zusammensetzung der Wandsubstanzen der von Pilzen selektiv

abgebauten Fossilien ermdglicht wird.

Fossil erhaltungsfihig sind bei den Pilzen sowohl die Hyphen als auch die Sporen.
Mycelien oder komplexe Fruchtkérper, wie man sie von den Ascomyceten und
Basidiomyceten (Morchel, Steinpilz etc.) kennt, sind im Fossilen nur unter extremen
Erhaltungsbedingungen zu erwarten, da die Fruchtkdrper sehr instabil sind und bei
Belastung in kleine Hyphenbruchstiicke zerfallen. Entsprechend problematisch ist die
taxonomische Zuordnung der Hyphen da diese merkmalsarm sind und je nach
BruchstiicksgroBe hiufig keine Differenzierungsmdoglichkeit besteht. Die Sporen der Pilze
sind iiberwiegend glatt bzw. ohne Ornamentierung, konnen aber aufgrund ihres
Formenreichtums und der variierenden GroBe taxonomisch differenziert werden. Die Basis
der palynologischen Pilzsporen-Nomenklatur geht auf Van der Hammen (1955) zuriick und
ist seit dieser Zeit wesentlich verbessert worden (Elsik, 1996).

Die Grundsubstanz der Zellwidnde von Hyphen, Sporangien und Sporen besteht aus
Cellulose und/oder Chitin, die zusammen mit weiteren Polysacchariden, Proteinen, Lipiden
und Melaninen eine komplexe Struktur bilden (Bartnicki-Garcia, 1970; Grippiolo &
Bonfante-Fasolo, 1984; u.a.). Sporen und zum Teil auch Hyphen sind acetolyseresistent
und besitzen ein entsprechend hohes Fossilisationspotential, wodurch Chitin als
dominantes Wandmaterial auszuschlieBen ist. Die hohe Stabilitit des Wandmaterials ist
nach bisherigen Erkentnissen iiberwiegend auf die Lipide zuriickzufiihren, die von
verschiedenen Autoren auch als Sporopollenin bezeichnet wurden (Furch & Gooday, 1978;
Gooday et al., 1973; 1974; v.a.).

Aufgrund der chemischen Zusammensetzung der Hyphen, Sporangien und Sporen der
Pilze, die, soweit in der Literatur beschrieben, von Chitin dominiert wird, wire zu
erwarten, dal das Absorptionsspektrum der Pilzwinde dem der Insekten- oder Arthro-
podenexoskelette idhnlich ist (sieche Kap. 6.6.3). Ein dem Chitin entsprechendes Absorp-
tionsspektrum konnte bei den bisher untersuchten Pilzen in Oberflichen- und Sediment-
proben nur bei Saprolegniales (Hyphen ohne Querwiinde) nachgewiesen werden (Abb. 25).

Das Absorptionsspektrum vieler Hyphen, die iiberwiegend den Ascomyceten (Hyphen mit
Querwiinden) zuzurechnen sind, zeigt abweichend vom Chitin-, Murein- und Protein-
Spektrum im Bereich unterhalb 250nm keine Intensititszunahme der Absorption, was auch
bei Pilzsporen zu beobachten ist (Abb. 26). Im Regelfall besitzen die bisher untersuchten
Hyphen und Sporen eine relativ unstrukturierte Absorption mit einem Maximum zwischen
270nm und 380nm und eine hohe "Eigenabsorption". Die Verschiebung des Absorptions-
maximums in den langwelligeren Bereich korreliert direkt mit einer intensiveren



Braunfirbung der Hyphenwinde sowie dem Verlust der Autofluoreszenz und kann auf die

Zunahme von Melaninen in der Hyphenwand zuriickgefiihrt werden.
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Abb. 25: Absorptionsspektren von Pilzhyphen unterschiedlicher Wandstirke aus einer Oberflichenprobe der
Schwentine (Miindungsbereich in Kiel), die eine deutliche Fluoreszenz aufweisen und den

Saprolegniales zugeordnet werden kénnen.
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Abb. 26: Absorptionsspektren verschiedener den Ascomyceten zuordenbarer Sporen und Hyphen ohne
Fluoreszenz aus einer Oberflichenprobe der Schwentine (Miindungsbereich in Kiel). Auffallend ist

das Fehlen der Absorptionszunahme unterhalb 260nm, das bei Hyphen mit Fluoreszenz deutlich
ausgeprigt ist (Abb. 35), und die Variationsbreite des Absorptionsmaximums oberhalb 260nm.
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6.3 Eukaryotische Algen

Die prinzipielle Einteilung der Algen inklusive der Moose und GefiBpflanzen erfolgt nach
der Chlorophyllzusammensetzung. Nur Chlorophyll a enthalten die prokaryotischen
Cyanophyceen und die Rhodophyceen, Chlorophyll a und ¢ die Heterokontophyta,
Haptophyta, Eustigmatophyta, Cryptophyta und Dinophyta, und Chlorophyll a und b die
Euglenophyta und Chlorophyta, zu denen auBer den Algen auch die Bryophytina (Moose)
und Tracheophytina (GefdBpflanzen) gezihlt werden. Die Klasseneinteilung der Algen
erfolgt nach ihrer Farbe und somit nach der Pigmentzusammensetzung, worauf der Name
bereits einen Hinweis gibt: Rhodophyceae - Rotalgen; Phaeophyceae - Braunalgen;
Chrysophyceae - Goldalgen usw.. Weitere Kriterien fiir die Einteilung in Abteilungen und
Klassen sind die Reservestoffe, das Vorhandensein von GeiBeln, deren Bau und
Anordnung und die Zellwandstoffe. Organisch-wandige Mikrofossilien bzw. fossili-
sierbare, geriistbildende Biopolymere bei den Eukaryoten sind mit Ausnahme der
Dinophyta nur von den Chlorophyta bekannt.

6.3.1. Dinophyceae (Pyrrhophyceae)

Die Dinophyceae sind iiberwiegend einzellige Flagellaten. Sie besitzen zwei GeiBeln, eine
QuergeiBel, die sich in einer Ebene senkrecht zur Lingsachse befindet, und eine
LingsgeiBel, die meistens nach hinten gerichtet ist. Durch die QuergeiBel wird der Flagellat
in Rotation versetzt, wodurch eine "torkelnde" Fortbewegungsart entsteht, die zum Namen
Dinoflagellaten (gr.: Siwvew = herumwirbeln, drehen)’ fiihrte. Die Zellwand der
Dinoflagellaten besteht aus Cellulose und hat die Form eines aus zwei Hilften bestehenden
Panzers, der bei den meisten Arten aus polygonalen Platten aufgebaut ist. Viele Arten
besitzen Trichozysten, das sind vierkantige Fiden, die ihnlich den Nesselzellen
(Cnidocysten) der Quallen und Korallen bei Reizung ausgeschleudert werden. Eine weitere
Charakteristik ist der Interphasenkern, der nahezu immer stark kontrahierte Chromosomen
enthilt und "Dinokarion" oder "Mesokarion" genannt wird. Eine Besonderheit sind auch
die Chloroplasten, die von einer dreifachen Membran umhiillt sind und nicht mit dem

endoplasmatischen Retikulum in Verbindung stehen.

Verschiedene Dinophyceen enthalten keine Chloroplasten und sind vollig auf heterotrophe
oder parasitische Emniihrung angewiesen. Ein groBer Anteil der Arten, die Chloroplasten
enthalten, sind in der Lage, sich sowohl heterotroph als auch autotroph zu ernihren
(mixotroph). Eine weitere Besonderheit wurde von Tomas & Cox (1973a; b) entdeckt. Sie
konnten zeigen, daB der Chloroplast von Peridinium balticum zu einer endosymbiontischen
Alge gehort. Aus dieser Beobachtung leiten sie die Hypothese ab, daB alle autotrophen

* nicht zu verwechseln mit gr. 8€wvo = furchtbar, schrecklich - fiir Dinosaurier (richtiger: Deinosaurier).
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Dinophyceen urspriinglich heterotrophe Protozoen waren, die Endosymbionten
aufgenommen haben, welche sekundiir stark reduziert wurden. Diese These wiirde sowohl
die dreifache Membran um die Dinoflagellaten-Chloroplasten erkldren als auch die
Tatsache, daB Dinoflagellaten die einzigen photosynthetisierenden Organismen mit der
Befihigung zur Biolumineszenz sind.

Dinophyceen sind praktisch in allen aquatischen Biotopen vertreten und leben sowohl
planktisch als auch benthisch und endobenthisch. Sie sind zu 90% marin, weisen maximale
Diversitdt in den Tropen auf und nehmen nach den Diatomeen den zweiten Platz in der
Liste der Primirproduzenten organischer Stoffe im marinen Bereich ein. In Hochge-
birgsseen konnen sie sogar bis zu 50% der Biomasse stellen (Pollingher, 1987; Taylor,
1987).

Fossil erhaltungsfihig sind bei den Dinophyceen nur die Zysten, die innerhalb des
Lebenszyklus als Hypnozygoten entstehen. Von lebenden Dinoflagellaten ist bekannt, daf
dies nur bei etwa 10% der Arten der Fall ist und da eine Dinoflagellaten-Art mehr als
einen Zysten-Typ hervorbringen kann (Dale, 1983; Evitt, 1985; Fensome et al., 1996;
Tappan, 1980; Taylor, 1990; u.a.). Die Zystenbildung bei autotrophen Dinoflagellaten
beginnt mit dem Abwurf der GeiBeln. Wihrend dieser ersten Phase wird Chitin an die aus
Cellulose bestehenden Thekaplatten angelagert und bildet das Exospor. In einer weiteren
Phase wird das Mesospor gebildet, iiber dessen Chemismus bisher noch keine
Untersuchungen vorliegen. AbschlieBend wird innerhalb der Mesospor-Kapsel eine dritte
Wand, das Endospor, angelegt, das aus einem als Sporopollenin, Dinosporin oder
Algaenan bezeichneten Biopolymer besteht (Anderson, 1987; Fensome et al., 1996;
Pfiester, 1975; Pfiester & Diirr, 1979; u.a.).

Eine selektive Erhaltung von gonyaulacoiden im Vergleich zu peridinioiden Dino-
flagellatenzysten konnte zumindest in mesozoischen Sedimenten bisher nicht festgestellt
werden. Vielmehr zeigte sich bei der Untersuchung von einzelnen Biinken in der Kalk-
Mergel-Wechselfolge des oberen Jura von Siiddeutschland, daB der Erhaltungsgrad der
verschiedenen Dinoflagellatenzysten innerhalb einer Probe gleich bleibt. Dagegen
schwankt die Erhaltung der jeweiligen Zystenpopulation innerhalb einer Bank erheblich.
Der Erhaltungszustand der Zysten korreliert hierbei direkt mit dem Pyritgehalt der Kalke
und Mergel, der wiederum auf den primiren C,g-Gehalt der Sedimente bzw. auf die
mikrobiellen Abbauraten des organischen Materials zuriickgefiihrt werden kann (Brenner,
1988).

Ein signifikanter Unterschied in der Zystenwandsubstanz besteht jedoch zwischen den
autotrophen gonyaulacoiden und peridinioiden und den heterotrophen protoperidinioiden
und gymnodinioiden Dinoflagellaten (siehe Kap. 5.1.). Vor allem die fehlende Auto-
fluoreszenz bei den Zysten der heterotrophen Dinoflagellaten schlieBt sowohl eine lipoide
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Herkunft des Wandbaumaterials als auch Polysaccharide als dominante Substanz (z.B.
Chitin) aus. Beziiglich der Farbe und des Fluoreszenzverhaltens konnen die Zysten der
heterotrophen Dinoflagellaten mit Pilzen und Foraminiferentapeten verglichen werden, die
aber eine wesentlich héhere Resistenz gegeniiber Siuren und Acetolyse besitzen (siehe
Kap. 6.2. und 6.5.1.).

rel. Absorption
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Abb. 27: Absorptionsspektrum der Zyste des heterotrophen Dinoflagellaten Brigantedinium sp. aus einer
Oberflichenprobe der Kieler Forde (KF2-Oberfliche; siehe Kap. 7.1). Die nahezu konstante
Zunahme der Absorption in Richtung der kiirzeren Wellenliingen ldBt vermuten, daB es sich hierbei
um "Eigenabsorption" handelt und keine "molekular bedingte" Absorption vorliegt.

Das UV-VIS-Absorptionsspektrum der heterotrophen Dinoflagellatenzysten zeigt eine
undifferenzierte, nahezu konstante Zunahme der Absorption in Richtung der kiirzeren
Wellenlangen (Abb. 27). Sie kann dahingehend interpretiert werden, daB hierbei nur
"Eigenabsorption” der Zystenwand vorliegt und keine molekular bedingten Absorptionen
vorhanden sind. Eine chemische Zuordnung der Zystenwand ist anhand der Absorp-
tionsphotometrie nicht moglich, weshalb die chemische Zusammensetzung der Zysten-
wiinde heterotropher Dinoflagellaten bis heute unbekannt ist. Eine Kldrung kann derzeit
praktisch nur durch "klassische" chemische Analysen erfolgen, fiir welche die notwendige
Anzahl an Zystenwinden durch aufwendige Ziichtung bzw. aus Kulturen gewonnen

werden muf3.

Das Absorptionsspektrum der Zysten autotropher Dinoflagellaten ist nur wenig strukturiert,
besitzt jedoch eine Intensititszunahme im Bereich unterhalb 350nm mit einem schwachen
Maximum zwischen 280nm und 290nm (Abb. 28), dhnlich dem Murein (Kap. 6.1.) oder
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den Chitin-Protein-Komplexen bei den verschiedenen Metazoen (Kap. 6.6.). Der
spektroskopische Nachweis von Carboxylgruppen durch Enaminbildung mittels Pyrrolidin
(siche Kap. 5.2.5.), welcher auch zum Nachweis von Proteinen geeignet ist (siche Kap.
6.6.3.), blieb sowohl bei den Zysten der bisher untersuchten heterotrophen als auch bei
denen der autotrophen Dinoflagellaten negativ. Eine Beteiligung von Murein oder
Proteinen, aber auch von Sporopollenin sensu stricto, am Aufbau der Zystenwand ist daher
weitgehend auszuschlieBen. Da bei den Zysten der autotrophen Dinoflagellaten eine
schwache Absorption im Bereich von 270nm bis 340nm vorliegt und die Absorptions-
intensitdt im kurzwelligen Bereich unterhalb 270nm stark zunimmt (Abb. 28), kann man
davon ausgehen, daB komplexe konjugierte Systeme vergleichbar den Biopolymeren der
Chlorococcalalgen oder dem Sporopollenin nur in geringem Umfang vorhanden sind. Ob
die Zystenwinde der autotrophen Dinoflagellaten nur aus Lipiden aufgebaut sind oder ob
hier auch Lipopolysaccharide beteiligt sind, kann nur durch weitere chemische Analysen an

Kulturmaterial nachgewiesen werden.

rel. Absorption
/
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Abb. 28: Gemessenes (gestrichelte Linie) und berechnetes (durchgezogene Linie) Absorptionsspektrum der
Zyste Spiniferites bulloideus des autotrophen Dinoflagellaten Gonyaulax spinifera (Probe KF2-Ober-
fliche). Das Absorptionsspektrum ist wenig strukturiert, zeigt aber im Gegensatz zu dem der Zysten
heterotropher Dinoflagellaten eine anndhernd exponentielle Zunahme in Richtung der kiirzeren
Wellenlinge mit einem schwach ausgepriigten Maximum bei 280nm bis 290nm und einer deutlichen
Absorptionszunahme unterhalb 250nm (Erlduterung siehe Text).

Der unterschiedliche Chemismus der Zystenwinde von autotrophen und heterotrophen
Dinoflagellaten ist durch die unterschiedlichen Biosynthesewege der Wandsubstanz
erklirbar, welche auf dem unterschiedlichen Metabolismus heterotropher und autotropher
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‘ Dinoflagellaten beruhten. Es ist anzunehmen, daB die Wandsubstanz der Zysten
autotropher Dinoflagellaten aufgrund ihrer Resistenz gegeniiber organischen Losungs-
mitteln, Mineralsduren und der Acetolyse, sowie die vorhandene Autofluoreszenz
zumindest teilweise den Lipiden zuzurechnen ist. Es ist wahrscheinlich, daB die chemi-
schen Grundbausteine fiir die Biosynthese der Zystenwandsubstanz dhnlich dem Sporo-
pollenin der Sporen und Pollen direkt aus Zwischenprodukten bei der Photosynthese
rekrutiert werden. Bei heterotrophen Formen ist der Biosyntheseweg iiber Photosynthese-
Zwischenprodukte nicht moglich, bei autotrophen und mixotrophen Formen mdglicher-
weise eingeschrinkt, da kein direkter Kontakt des Chloroplasten mit dem Protoplasma iiber
das endoplasmatische Reticulum besteht. Aufgrund der Sonderstellung der Dinoflagellaten
im oder zwischen dem Pflanzen- und Tierreich kann auch eine eigenstindige Evolution der
genetisch gesteuerten Biosynthese angenommen werden, was wiederum die chemische
Differenz zwischen den geriistbildenden Biopolymeren der Dinoflagellaten gegeniiber
denjenigen der Algen und Protozoen erkldren wiirde.

6.3.2. Chlorococcales

Unter den Chlorococcalalgen werden die einzelligen, unbegeiBelten Griinalgen
zusammengefalt, von denen bei verschiedenen Gruppen Koloniebildung (z.B.
Botryococcus) oder Coenobienbildung (z.B. Pediastrum) vorkommen. Bei verschiedenen
Familien der Chlorococcales (Hydrodictyaceae, Botryococcaceae, Chlorellaceae, Coelas-
traceae und Scenedesmaceae) werden in die Zellwand der vegetativen Zellen Sporo-
pollenin bzw. Algaenan (siehe Kap. 4.1.4.) eingebaut, wodurch diese fossil erhaltungsfihig
sind (Atkinson et al., 1972; Brenner & Foster, 1994; Komirek & Fott, 1983; u.a.).

Die Chlorococcales leben iiberwiegend im SiiBwasser und konnen dort auch als
Endosymbionten bei verschiedenen wirbellosen Tieren auftreten, wie zum Beispiel bei dem
SiiBwasserpolyp Chlorohydra, dem Pantoffeltierchen Paramecium und bei SiiBwasser-
schwiimmen. Verschiedene Arten tolerieren eine erhohte Salinitit und sind in marinen
Bereichen, die durch fluviatilen Eintrag beeinfluBt werden, weit verbreitet. Im Regelfall
sind die Chlorococcalalgen in marinen Bereichen zwar lebensfihig, konnen sich jedoch ab
einem bestimmten Salzgehalt nicht mehr vermehren, was auf die Hemmung der Zellteilung
durch Chloridionen zuriickgefiihrt werden kann (Latala, 1991). Fiir Pediastrum boryanum
zum Beispiel liegt dieser Schwellenwert der Vermehrung bei ca. 10 PSU (= %0). Bei
geringfiigig niedrigerer Salinitit (6-8 PSU) sind sie jedoch bereits in der Lage Bliiten zu
bilden, was auf optimale Bedingungen fiir diese Art hinweist (Brenner & Foster, 1994;
Latala, 1991; Matthiessen & Brenner, 1996).

Auf der Basis der Physiologie der rezenten Vertreter und des Fossilberichts der
Chlorococcalalgen konnen die fossilen Formen in drei Gruppen zusammengefafit werden:
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1.) Hydrodictyaceae:

Die Vermehrung bei dieser Griinalgen-Familie erfolgt durch begeillelte Sporen
(Zoosporen). Die Zellwinde enthalten auBer Biopolymeren auch Silikat (Millington &
Gawlik, 1967). Die Formation neuer Coenobien bei der Vermehrung findet bei der Gattung
Pediastrum auBerhalb der Mutterzelle in einem Vesikel statt. Bei der zweiten Gattung
Hydrodictyon werden die Tochterkolonien innerhalb der Mutterzelle gebildet. Die jungen
Autokolonien werden durch Verschleimen der Mutterzellwand frei, die dadurch nicht mehr
erhaltungsfihig ist. Fossil bekannt sind daher nur die aus den vegetativen Zellen
aufgebauten Coenobien von Pediastrum (Brenner & Foster, 1994; Komarek & Fott, 1983;
Moner & Chapman, 1963; u.a.). Die Zuordnung von Tetraédron, einer einzelligen
Griinalge, die zum Beispiel in den eozinen Olschiefern von Messel gesteinsbildend auftritt
(Goth et al., 1988; Piittmann & Goth, 1988), ist umstritten, da bei verschiedenen Arten
sowohl Autosporen als auch Zoosporen gefunden wurden (Batten, 1996; Hindak, 1977:
Kovacik, 1975; u.a.).

Die idltesten Pediastren sind aus der Unterkreide beschrieben (Batten & Lister, 1988; Evitt,
1963) und kénnen mit wenigen Ausnahmen direkt lebenden Arten zugeordnet werden
(Batten, 1996; Chu et al., 1978; Wilson & Hoffmeister, 1953; u.a.). Das Absorptions-
spektrum der rezenten und fossilen Pediastren-Zellwiinde zeigt durch sein Absorptions-
maximum bei 287nm und ein Absorptionsminimum bei 250nm bis 260nm eine auffallende
Ahnlichkeit mit den Absorptionsspektren von Pollen und unterscheidet sich dadurch von .
den Absorptionsspektren anderer Algen (Abb. 29). Eine direkte chemische Verwandt-
schaft der Pediastrum-Zellwandbiopolymere und dem Pollen-Sporopollenin kann daraus
jedoch nicht abgeleitet werden, da dhnliche Absorptionsspektren durch unterschiedliche
Kombination von chromophoren Gruppen in einem konjugierten System entstehen kénnen.
Hinzu kommt, daB bei den Absorptionsspektren von Pediastrum ein weiteres
Absorptionsmaximum mit geringer Intensitét bei 340nm vorhanden ist, welches bei Pollen :
bisher nicht festgestellt werden konnte. Einen eindeutigen Nachweis, dafl die chemische
Zusammensetzung der Wandsubstanz der Pediastren von der des Sporopollenin differiert,
erhalt man durch eine histochemische Kombinationsfirbung mit Malachitgriin® und
Safranin O" (Brenner, unpubl.), bei der das Pollen-Sporopollenin eine violette Firbung
annimmt, die Zellwinde von Pediastrum dagegen ungefirbt bleiben. Ein auffallendes
Merkmal der Pediastren-Zellwiénde ist die extreme Stabilitit der Biopolymere, da auch an
holozinem Material aus der westlichen Ostsee im Gegensatz zu faziesabhdngigen
Veridnderungen bei den Pollen (siche Kap. 7) keine signifikante Anderung der
Absorptionsspektren festgestellt werden konnte. Es ist aber nicht auszuschlieflen, daf}
zumindest ein dhnliches Grundgeriist bei Pollen-Sporopollenin und der Wandsubstanz der
Pediastren vorhanden ist. Dies kann dahingehend interpretiert werden, dal sowohl im
Pollen-Sporopollenin als auch in den Wand-Biopolymeren der Pediastren konjugierte
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Systeme mit gleichen Absorptionsbereichen vorhanden sind, die gleichzeitig zu den
chemisch stabilsten Teilen des Molekiils gehdren. Ob Grundstrukturen des Pediastrum-
Biopolymers und des Sporopollenins &hnlich sind oder auf einem gemeinsamen
Biosyntheseprinzip beruhen, kann aber nur durch weitere umfangreiche Untersuchungen,
nicht nur an Pediastren, sondern auch an Pollen geklirt werden, da die Sporopollenin-
struktur bis heute kontrovers diskutiert wird (siehe Kap. 4.1.5.).

rel. Absorption
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Abb. 29: Variation der Absorptionsspektren von Pediastrum boryanum, die auf die unterschiedliche
Wandstirke der einzelnen gemessenen Individuen zuriickzufiihren ist (Oberflachenprobe aus dem
Greifswalder Bodden). Die Absorptionsminima und -maxima sind in allen Spektren identisch
verteilt, was auf eine Wandsubstanz mit chemisch gleicher Struktur bei den verschiedenen
Exemplaren hinweist.

2.) Botryococcaceae:

Die rezenten Vertreter der Gattung Botryococcus vermehren sich durch unbegeiBelte
Autosporen. Fossile Algen mit einer dem rezenten Botryococcus vergleichbaren Morpho-
logie sind vor allem aus dem Paldozoikum beschrieben, wo sie zum Teil gesteinsbildend
auftreten (Batten & Grenfell, 1996; Guy-Ohlson, 1992; Tappan, 1980; u.a.). Die Zellwiinde
der vegetativen Zellen von Botryococcus bestehen nicht wie bei vielen anderen Chloro-
coccalalgen (Pediastrum, Scenedesmus etc.) aus einem fossilisierbaren Biopolymer,
sondern aus Polysacchariden, die in der Regel nicht erhaltungsfihig sind. Fossil
erhaltungsfihig dagegen ist die Grundmatrix der Kolonie. Diese entsteht aus der Zellwand
der Mutterzelle, die nach dem Aufplatzen bei der Vermehrung verschleimt. Die
Tochterzellen verbleiben dabei in der Schleimmatrix, die durch bisher unbekannte
chemische Prozesse stabilisiert wird und dadurch fossil iiberliefert werden kann. Nach
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mehreren Zellteilungen bildet diese Matrix blumenkohlartige oder verzweigte Strukturen.
Eine Besonderheit, die Botryococcus von allen anderen Algen unterscheidet, ist die
extrazellulire Speicherung von Ol in der Koloniematrix, worauf sich die Bezeichnung
"Olalge" begriindet. Die Organisation der Zelle von Botryococcus gleicht der anderer
coccaler Griinalgen. Am Feinbau des Protoplasten ist jedoch keine Besonderheit zu
erkennen, die mit der exzessiven Lipidproduktion in Zusammenhang gebracht werden
kann. Es ist bisher nicht bekannt, welche Bedeutung diese starke Ausscheidung von Ol und
anderen organischen Substanzen fiir den Organismus hat. Die chemische Zusammen-
setzung des ausgeschiedenen organischen Materials, das letztendlich die fossilisierbare
Matrix der Botryococcus-Kolonien bildet, variiert erheblich in Abhdngigkeit von der
Lichtintensitdt, dem individuellen Alter der Kolonie, dem Nihrstoffangebot, der
geographischen Herkunft sowie dem Stadium innerhalb des Lebenszyklus (Belcher, 1968;
Guy-Ohlson, 1992; Schnepf & Koch, 1978; Wolf et al., 1985; Wake & Hillen, 1981; u.a.).

Diese extreme chemische Variabilitit der Kolonie-Matrix von Botryococcus kann durch
die Mikro-Absorptionsspektroskopie direkt an einzelnen Kolonien nachgewiesen werden
(Abb. 30). Das Absoptionsspektrum jeder einzelnen Kolonie-Matrix besitzt im Gegensatz
zu den einheitlichen Absorptionsspektren der Zellwinde von Pediastrum (vergl. Abb. 29)
seine eigene Charakteristik, und das Absorptionsmaximum schwankt bei den bisher
gemessenen rezenten und fossilen Exemplaren zwischen 250nm und 310nm. Dies zeigt,
daB praktisch jede einzelne Kolonie-Matrix eine individuelle chemische Zusammensetzung
hat, die primir durch die Ausscheidung von verschiedenen organischen Substanzen der
vegetativen Zellen unter kleinrdumig und kurzzeitig variierenden Umweltbedingungen
gesteuert wird. Die chemische Konstanz der stabilen Biopolymere bei Pediastren weist
dagegen eher auf eine genetische Steuerung bei der Biosynthese hin. Zudem ist bei
Botryococcus innerhalb der Kolonie-Matrix mit abiotischen, autochemischen Reaktionen
(Selbstorganisation) zwischen den verschiedenen chemischen Substanzen zu rechnen.
Diese werden ihrerseits wiederum durch verschiedene Umweltparameter wie zum Beispiel
Salinitit, Temperatur und Nihrstoffangebot gesteuert. Hinzu kommt, daB vor allem die
Kolonie-Matrix im Sediment noch weiteres organisches Material aus Abbauprodukten
anderer Organismen aufnimmt und dieses in den autochemischen Prozel mit einbezogen
wird, was auch Knicker et al. (1996) aufgrund von Isotopenuntersuchungen an rezenten
und fossilen Algen vermuten. Diese extreme Vielfalt der organischen Verbindungen in der
Kolonie-Matrix (nicht Zellwand!) von Botryococcus erklirt die teilweise differierenden
Ergebnisse bei der chemischen Analyse verschiedener Botryococcus-Kulturen und fossilen
Anreicherungen sowie das hiufige Auffinden neuer Verbindungen (Behar et al., 1995;
Derenne et al., 1991; 1992; 1994; Mastalerz & Hower, 1996; Metzger, et al., 1990;
Metzger & Largeau, 1993; u.a.).
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rel. Absorption
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Abb. 30: Variation der Absorptionsspektren von Botryococcus cf. braunii aus (A) einer Oberflichenprobe
des Greifswalder Boddens und (B) aus einer Probe aus den pliozdnen Seesedimenten von Willers-
hausen. Auffallend ist bei diesen Spektren die Variation des Absorptionsmaximums von 265nm bis
310nm, was eine unterschiedliche chemische Zusammensetzung der Kolonie-Matrix bei unterschied-
lichen Kolonien belegt. Signifikant bei den fossilen Kolonien ist jedoch das schwach ausgepriigte
Absorptionsmaximum bei 410nm (Interpretation siche Text).

In einer fossilen Population von Botryococcus-Kolonien aus dem Pliozén von Willers-
hausen konnte bei allen gemessenen Exemplaren im Absorptionsspektrum ein konstantes
Signal in Form eines schwachen, aber gut ausgepriigten Absorptionsmaximums bei 410nm
nachgewiesen werden (Abb. 30B). Das konstante Auftreten dieses Absorptionsmaximums,
das auf komplexe konjugierte Verbindungen hinweist, wie sie zum Beispiel polymeren
Aromaten oder Karotinoiden, kann als Umweltsignal interpretiert werden, da alle unter-
suchten Kolonien dieselbe komplexe organische Verbindung eingebaut haben. Denkbar
wire zum Beispiel, daB es sich bei den fossilen Kolonien um die Relikte einer "Sommer-
bliite" von Botryococcus handelt, bei der aufgrund der hohen Lichtintensitit Karotinoide
oder Chlorophyllabbauprodukte (z.B. Porphyrin) in die Kolonie-Matrix eingebaut wurden
(Belcher, 1968; Schnepf & Koch, 1978; Wolf et al., 1985).

3.) Chlorellaceae (monadal), Coelastraceae und Scenedesmaceae (coenobial):

Die Individuen dieser drei Algen-Familien vermehren sich durch Autosporen und bauen in
die Zellwand der vegetativen Stadien ebenso wie die Pediastren fossilisierbare Biopoly-
mere ein. Die Zuordnung fossiler vor allem einzelliger paldozoischer und mesozoischer
Formen zu diesen Familien ist in vielen Fillen problematisch, da diese Taxa merkmalsarm
sind und eine systematische Differenzierung nach biologischen Kriterien erfolgt, die im
Regelfall an fossilem Material nicht nachgewiesen werden konnen. Auch bei coenobialen
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Taxa, deren ridumliche Organisation des Coenobiums als ein weiteres taxonomisches
Merkmal vorhanden ist, kénnen konvergente Entwicklungen anderer Algengruppen nicht
ausgeschlossen werden (Brenner & Foster, 1994). Hinzu kommt, daB bei den Scenedes-
maceen die Ursache fiir deren selektive Erhaltung noch ungeklirt ist. So bildet zum
Beispiel Scenedesmus, welcher mit Sicherheit bereits in Unterkreide-Sedimenten
nachweisbar ist (Batten, 1996; Batten & Lister 1988), im Greifswalder Bodden "Bliiten"
(Kell, 1985; 1986; Schnese, 1973), ist aber im Sediment nur selten und in durchgehend
schlechter Erhaltung vorhanden. Im Gegensatz hierzu sind dort die Pediastren in der
Wassersiiule relativ selten, im Sediment jedoch gut erhalten und hdufig (Matthiessen &
Brenner, 1996). Bereits dieses Beispiel zeigt, daB zwischen den Scenedesmaceen und
Pediastren ein erheblicher Unterschied in der Erhaltungsfahigkeit der Zellwinde und somit
im Chemismus der Zellwand-Biopolymere besteht.

Bisherige Untersuchungen an rezenten Chlorellaceen und Scenedesmaceen lassen
vermuten, daB die Erhaltungsfihigkeit der verschiedenen Arten primir auf genetisch
bedingte Variationen bei verschiedenen Stimmen innerhalb einer Art zuriickzufiihren ist.
Atkinson et al. (1972) fanden heraus, dal das in der "biologischen Literatur” allgemein als
Sporopollenin bezeichnete resistente Biopolymer nur bei einzelnen Stimmen derselben
Algenart mit einer trilamelliren Zellwand und mit der Fihigkeit zur Produktion von
sekundiren Karotinoiden vorkommt. Diese werden in der Regel unter Stickstoffmangel-
bedingungen produziert, was durch Untersuchungen weiterer Autoren bestitigt wurde
(Burczyk & Hesse, 1981; Czygan, 1968; Kessler, 1984; u.a.). Anhand von Pyrolyse und
'SN' NMR-Untersuchungen konnten Derenne et al. (1992; 1993) nachweisen, daB auch
Stickstoff in die resistenten Zellwinde von Chlorella und Scenedesmus eingebaut wird. Da
die Bildung von sekundiren Karotinoiden nur unter Stickstoffmangelbedingungen erfolgt,
wodurch vermutlich auch der Einbau von Stickstoff in die Zellwand beeinfluBt wird, ist
nicht auszuschlieBen, daB auch die Zusammensetzung der Nihrstoffe EinfluB auf die
Zellwandchemie der Chlorellaceen und Scenedesmaceen hat, und daB dadurch die
Erhaltungsfiihigkeit im Sediment beeinfluBt wird.

6.3.3. Zygnematales

Die Griinalgen dieser Ordnung bestehen aus unverzweigten Fidden (Familie
Zygnemataceae) oder sind einzellig und aus zwei gleichen Hilften aufgebaut (Familie
Desmidiaceae). Sie leben iiberwiegend im SiiBwasser, einige Arten der Zygnemataceae
dringen aber auch in den Brackwasserbereich vor. Die Desmidiaceae kommen
hauptsichlich in oligotrophen Seen mit einem niedrigen pH-Wert (<6) vor und sind daher
gute okologische Indikatoren. Die Zygnematales unterscheiden sich von den anderen
Griinalgen vor allem durch die geschlechtliche Fortpflanzung, die durch Konjugation
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(Verschmelzen zweier améboider Protoplasten) erfolgt. Die daraus resultierende Zygote
(Hypnozygote) umgibt sich mit einer mehrschichtigen stabilen Wand, die eine Naht besitzt,
an der die Zygote bei der Keimung aufplatzt (Nipkow, 1962; Kies, 1970a; b; u.a.).

Fossil sind die Zygoten der Zygnemataceae bis in das Karbon nachweisbar (Brenner &
Foster, 1994; Head, 1992; Krutzsch & Pacltovd, 1990; Van Geel, 1979; u.a.). Fossile
Desmidiaceen-Zygoten dagegen sind bisher noch nicht beschrieben. Es ist jedoch anzu-
nehmen, daB3 verschiedene als Acritarchen beschriebene Formen dieser Gruppe angehéren.
Die Zellwinde der Zygnemataceae sind fossil nicht erhaltungsfahig, dagegen sind die
Zellwinde der Desmidiaceae aus quartiren Seesedimenten bekannt (Hartz, 1909; Van
Geel, 1989).

Bei den bisher untersuchten Zygoten der Zygnemataceae und Zellwinden der
Desmidiaceae konnte keine eindeutig molekular bedingte Absorption festgestellt werden.
Vielmehr ist eine nahezu kontinuierliche Zunahme der Absorptionsintensitit zu den
kiirzeren Wellenldngen hin zu verzeichnen, die auf "Eigenabsorption" zuriickgefiihrt
werden kann (Abb.31). Dies bedeutet, daB in den Biopolymeren der Zellwinde der
Desmidiaceae keine komplexen konjugierten Systeme, vergleichbar mit denen der
Chlorococcalalgen oder der Sporen und Pollen, vorhanden sind. Die geriistbildenden
Biopolymere der Zygnematales konnen analog zu denen der Zysten von Dinoflagellaten
weder mit Sporopollenin noch mit Algaenan verglichen werden und sind vermutlich einer

eigenen Stoffgruppe zuzuordnen.

1

rel. Absorption
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Abb. 31: Variation der Absorptionsspektren von Cosmarium spp. aus postglazialen SiiBwassersedimenten der
Kieler Bucht (Probe PO 220-48-3, 260 cm).
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6.4. Phytoklasten

Als Phytoklasten werden im allgemeinen disperse fossile Organe oder Organteile der
Pflanzen bezeichnet, die in organischer Substanz erhalten sind. Von diesen zeichnen sich
durch ihr hohes Fossilisationspotential die Sporen, Pollen und Kutikulen aus. Holz-
fragmente und einzelne Tracheiden haben eine geringere chemische und biologische Stabi-
litéit, sind jedoch in terrestrisch beeinfluBten Sedimenten héufig vorhanden.

6.4.1 Sporen und Pollen

Sporen und Pollen sind durch Membranen nach auBen hin geschiitzte Dauerstadien im
Lebenszyklus der Pflanzen, wobei die Mutterpflanze die diploide Generation (Sporophyt;
2n-Generation) und die Sporen/Pollen die haploide Generation (Gametophyt; n-
Generation) reprisentieren. Im Lauf der Evolution (Moose-Farne-Samenpflanzen) erfolgte
ein Wandel in der Dominanz der beiden Generationen. Bei den Moosen wird der
Gametophyt von der eigentlichen griinen Moospflanze repriisentiert, und der Sporophyt
besteht nur aus einem kiirzer oder linger gestielten, chlorophyllfreien Sporenbehilter
(Sporogon). Bei den Farnen dagegen ist der Gametophyt stark reduziert, und die eigent-
liche Farnpflanze mit Wurzeln, Stamm und Blittern wird ebenso wie bei den Samen-
pflanzen vom Sporophyten gebildet. Entsprechend der Reduktion des Gametophyten
verdndern sich auch die Sporen, und es entsteht ein ausgeprigter Sexualdimorphismus. Bei
den Moosen und einfachen Farnen sind die weiblichen und minnlichen Sporen von
gleicher Gestalt und GroBe (Isosporen) und konnen nicht voneinander unterschieden

werden.

Im Laufe der Evolution vergroBerte sich die weibliche Spore (Megaspore), und der
Gametophyt verbleibt in der Sporenhiille. Die minnlichen Sporen verindern ihre Grofe
nicht und werden als Mikrosporen oder Miosporen bezeichnet. In einem weiteren
Evolutionsschritt verbleibt die Megaspore auf der Mutterpflanze, wodurch die schiitzende
Sporenhiille nicht mehr notwendig ist und reduziert bzw. nicht mehr gebildet wird. Diese
stark reduzierte Megaspore, die in besonderen Organen der Mutterpflanze (weibliche
Bliiten der Samenpflanzen) verbleibt, wird als Embryosack bezeichnet. Parallel zu dieser
Entwicklung wurde auch bei den Mikrosporen der Gametophyt reduziert. An Stelle eines
thallosen Gametophyten, der seine Gameten nur in feuchtem Substrat entlassen kann,
entwickelt sich bei den Mikrosporen ein Keimschlauch (Pollenschlauch), der direkt zur
Eizelle des "sessil gewordenen Megasporenapparats" auf der Mutterpflanze vordringt. Die
Entwicklung des Keimschlauches erfordert die Anlage von spezifischen Offnungen
(Keimstellen, Aperturen; z.B. Colpi, Poren) in der starren Sporenhiille. Mikrosporen mit
entsprechenden Keimstellen werden als Pollen bezeichnet. Die Trennung von Sporen und
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Pollen ist somit rein biologisch bedingt und kann anhand morphologischer Kriterien bei
fossilen Formen nicht immer durchgefiihrt werden, da viele Ubergangsformen nicht

eindeutig zugeordnet werden konnen.

Durch Anpassung an unterschiedliche 6kologische Bedingungen und Verbreitungsmodi
withrend der Evolution erfolgt auBer der Entwicklung neuer Aperturen auch eine Modi-
fikation der Sporen- und Pollengestalt. So entstehen zum Beispiel Flugorgane wie Fliigel
oder Luftsdcke und bei Tierverbreitung Haftorgane oder klebende Substanzen (Pollenkitt)
um eine weitere Verbreitung zu ermdglichen. Diese morphologischen Verinderungen der
Sporen und Pollen erfolgen meist unabhidngig von denen der Mutterpflanze, da der
Sporophyt selbst am selben Standort von anderen Einfliissen abhingig ist. Im GroBen und
Ganzen sind die Sporen und Pollen an gleichférmigere Bedingungen angepaBt als der
Sporophyt, was dazu fiihrt, daB Sporen und Pollen ihre Gestalt ldnger beibehalten, also eine
langsamere Evolutionsgeschwindigkeit besitzen als der Sporophyt. Andererseits kénnen
die Sporen und Pollen Anregung zur Anderung erfahren, wihrend der Sporophyt konstant
bleibt. Diese unabhingige Evolution der Sporophyten- und Gametophytengeneration, die
Potonié (1956) im Satz von der Inkongruitit der Organe formuliert, kann bei der
Untersuchung von phylogenetischen Zusammenhingen hilfreich sein, ist aber auch kritisch
zu bewerten, da funktionsmorphologische Anpassungen auch zu konvergenten Entwick-

lungen fiihren konnen.

Nicht zuletzt aufgrund der z.T. kontroversen Diskussion des Sporopollenins und der zeit-
und kostenintensiven chemischen Analyseverfahren wurde die chemische Evolution der
Wandsubstanzen der Sporen und Pollen sowie deren Anpassung an die verschiedenen
Umweltbedingungen wenig beachtet und nur die Wandsubstanz weniger Taxa analysiert
(siche Kap. 4.1.5.). Mit der Mikro-Spektralphotometrie ist es jedoch moglich, selbst
umfangreiche Monitoringprogramme mit einem adiquaten Aufwand sowohl an rezentem
als auch an fossilem Sporen- und Pollenmaterial durchzufiihren. Dadurch wird ein bisher
noch unausgeschopftes Reservoir an Informationen zuginglich, das viele bisher noch
ungeloste Ritsel in der Pflanzenphylogenie erkliren konnte. Hierzu wird es notwendig
sein, hunderte von Pollen- und Sporentaxa von unterschiedlichen Standorten zu
untersuchen, um die phylogenetischen von den okologischen Signalen zu trennen, was den
Rahmen dieser Arbeit bei weitem sprengen wiirde. Bereits anhand weniger Beispiele it
sich zeigen, daB die Pollenwiinde eine hohe chemische Variabilitiit aufweisen, deren detail-
lierte evolutionsbiologische Zusammenhinge durch zukiinftige Untersuchungen geklirt

werden kénnen.

Wie bereits in Kapitel 5.2. aufgezeigt, kann das Absorptionsspektrum in fiinf
Spektrenbereiche aufgeteilt werden (Abb. 13), in denen die Absorptionsintensitit bei
Pinus-Pollen je nach chemischer Verinderung des Sporopollenins variiert. Als primires
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Klassifikationsmerkmal fiir die Sporopolleninchemie kann die Variation des
Absorptionsmaximums zwischen dem Spektrenbereich II (270nm bis 300nm) und dem
Spektrenbereich III (300nm bis 340nm) verwendet werden, die zwischen den
verschiedenen Taxa praktisch kontinuierliche Uberginge zeigen. Zum Beispiel ist das
Absorptionsmaximum bei Pinus-Pollen im Spektrenbereich III bei 314nm und bei Taxus-
Pollen eindeutig im Spektrenbereich II bei 286nm, wihrend bei den Pollen von Cycas eine
annihernd gleiche Verteilung der Absorption in beiden Spektrenbereichen vorliegt (Abb.
32). Ein markantes Signal bildet das Absorptionsmaximum mit geringerer Intensitédt im
Spektrenbereich IV bei 370nm bis 400nm, das ohne bisher erkennbare systematische oder
phylogenetische Zuordnung bei unterschiedlichen Pollen aus verschiedenen Familien
vorhanden ist. Ebenso kann aus der Intensitit des Absorptionsmaximums in den Spektren-
bereichen II und III keine phylogenetische Entwicklung erkannt werden, da praktisch alle
Variationsmoglichkeiten der Absorptionsmaximaverteilung in den verschiedenen Unterab-
teilungen und Klassen der Gymnospermen vorkommen kénnen.

rel. Absorption
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Abb. 32: Absorptionsspektren von rezenten Gymnospermenpollen. Die stark differierenden Absorptions-
intensitiiten vor allem in den Spektrenbereichen II bis IV zeigen eindeutig, daB die Pollenwandsub-
stanz bei den verschiedenen Gattungen eine unterschiedliche chemische Struktur aufweist.

Im Gegensatz zum "Pollenin" der Gymno- und Angiospermen, bei dem ein konstantes
Signal bei 314nm auftritt, sind bei dem "Sporin" der Sporen auch lingerwellige Absorp-
tionsmaxima vorhanden. Diese deuten auf eine komplexe Chemoevolution des "Sporins”
hin, deren Entschliisselung noch ein weites Feld fiir zukiinftige Untersuchungen sein wird.
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| So laBt sich zum Beispiel bei Equisetum (Abb. 33-1) ein zusitzliches Absorptions-
maximum bei 320nm und bei der Exine von Dryopteris ein Maximum bei 325nm nach-
weisen (Abb. 33-2). Das Absorptionsspektrum des Perispor von Dryopteris (Abb. 33-4),
das die Sporenexine als eine faltige Membran umgibt, ist unstrukturiert mit einem
Maximum im Bereich zwischen 300nm und 350nm und kann bisher keiner Wandsubstanz

eindeutig zugeordnet werden.

rel. Absorption
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Abb. 33: Absorptionsspektren der Exinen von (1) Schachtelhalmsporen (Equisetum arvense) und (2) Farn-
sporen (Dryopteris filix-mas). Im Gegensatz zu den Pollen, bei denen sich das Absorptionsmaximum
314nm im Spektrenbereich III lediglich durch seine Absorptionsintensitiit unterscheidet, sind bei den
Sporen auch weitere Absorptionsmaxima wie z.B. 325nm bei Dryopteris nachzuweisen. Dies ladBt
vermuten, daB bei der Pollenwandsubstanz iiberwiegend die quantitative Verteilung der konjugierten
Systeme variiert, wihrend bei den Wandsubstanzen der Sporen auch die konjugierten Systeme
unterschiedlich sind, was einen erheblichen chemischen Unterschied zwischen Sporen und Pollen
belegt. Das Absorptionspektrum von Dryopteris mit Perispor (3) zeichnet sich durch die Intensitits-
zunahme oberhalb 330nm aus, die auf die hohe Absorptionsintensitidt des Perispors (4) in diesem
Bereich zuriickzufiihren ist.

Trotz der groBen Variationsbreite der Absorptionsspektren bzw. der Sporopolleninchemie
bei den verschiedenen systematischen Gruppen der Pflanzen kann von einer chemischen
Konstanz oder zumindest einer starken Ahnlichkeit bei nahe verwandten Taxa ausge-
gangen werden. So besitzen zum Beispiel alle bisher untersuchten Taxa der Ordnung
Fagales, die sich unter anderem durch einhdusige Bliiten mit kitzchenartigen Bliiten-
stinden auszeichnen, ein ausgeprigtes Absorptionsmaximum im Spektralbereich II und ein
weiteres mit geringer Intensitit im Spektralbereich IV (Abb. 34). Im Spektralbereich III ist
nur bei Carpinus eine Intensititsdifferenzierung festzustellen, die auf eine geringere
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Intensitdt der Bande bei 314nm hinweist, wihrend bei A/nus und Quercus die beiden
Banden 286nm und 314nm nicht mehr getrennt sind (siehe Kap. 2.3. und Abb. 3).
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Abb. 34: Absorptionsspektren von Angiospermenpollen. Auffallend hierbei ist, daB die Spektren der zu den
Betulaceen gehorenden Erlenpollen (4/nus) und Hainbuchenpollen (Carpinus) im Spektrenbereich 11
und III wesentlich stirker untereinander differieren als die Spektren der zu den Fagaceen gehérenden

Eichenpollen (Quercus) und Erlenpollen.

Anhand des Index-Quotienten-Diagramms (siche Kap. 3.3; Abb. 9) ist es mdglich, eine
grifere Anzahl von Absorptionsspektren und deren Absorptionsmaxima miteinander zu
vergleichen, was eine direkte Korrelation und Systematisierung der Spektren erlaubt (Abb.
35). Bei dieser Darstellung liegen im Quadrantenbereich "A" die Spektren, deren
Absorptionsmaximum im Spektrenbereich IIT (300nm-340nm) liegen, und im Quadranten-
bereich "B" diejenigen mit einem Absorptionsmaximum im Spektrenbereich II (270nm-
300nm). In den Quadranten "AIIl" und "BIII" werden die Spektren erfalt, welche ein
zusitzliches Absorptionsmaximum im Spektrenbereich IV (340nm-460nm) besitzen, die
Quadranten "AI" bis "BII" entsprechen den Spektren, bei denen dieses Maximum fehlt.
Anhand der Quadrantenbereiche "I" und "II" werden die relativen Verhdltnisse der
Absorptionsintensitiit des Sporopollenins zur "Eigenabsorption" dargestellt, wobei der
Quadrantenbereich "II" die Spektren mit relativ hoher "Eigenabsorption" und der
Quadrantenbereich "I" diejenigen mit relativ niedriger "Eigenabsorption” enthilt. Diese ist
nicht nur von der Dicke der Sporen-/Pollenwand abhingig, sondern wird auch von deren
"optischer Dichte" beeinfluBit. Die Verinderung der "Eigenabsorption" bei gleichzeitiger
Massenkonstanz der Pollenwand kann direkt durch die Verinderung der Sporopollenin-
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chemie, zum Beispiel durch Pyrrolidin-Behandlung am Sporopollenin von Pinus- oder
Typha-Pollen, belegt werden (siche Kap. 5.2.5; Abb.21b und Abb. 36). In beiden Fillen
steigt die "Eigenabsorption” im Spektrenbereich V (460nm-500nm) trotz gleichbleibender
Masse der Pollen-Winde stark an, wie aus der Absorptionsdifferenz deutlich wird (siehe
Kap. 3.3.; Abb. 12). Diese Intensivierung der Absorption in den langwelligen Bereichen
kann nicht auf den Einbau des Pyrrolidin-Restes und der damit verbundenen, molekular
bedingten Absorption durch Chromophorenidnderung zuriickgefiihrt werden. Vielmehr ist
anzunehmen, daB nicht nur die molekulare Struktur, sondern auch die rdumliche Anord-
nung der Molekiile in der Pollenwand die Absorption beeinflussen.
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Abb. 35: Index-Quotienten-Diagramm fiir verschiedene Sporen und Pollen. Die Index- bzw. Quotienten-werte
wurden aus den gemittelten Absorptionsspektren der verschiedenen Taxa berechnet.

AuBer den identischen Verinderungen im Absorptionsspektrum von Pinus- und Typha-
Pollen im langwelligeren Bereich durch die Pyrrolidinbehandlung ist im kurzwelligen
Bereich (240nm-300nm) eine entgegengesetzte Absorptionsdifferenz zu verzeichnen
(vergl. Abb. 21b und 36). Diese ist nur durch eine unterschiedliche Konstellation der
Carboxyl-Gruppe innerhalb des konjugierten Systems der verschiedenen Sporopollenin-
molekiile zu erkliren. Folglich bestehen trotz der Ahnlichkeit der Absorptionsspektren von
Pinus- und Typha-Pollen signifikante Unterschiede in der chemischen Struktur, die in der
direkten Messung der Absorptionsspektren nicht nachweisbar sind, jedoch in Verbindung
mit histochemischen Verfahren erfaBt werden kénnen. Diese Kombination von Spektral-
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photometrie und histochemischen Verfahren kann in der Zukunft einen wesentlichen
Beitrag zur Strukturaufklirung des Sporopollenins liefern, der nicht nur biochemisch und
phylogenetisch von besonderem Interesse ist, sondern auch wesentlich zum Verstdndnis
der chemischen Vorginge bei der Fossilisation der Sporen und Pollen beitragen kann.
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Abb. 36: Absorptionsspektrum und Absorptionsdifferenz von Typha-Pollen vor und nach Pyrrolidin-
Behandlung. Erlduterung siehe Text und Kap. 5.2.5.

6.4.2. Kutikula

Die Kutikula ist eine extrazellulire Membran, welche die Epidermis der SproBpflanzen an
Stielen, Blittern, Bliiten und Fruchtteilen liickenlos® iiberzieht. Sie fehlt jedoch bei den
Waurzeln und bei vielen Wasserpflanzen. Bei den sekundir verdickten SproBachsen der
Holzgewiichse wird die Kutikula durch das Korkgewebe (Periderm) ersetzt. Die primiire
Funktion der Kutikula bzw. des Periderms ist der Schutz der oberirdischen Teile der
Pflanze vor Wasserverlust. Ohne diese Barriere wiire die Transpiration von ungeschiitztem
pflanzlichem Gewebe so hoch, daB es innerhalb kurzer Zeit austrocknen und dadurch die
Lebensfihigkeit verlieren wiirde. Weitere Funktionen sind der Schutz vor Auswaschung
der lebenswichtigen Mineralstoffe bei Niederschligen und gegen biogene Schidlinge

*Nurin wenigen Ausnahmefillen fehlt eine kontinuierliche Kutikula wie z.B. bei den Liickenepidermen der
Bliitenstinde bei verschiedenen Aronstabgewiichsen (Araceae).




83

(Bakterien, Pilze etc.). Der einzige direkte Kontakt zwischen dem pflanzlichen Gewebe
und der Atmosphire erfolgt durch die Spalt6ffnungen, welche die Kutikula durchdringen
und in der Regel durch spezielle Zellen mechanisch verschlossen werden kénnen.

Die Kutikula zeigt einen komplexen, mehrschichtigen Aufbau und besteht {iberwiegend
aus Cutin (siehe Kap. 4.1.2.) und Wachsen. Als weitere Komponenten sind auch Poly-
saccharide und lignindhnliche Polymere nachgewiesen (Hallam, 1982; Holloway, 1982a; b;
Kogel-Knabner et al., 1994; u.a.). Die Dicke der Kutikularmembran variiert zwischen den
verschiedenen Taxa und kann von wenigen Zehntel Mikrometer bis iiber 15um betragen.
Ein direkter Zusammenhang zwischen der Dicke der Kutikularmembran und der
Permeabilitdt besteht jedoch nicht, da die Transpirationsrate pro Flacheneinheit bei
Gewichsen mit dicker Kutikula oft hoher ist als bei solchen mit diinner AuBenschicht. Die
Barriere fiir den Transport von Wasser und anderen Stoffen durch die Kutikula wird im
wesentlichen durch die Organisation der Wachsmolekiile und ihre Verteilung in der
Membran geregelt (Riederer, 1991).

Bisherige chemische Untersuchungen von Cutin erfolgten durch Depolymerisierung
mittels Verseifung, enzymatischer Spaltung oder Pyrolyse und anschlieBender Analyse der
Spaltprodukte. Je nach angewandtem Verfahren entstehen dabei unterschiedliche
Spaltprodukte, die letztendlich zu den stark voneinander abweichenden Molekiilmodellen
bei verschiedenen Autoren fithren (Kolattukudy & Espelie, 1985; McKinney et al., 1996;
Tegelaar et al., 1989; u.a.). Auch mit der Mikro-Absorptionsphotometrie ist es nicht
moglich komplexe Molekiile bis in alle atomaren Details zu entschliisseln. Dafiir kénnen
die chemischen Bindungsstrukturen sowohl am unveridnderten Molekiil als auch nach
kontrollierter chemischer Verdnderung erfafit werden, was bisher nur durch aufwendige,
zeit- und kostenintensive Untersuchungen méglich war. So konnten zum Beispiel Kégler-
Knabner et al. (1994) durch aufwendige Depolymerisationsverfahren in Kombination mit
'3C-NMR-Spektroskopie und  Pyrolyse-Gaschromatographie an  angereicherten
Tannennadeln-Kutikulen (Picea abies) Lignin als Bestandteil des Cutins nachweisen.
Dieser Nachweis ist mit der Mikro-Absorptionsphotometriec auch an Kutikulen-
Bruchstiicken von wenigen Mikrometer Durchmesser mit minimalem Pripa-
rationsaufwand moglich: Durch dreitidgiges Behandeln von Picea-Kutikulen mit kaltem
Aminoethanol (siehe auch Kap. 5.2.5.) werden die estergebundenen Monomere vom
Cutinmolekiil abgespalten und gleichzeitig mit den Wachsen aus der Kutikula entfernt. Die
urspriingliche morphologische Struktur der Kutikula bleibt bei diesem Verfahren erhalten
Abb. 37). Folglich ist auch der "eigentliche geriistbildende Strukturteil" der Kutikula und
letztendlich des Cutins nach der Entfernung der Wachse und Teildepolymerisierung des

Cutins noch vorhanden.
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Abb. 37: Absorptionsspektrum einer rezenten Picea-Kutikula vor und nach der Teildepolymerisierung mit
Aminoethanol und von Lignin aus dem Holz von Picea.

Der direkte absorptionsphotometrische Vergleich zwischen der teildepolymerisierten
Kutikula und dem Holz bzw. dem Lignin von Picea abies zeigt, daB bei diesem Taxon die
wesentlichen, strukturbildenden Bestandteile der Kutikula aus Lignin bestehen. Dies ist
durch die praktisch identische Absorption von Lignin und dem "Cutin-Rest" im Bereich
von 280nm bis 300nm nachweisbar (Abb. 37). Die zu Lignin relativ erhéhten Absorptions-
werte des teildepolimerisierten Cutins in den Bereichen 240nm - 280nm und 300nm -
430nm weisen auf eine VergroBerung der konjugierten Systeme im Lignin und damit auf
einen komplexeren Aufbau des "Kutikula-Lignins" im Gegensatz zum "Holz-Lignin" hin.
Besonders signifikant ist bei diesem Depolymerisationsversuch, da die Absorptions-
intensitidt im Wellenlingenbereich von 290nm bis 400nm stark erniedrigt wird. Dies kann
durch eine einfache Abspaltung von estergebundenen Monomeren nicht erklirt werden, da
der Absorptionsbereich sowohl fiir die Esterbindung als auch fiir die einfachen Monomere
unterhalb der MeBgrenze von 240nm liegt. Die bisher einzige Erklirung fiir dieses
Phiinomen ist, daB die einzelnen Monomere nicht durch einfache Esterbindung an ein
"Zentralmolekiil” gebunden sind, sondern daB sie komplexe zwei- oder dreidimensionale,
vernetzte Strukturen mit komplexen konjugierten Systemen an den Vernetzungspunkten
bilden. Diese Strukturen besitzen eine hohe taxonspezifische Varianz. Sie konnen mit der
Mikro-Spektralphotometrie optimal erfaBt werden und fiir zukiinfti ge Biodiversititsstudien
und phylogenetische Untersuchungen auf der Basis der Kutikularanalyse ein
unverzichtbares Hilfsmittel sein (Abb. 38).




85

rel. Absorption

0 — T ———————
250 300 350 400 450 500

Wellenlange A (nm)

Abb. 38: Absorptionsspektren von Pflanzen-Kutikulen. Die Variationsbreite und der hohe Strukturierungs-
grad der Spektren zeigen den komplexen Aufbau und die Variationsbreite der chemischen Struktur
des Cutins bei den verschiedenen Pflanzengattungen.

Die chemischen Verdnderungen der Kutikula wihrend der Fossilisation oder des natiir-
lichen Verrottungsprozesses sind ebenfalls mit der Mikro-Spektralphotometrie erfaBbar.
Nach den bisherigen Initialuntersuchungen lassen sich hierbei zwei unterschiedliche
chemisch-biologische, faziesabhingige Abbauprozesse unterscheiden, bei denen selektiv
Bereiche des Cutinmolekiils verindert bzw. abgebaut werden. Unter sauerstoffreichen
(aeroben) Bedingungen, wie sie zum Beispiel im Waldboden oder bei der Kompostierung
bestehen, bleiben die Kutikulen in ihrer urspriinglichen Morphologie erhalten. Die
Absorptionsintensitit nimmt hierbei im Wellenlidngenbereich von 240nm bis 330nm stark
ab (Abb. 39). Diese Intensititsabnahme durch die Kompostierung kann auf den Abbau des
"Kutikulen-Lignins" zuriickgefiihrt werden. DaB es sich hierbei tatsdchlich iiberwiegend
um abgebaute Ligninsubstanz handelt, ldBt sich durch Addieren des durch Depolymeri-
sation erhaltenen Absorptionsspektrums von "Kutikula-Lignin" (siehe Abb. 37) zum
Absorptionsspektrum der kompostierten Kutikula zeigen. Es entsteht ein Summenspektrum
das dem Absorptionsspektrum einer unbehandelten Kutikula weitgehend entspricht (Abb.
39). Eine Intensititsabnahme unterhalb 300nm ist auch bei einem Teil der fossilen Kuti-
kulen festzustellen, woraus geschlossen werden kann, daB auch diese Kutikulen zumindest
primér unter aeroben Bedingungen abgelagert sind (Abb. 40). Dies zeigen vor allem die
Kutikulen aus der Kieler Forde (Abb. 40b) und aus dem Kompostierversuch (Abb. 40c),

die sich praktisch nur in der Absorptionsintensitit bei 325nm unterscheiden.



86

rel. Absorption
1

Wellenldnge A (nm)

Abb. 39: Absorptionsspektrum von Picea-Kutikulen nach dreijahriger Kompostierung und nach
Aminoethanol-Teilpolymerisierung (siche auch Abb. 47). Die beiden Absorptionsspekiren zeigen eine
nahezu inverse Abnahme der Absorptionsintensitit relativ zum Absorptionsspektrum unbehan-delter
Picea-Kutikulen. Durch Addieren von einem Drittel der Absorptionswerte der mit Amino-ethanol
behandelten Kutikula zu den Absorptionswerten der kompostierten Kutikula entsteht ein
“Summenspektrum", das dem Absorptionsspektrum unbehandelter Kutikulen im Bereich von 260nm

bis 340nm anniihernd entspricht.
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Abb. 40: Absorptionsspektren von Kutikulen mit reduzierter Absorptionsintensitit unterhalb der Wellen-
linge von 300nm. a) Kutikula aus Deltasedimenten der Obertrias (Nor) von NW-Australien (Probe
ODP Site 760A-22X-3, 74-80 cm: Brenner, 1992); b) Kutikula aus der miozinen Braunkohle von
Bitterfeld; ¢) Kutikula nach dreijihriger Kompostierung.
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Ein praktisch inverser chemischer Abbau des Cutins erfolgt unter anoxischen Bedin-
gungen, wobei eine Depolymerisierung der estergebundenen Bereiche des Cutins statt-
findet, die einer Aminonoethanol-Behandlung oder der Verseifung entspricht und auch an
fossilen Kutikulen festzustellen ist (Abb. 41). Da auch in diesem Fall die Morphologie der
Kutikula ohne sichtbare Abbauspuren, wie sie zum Beispiel von Sporen und Pollen
bekannt sind (Elsik, 1966), erhalten bleibt, kann man davon ausgehen, daB sowohl die
"polyaromatischen Bereiche" als auch die "Polyesterbereiche" des Picea-Cutins fiir sich
allein geniigend Stabilitit besitzen, um die Kutikularstruktur aufrecht zu erhalten. Dies be-
deutet aber, daB die chemische Struktur des Cutins bei fossilen Kutikulen je nach den
chemischen Bedingungen bei der Sedimentation und Diagenese selbst bei ein und demsel-
ben Taxon vollig unterschiedlich ist. Diese gute Differenzierbarkeit ist eine optimale Vor-
aussetzung fiir eine Chemo-Faziesanalyse anhand der Absorptionsspektren von Kutikulen.
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Abb. 41: Absorptionsspektren von Kutikulen mit reduzierter Absorptionsintensitit oberhalb der Wellenlidnge
von 280nm. a) Kutikula aus Deltasedimenten der Obertrias (Nor) von NW-Australien (Probe ODP
Site 760A-22X-3, 74-80 cm: Brenner, 1992); b) Kutikula aus einer Kalkmudde des Belauer Sees des
mittleren Subboreals (Bohrung BLS Q300, 12,36m unter Sedimentoberfliche); ¢) Kutikula aus
Schlicksediment der Kieler Bucht (Bohrung PO 220-48-3, 0,6m unter Sedimentoberfliche).

Die extreme Variationsbreite der Absorptionsspektren der Kutikulen verschiedener Taxa
(siehe Abb. 38) ist nicht nur auf die unterschiedliche Struktur des "Polyesterbereichs" des
Cutinmolekiils zuriickzufiihren, sondern auch auf den "polyaromatischen Bereich" bzw. die
"Nicht-Polyester-Komponente". Nach der Teildepolymerisierung von Pinus-Kutikulen mit
Aminoethanol weist das Absorptionsspektrum auf ein Ligninderivat hin, das sich durch
seine Intensititsdifferenz zwischen 260nm und 280nm klar von dem der Picea-Kutikulen
unterscheidet (vergl. Abb. 42 und Abb. 39). Bei Taxus-Kutikulen ist nur eine geringe
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Abnahme der Absorptionsintensitit im Wellenldngenbereich von 300nm bis 380nm im
Vergleich zu frischen Kutikulen festzustellen. Im Taxus-Cutin sind folglich nur wenige mit
Aminoethanol abspaltbare Esterbriicken vorhanden, worin es sich eindeutig von Pinus- und

Picea- Cutin unterscheidet.
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Abb. 42: Absorptionsspektren von unbehandelten und mit Aminoethanol teildepolymerisierten Kutikulen von
Taxus und Pinus. Die hoheren Absorptionsintensitiiten bei der teildepolymerisierten Kutikula von
Taxus sind nicht auf die chemische Verinderung zuriickzufiihren, sondern auf die primir groBere
Dicke dieser Kutikula, da fiir die bisherigen Messungen noch keine Diinnschnitte mit definierter
Schnittbreite verwendet werden konnten.
DaB das strukturelle Grundgeriist der "Nicht-Polyester-Komponente" des Cutins bei
verschiedenen Taxa nicht nur auf der Basis von Lignin aufgebaut ist, sondern an Stelle der
Aromate auch Polysaccharide treten konnen, zeigen die Untersuchungen von Tegelaar et al.
(1989) an den Kutikulen von Agave americana. Die hohe Diversitit der chemischen
Strukturen bei den Kutikula-Biopolymeren ldBt auf einen hohen Differenzierungsgrad der
Biosynthese des Cutins bei den verschiedenen Pflanzentaxa schlieBen. Dieser erméglicht
wiederum einen direkten RiickschluB auf die Evolution der Pflanzen, da die Biosynthese
der genetischen Steuerung unterliegt. Letztendlich bedeutet das, daB die Diversitit des
Cutins der Pflanzenkutikula, vor allem bei gleichzeitiger Korrelation mit dem entsprech-
enden Sporopollenin, als Proxy fiir die genetischen Verinderungen der Pflanzen verwendet

werden kann.

6.4.3. Holzreste

Als Holz bezeichnet man in der Pflanzenanatomie das vom Kambium der Samenpflanzen
nach innen abgegliederte Dauergewebe, unabhiingig vom Verholzungsgrad bzw. dem
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Anteil des inkrustierten Lignins. Es ist ein "mehrfunktionales” Gewebe, das sowohl der
Festigung als auch der Speicherung und dem Stofftransport dient. Die Farbe des Holzes bei
jungen Pflanzen und in den duBeren Bereichen ilterer Biume ist mehr oder weniger
weiBlich (Splintholz), das Innere des Stammes ist oft durch polymere aromatische Verbin-
dungen dunkel gefirbt (Kernholz).

Lignin ist chemisch eine stabile Substanz, die nicht durch Bakterien abgebaut werden kann,
da sie keine durch enzymatische Hydrolyse spaltbaren Bindungen enthiilt. In der Natur wird
Holz praktisch nur von wenigen Pilzarten (z.B. WeiB- oder Braunfiulepilze) unter aeroben
Bedingungen abgebaut (Chen & Chang, 1985; Kirk & Farrell, 1987; Odier & Rouau, 1985;
u.a.). Die gute Erhaltungsfihigkeit der Gewebestrukturen von Holzstimmen bei
LuftabschluB in organischer Substanz oder durch Mineralisierung (z.B. Petrified Forest;
Arizona) hat sich fiir die Paldobotanik von grofSter Bedeutung erwiesen, da anhand von
Holzquerschnitten bzw. Schliffen die Evolution der Leitbiindel und deren Anordnung im
Xylem von den ersten Landpflanzen bis zu den heutigen "Endgliedern” nachweisbar ist
(Stewart, 1983; Taylor & Taylor, 1993; Zimmermann, 1959; u.a.). Zudem kénnen am Holz
von Bdumen aus Gebieten mit saisonalem Klima nicht nur bis auf das Jahr genaue
chronostratigraphische Datierungen (Dendrochronologie) vorgenommen werden, sondern
die jahrringinterne Dichtestruktur gibt auch Auskunft iiber die Klimaverhiltnisse wihrend
der jeweiligen Vegetationsperiode (Schweingruber, 1996).

Aufgrund der intensiven wirtschaftlichen Nutzung von Holz und Holzprodukten wird die
Chemie des Holzes auch unter dem Aspekt der okonomischen Verwertbarkeit und zur
Qualititskontrolle intensiv untersucht. Als Analyseverfahren zur qualitativen und quanti-
tativen Bestimmung von Lignin und anderen polymeren Aromaten im Holz wird aufler
chemischen Verfahren auch die Mikro-Absorptionsphotometrie angewendet. Sie ermog-
licht nicht nur eine taxonomische Differenzierung anhand der verschiedenen polymeren
Aromate in den Hoftiipfeln der Gymnospermen, sondern ldBt auch einen direkten Nachweis
von Verinderungen des Holzes durch Umwelteinfliisse zu (Bauch & Berndt, 1973; Bauch
et al., 1974; Koch et al., 1996; u.a.).

Das Absorptionsspektrum des Lignins, das im Splintholz praktisch in reiner Form
gemessen werden kann, zeichnet sich durch ein Absorptionsmaximum bei 278nm bis
280nm, ein Minimum bei 260nm und einen raschen Absorptionsintensititsanstieg
unterhalb 250nm aus (Abb. 43), worin es dem Absorptionsspektrum von Chitin-Eiwei3-
Komplexen annihernd gleicht (siehe Kap. 6.6.3.). Die Gefahr einer Verwechslung dieser
beiden Materialien kann bei der Mikro-Spektralphotometrie selbst bei dispersem, fossilem
Material weitgehend ausgeschlossen werden, da die zu messenden Objekte im Regelfall
dem jeweiligen Ausgangsorganismus zugeordnet werden konnen. Durch den zusitzlichen
Einbau von weiteren polymeren Aromaten, der im allgemeinen mit einer dunklen



Verfirbung verbunden ist, wird die Absorptionsintensitit in den langwelligeren Bereichen
bzw. oberhalb von 280nm intensiviert und/oder durch weitere Absorptionsmaxima
erweitert und gleichzeitig um den fiir Lignin spezifischen, steilen Intensitdtsanstieg
unterhalb 250nm veringert (Abb. 43).
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Abb. 43: Absorptionsspektrum des Lignins aus dem Splintholz von Betula und Picea. Die Variation in den
Intensitiitsverhiltnissen bei diesen beiden Absorptionsspektren ist auf die unterschiedlichen Anteile
von Coniferylalkohol und Sinapin-/Cumarylalkohol im Gymnospermen- und Angiospermenlignin
zuriickzufithren. Die Zunahme der Absorptionsintensitit beim Absorptionsspektrum des Berula-
Kernholzes ist auf den Einbau von polymeren Aromaten zuriickzufiithren.

Der Nachweis von Lignin und anderen polymeren Aromaten ist auch an fossilen Holzern
moglich, selbst wenn diese in verkieseltem Zustand vorliegen (Abb. 44a). Die Absorption
der Holzsubstanz zeigt auch nach der Entmineralisierung mit Flulsdure keine wesentliche
Verinderung, die auf die Priparation zuriickgefiihrt werden konnte (Abb. 44b). Folglich
kann die Analyse der chemischen Zusammensetzung der organischen Fraktion in fossilen
Hélzern in situ an Gesteinsdiinnschliffen ebenso durchgefiihrt werden wie an palyno-
logischen Priiparaten. Die Resultate der Absorptionsmessungen an fossilen und rezenten

Holzern sind direkt miteinander korrelierbar.

Da die Lignifizierung von fossilem Holz, dessen Verdnderung und der Einbau weiterer
polymerer Aromate auch noch in mesozoischen Hélzern und selbst in einzelnen dispersen
Tracheiden nachweisbar ist (Abb. 45), eréffnen sich durch die Mikro-Spektralphotometrie
vollig neue Wege fiir die Paldobotanik hinsichtlich der Evolution des Holzes der

Samenpflanzen, dessen Diagenese und der saisonalen Paldo-Umwelteinfliisse.
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Abb. 44: Absorptionsspektren eines verkieselten Gymnospermen-Holzes aus der miozidnen Braunkohle von
Gaschwitz. Gemessen am a) chemisch unbehandelten, mineralisierten Diinnschliff, b) nach Entmine-

ralisierung mit HF.
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Abb. 45: Absorptionsspektren disperser Gymnospermen-Tracheiden aus dem Nor (Trias) von NW-Austra-
lien (Probe: ODP Leg 760A-22-3, 74-80 cm). a) Das Spektrum dieser Tracheide zeigt im Wellen-
lingenbereich unterhalb 350nm einen deutlichen Absorptionsintensititsanstieg, der auf noch
vorhandene Ligninreste schlieBen liBt, vergleichbar dem miozdnen Holz aus Braunkohlen (siehe
Abb. 44). b). Beim Spektrum dieser Tracheide ist eine Absorptionsintensititsabnahme im Wellen-
lingenbereich unterhalb 350nm zu verzeichnen, der auf einen nahezu vollstindigen Abbau des
Lignins hinweist. Die hohe Absorptionsintensitit zwischen 350nm und 400nm ist auf polymere
Aromate zuriickzufiihren, die sowohl auf aromatischen Holzinhaltsstoffen als auch auf konden-

sierten Huminstoffen beruhen kénnen.
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6.5. Protozoa

Protozoen sind einzellige, ein- oder mehrkernige tierische Lebewesen, deren Cytoplasma-
korper ausgeprigte Differenzierungen aufweisen kann. Diese wohl definierten Strukturen,
die funktionell den Organen der Vielzeller entsprechen, werden als Organellen bezeichnet.
Eine Abgrenzung gegen das Pflanzenreich ist bei Flagellaten wie zum Beispiel
Dinoflagellaten schwierig, da bei diesen flieBende Ubergiinge von photosynthetisierenden
bzw. autotrophen Formen iiber mixotrophe bis zu rein heterotroph lebenden Formen
bestehen. Aus diesem Grund wird in der neueren systematischen Literatur wieder der von
E. Haeckel geprigte Begriff Protisten (Protoctista) fiir alle pflanzlichen und tierischen
Einzeller verwendet. Aber auch bei diesem Begriff gibt es Abgrenzungsprobleme, da
praktisch flieBende Uberginge zwischen Einzellern, Kolonien und Coenobien mit und
ohne Arbeitsteilung zwischen den Zellen und mehrzelligen Organismen bestehen.

Abgesehen von den Zysten der heterotrophen Dinoflagellaten (siehe Kap. 6.3.1) werden
von weiteren Protozoen fossil erhaltbare organische Winde und Zysten gebildet, die aber,
abgesehen von den Tintinniden-Loricae, auch bei rezenten Formen nur in Ansitzen
bearbeitet sind.

6.5.1. Rhizopoda

Die Rhizopoda (Wurzelfiiller) werden in drei Ordnungen eingeteilt, von denen die erste
Ordnung Amoebina, die sowohl im SiiBwasser als auch im marinen Millieu vorkommt,
keine fossilisierbaren Zellwiinde oder Gehiuse besitzt. Die zweite Ordnung Thekamoeba
(Testacea) bildet einkammerige organisch-wandige Schalen, die hidufig agglutiniert sind.
Sie kommen bevorzugt im SiiBwasser und in Feuchtbiotopen wie zum Beispiel in
Sphagnum-Polstern vor (Medioli & Scott, 1988; Schénborn, 1967; Tolonen, 1986; u.a.).
Von Amoeben und Thekamoben ist bekannt, daB sie unter ungiinstigen Umwelt-
bedingungen linsenformige bis kugelige Zysten bilden, iiber deren Erhaltungspotential aber
bis heute keine Untersuchungen vorliegen.

Die dritte Ordnung Foraminifera umfat die Amében mit einem mehrkammerigen Gehiuse,
das auf einer inneren organischen Membran aufgebaut ist. Diese innere Membran (inner
organic layer -IOL-, foram-lining, microforaminifera, Foraminiferentapete oder Scytin-
ascien sensu Deak, 1964) aus fossil erhaltbarem organischen Material wird zwar seit ihrer
Entdeckung durch Ehrenberg (1838) in vielen Publikationen erwiihnt, eine systematische
Zuordnung zu den Karbonatgehdusen der Foraminiferen und deren &kologischen
Priferenzen erfolgte aber bis heute nur in Ansiitzen. Eine Differenzierung wurde nur in

wenigen Arbeiten aufgrund morphologischer Variationen (z.B. einzeilig, mehrzeilig,
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planspiral, trochospiral) vorgenommen (Stancliffe, 1989; 1996; Taugourdeau-Lantz &
Poignant, 1964; Wetzel, 1933; u.a.).

Die organische Wandsubstanz der Foraminiferen wird allgemein als aus Chitin, chitinihn-
lichem Material und Pseudochitin bestehend, von einzelnen Autoren auch als Mucopoly-
saccharid oder Mucoprotein beschrieben (Taugourdeau-Lantz & Poignant, 1964; Wetzel,
1957; Wheeler, 1982; u.a.). Visuell kénnen bei den Foraminiferentapeten zwei Grundtypen
unterschieden werden, von denen die eine bis auf einen braunen Proloculus farblose, diinne
Wiinde besitzt. Diese sind hiufig verfaltet und weisen eine schwache, aber deutliche gelbe
bis gelbgriine Autofluoreszenz auf. Die Autofluoreszenz sowie das Absorptionsspektrum
(Abb. 46) entsprechen denen der Arthropoden-Exoskelette und -Eier, was auf Chitin
hindeutet. Der andere Typ besitzt eine gelbbraun bis braun gefirbte Wand ohne Auto-
fluoreszenz mit einer hohen mechanischen Stabilitiit, so daB er auch im Fossilen seinen
urspriinglichen Habitus beibehiilt.
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Abb. 46: Zwei Absorptionsspektren von diinnen farblosen Foraminiferentapeten mit Autofluoreszenz aus
einer Oberflichenprobe der Liibecker Bucht.

Die dunkle Firbung der "Tapeten" tritt bei vielen Formen nur beim Proloculus und den
ersten Kammern auf. Die nachfolgenden Kammerauskleidungen, die meist nur bei rezenten
oder gut erhaltenen Exemplaren vorhanden sind, sind diinn, farblos und entsprechen dem
ersten Typ. Dies ldBt vermuten, daB die dunklen und mechanisch/chemisch sehr stabilen
organischen Kammerauskleidungen vorwiegend im Juvenilstadium erzeugt werden und
eventuell eine zusitzliche Schutzfunktion des Protoplasten darstellen. Aufgrund der
fehlenden Autofluoreszenz dieser dunklen Wandkomponente sind Lipide und Polysaccha-
ride als dominante Wandsubstanz weitestgehend auszuschlieBen. Die einzigen bisher
bekannten Verbindungen, die sowohl die entsprechenden Fluoreszenzeigenschaften und
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Absorptionsspektren besitzen und auch in fossilem organischen Material vorkommen, sind
komplexe oder polymere Aromate #hnlich den Huminstoffen oder den Melaninen, deren
Vorhandensein in "Foraminiferentapeten” aber noch durch chemische Analysen bestitigt
werden muBl. Da diese Stoffe auch fungizide und bakteriozide Eigenschaften besitzen, ist
es denkbar, da3 diese Wandkomponenten nicht nur gehédusestabilisierende Funktion haben,
sondern auch eine Schutzfunktion gegen Bakterien und Pilze besitzen. Ob diese Stoffe als
homogene Substanz die einzelnen Kammerwiinde aufbauen oder ob eine Kombination mit
Chitin-Membranen dhnlich der Chitin-Peptid-Wechsellagerung bei Insektenexoskeletten
vorliegt, muB3 noch durch transmissions-elektronenmikroskopische Untersuchungen an

Ultradiinnschnitten geklirt werden.
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Abb 47: Absorptionsspektren der verschiedenen Kammern einer hellbraunen, dickwandigen Foraminiferentapete (Probe:
PO 220-48-3, 60 cm). Die Numerierung der Kurven entspricht der Numerierung der Kammern. Auffallend ist
die Differenzierung des Absorptionsspektrums zwischen den Ontogenesestadien 2 bis 4 mit einem Absorptions-
maximum zwischen 300nm bis 310nm und den Ontogenesestadien 5 bis 6 mit einem Absorptionsmaximum

zwischen 265nm bis 280nm.

Die Absorptionsspektren der einzelnen Kammern bei den gefiirbten "Tapeten” zeigen eine
groBle Variabilitdt sowohl hinsichtlich des Absorptionsmaximums als auch der Struk-
turierung (Abb. 47). Auffallend ist bei diesen Spektren, daf die ersten drei Kammern ein
dhnliches Absorptionsspektrum besitzen, mit Absorptionsmaxima zwischen 300nm und
310nm. Bei den nichsten drei Kammern schwanken die Absorptionsmaxima zwischen
265nm und 280nm, was auf eine unterschiedliche chemische Komposition des Wand-
materials hindeutet. Ob die chemischen Variationen des Wandmaterials ontogenetische
oder umweltbedingte Ursachen (Salinitit, Temperatur, Nahrungsveridnderung, etc.) haben,
konnte an den bisher untersuchten Exemplaren noch nicht geklirt werden. Fiir zukiinftige
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Untersuchungen wird die Ursache der chemischen Verinderung in den Foraminiferen-

tapeten von besonderem Interesse sein, denn die eventuelle Moglichkeit, an fossilem
Material kurzfristige Umweltverdnderungen nachweisen zu konnen, wiirde neue
Analyseméglichkeiten in der Paldo-Okosystemforschung und in der Klimaforschung

erschlieBen.

6.5.2. Ciliata

Ciliaten (Wimpertierchen) sind hinsichtlich ihres Kérperbaus die am héchsten differen-
zierten Protozoen. Auf der AuBlenseite befinden sich zahlreiche fadenférmige Anhiinge, die
Cilien oder Wimpern, die zur Fortbewegung und Nahrungsaufnahme dienen. Die
systematische Klassifizierung der Ciliaten, deren hierarchische Gliederung bei den
verschiedenen Autoren variiert, erfolgt vorwiegend nach der Anordnung und Organisation
der Cilien. Fossile Reste sind bisher nur von den Oligotricha aus der Ordnung Spirotricha
(Formen, bei denen die Cilien in einer rechtsldufigen Windung zum Cytostom hin
angeordnet sind) bekannt. Zu ihnen zédhlen die in organischer Substanz erhaltenen Gehiduse
(Loricae) der Tintinniden, deren fossile Vertreter erstmals von Riist (1885) aus Koprolithen
des Juras und deren ilteste Formen von Chennaux (1968) aus dem Silur beschrieben
wurden. Eine Sonderstellung haben die karbonatischen Loricae der Calpionelliden, die nur
aus dem obersten Jura und der unteren Kreide bekannt sind (Colom, 1948; Loeblich &
Tappan, 1968; Tappan, 1993; u.a.).

AuBler den Loricae sind sowohl von einzelnen rezenten Tintinniden als auch von "unbe-
schalten" oligotrichen Ciliaten Dauerzysten beschrieben, die auch in quartiren Sedimenten
vorkommen (Hensen, 1887; Laakmann, 1908; Reid, 1987; Reid & John, 1978; u.a.). Eine
systematische Bearbeitung oder Zuordnung sowohl der fossilen als auch der rezenten
Zysten erfolgte bisher nicht. Unklar ist auch, ob verschiedene paldozoische Acritarchen wie
zum Beispiel Formen der Gattungen Aremoricanium oder Pirea, die morphologisch den
rezenten Ciliaten-Zysten dhnlich sind, auf oligotriche Ciliaten zuriickzufiihren sind. Reid &
John (1981) diskutierten auch die Moglichkeit der Zuordnung der Chitinozoen zu den

Tintinniden.

Die Wandsubstanz der Loricae wird allgemein als Chitin-dhnlich oder als Pseudochitin
beschrieben, diese Zuordnungen sind aber bisher durch keine chemischen Untersuchungen
belegt (Tappan, 1993). Das Absorptionsspektrum der Loricae-Matrix der agglutinierenden
Tintinnide Tintinnopsis ist nahezu identisch mit dem Absorptionsspektrum des Carapax
von Bosmina (Cladocera), was vermuten lidBt, daB zumindest bei Tintinnopsis Chitin in die
Loricae eingebaut wird (Abb. 48). Ob dies bei allen Gattungen/Arten der Ordnung
Spirotricha der Fall ist und ob auch bei den Zysten Chitin eingebaut wird, ist noch durch

zukiinftige Untersuchungen zu kléren.
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rel. Absorption
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Abb.48: Vergleich der Absorptionsspektren der Matrix der agglutinierenden Tintinnide Tintinnopsis mit dem
Absorptionsspektrum von Chitin eines Cladoceren-Carapax (Bosmina). Die nahezu identischen
Absorptionsspektren lassen vermuten, daB die Loricae-Matrix aus Chitin besteht oder dieses
zumindest die Hauptkomponente bildet.

6.6. Metazoa/Zoomorphe

Im Gegensatz zu den Pflanzen, bei denen die geriistbildenden Substanzen von
Polysacchariden in Kombination mit Lipiden und polymeren Aromaten dominiert werden,
bestehen die Geriistsubstanzen der Metazoen aus Proteinen wie zum Beispiel Kollagen
(Bindegewebe), das bei Wirbeltieren bis zu 30% des Gesamtproteins stellt, und Keratin
(Haare, Horn, Federn, etc.). Zur Stabilisierung groBerer Strukturen werden bei den
Metazoen in der Regel Karbonate und in geringerem Umfang auch Phosphate in Form von
Schalen, Knochen oder Zihnen eingebaut. Bei verschiedenen Invertebraten besteht die
Geriistsubstanz aus Chitin, meist in Kombination mit Protein oder Karbonat wie zum

Beispiel bei den Arthropoden, Mollusken oder Insekten.

Proteine sind aufgrund ihrer geringen chemischen Stabilitit im allgemeinen in ihrem
urspriinglichen komplexen Verband nicht fossilisierbar. Selbst unter giinstigsten
Erhaltungsbedingungen sind nur Bruchstiicke des Proteinpolymers oder nur noch die
einzelnen Aminosiuren als Chemofossilien im Sediment nachweisbar. Chitin dagegen ist
fossil erhaltungsfihig, wird aber durch die hidufig angewandte Aufbereitungsverfahren wie
Acetolyse oder Salpetersdureoxidation zerstort, weshalb der groBte Teil der Metazoen-
fossilien in organisch-wandiger Erhaltung in palynologischen Untersuchungen unterrepri-
sentiert ist. In der Natur tritt Chitin mit Ausnahme der Fortsiitze von Diatomeen praktisch
nicht in reiner Form auf, sondern ist je nach funktioneller Anpassung mit Proteinen,
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polymeren Aromaten oder mineralischen Substanzen zu einem "Verbundwerkstoff"
kombiniert, was die fossile Erhaltungsfahigkeit erheblich beeinfluBt. Vergleichbar ist das
Chitin der Invertebraten mit der Cellulose der Pflanzen. Die Cellulose bildet in den
Pflanzen ein Grundgeriist, das durch die Kombination mit Lignin (Holz), Kutin (Kutikula)
oder Suberin (Rinde) neue chemische und physikalische Eigenschaften erhilt.
Entsprechend sind auch die Modifikationen bei der Chitin-Protein-Kombination, da zum
Beispiel ein Insektenfliigel anderen chemisch-physikalischen Einfliissen ausgesetzt ist als

der Carapax eines Wasserflohs.

Die in organischer Substanz erhaltenen Fossilien der Invertebraten konnen unabhingig von
der zoologischen Systematik nach ihrer Funktion in drei Gruppen eingeteilt werden:

- In Eier und Dauerstadien, die sowohl als Stadium im Lebenszyklus der jeweiligen Tiere
auftreten aber auch umweltinduzierte Stressbildungen sein konnen,

- in Greif- und Kauwerkzeuge, die zusammenfassend als Scolecodonten bezeichnet

werden, und

- in Exo- und Endoskelette, zu denen nicht nur die "Panzer" der Insekten und Arthropoden
gerechnet werden konnen, sondern auch weitere Bildungen wie das Periostracum bei
Mollusken oder die Wohnrohren der Pterobranchia.

6.6.1. Eier und Dauerstadien

Die Eier der Invertebraten bestehen hiufig nur aus Gallerte oder diinnen Membranen und
sind im Regelfall fossil nicht erhaltbar. Vereinzelte Arten bilden unter bestimmten
Lebensumstiinden sogenannte Dauereier, die speziell fiir eine lingere Uberlebensdauer
auch unter extremen bzw. fiir die jeweilige Art lebensfeindlichen Bedingungen produziert
werden. Diese Eier sind mit einer besonders stabilen Eihiille umgeben, die auch fossil

iiberliefert werden kann.

Dauerstadien von Invertebraten sind bereit seit dem ausgehenden 19. Jahrhundert
beschrieben. Bei vielen vor allem marinen Formen ist die systematische Zuordnung bis
heute nicht bekannt, oder beruht auf morphologisch gestiitzten Vermutungen (z.B. Hensen,
1887; Lohmann, 1904). Eine nur auf der Morphologie beruhende Zuordnung ist aber
problematisch, wie McMinn et al. (1992) an dem als rezente Dinoflagellaten-Zyste
beschriebenen Copepoden-Ei Cobricosphaeridium nachweisen konnten, da von einer
ganzen Reihe unterschiedlicher Organismen morphologisch édhnliche fossilisierbare Reste
bekannt sind (z.B. Algenzysten, Pilzsporen, inaperturate Pollen, Zysten von Protozoen,
etc.). Die Zugehorigkeit der meisten fossilen, aber auch in rezenten Sedimenten
vorkommenden Dauerstadien der verschiedenen Invertebraten ist bis heute unbekannt. Eine
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biologisch abgesicherte Zuordnung der Dauerstadien kann bisher nur fiir die folgenden

Gruppen gegeben werden:

Turbellaria

Die Turbellarien (Strudelwiirmer) gehoren zum Stamm der Plathelminthes (Plattwiirmer)
und sind iiberwiegend Meeresbewohner des Litoralbereichs und des Schelfes.
Verschiedene Arten kommen auch im SiiBwasser oder in feuchten Landbiotopen vor. Die
Tiere konnen sich durch Teilung ungeschlechtlich vermehren oder erzeugen zwei
unterschiedliche Eitypen. Bei noch nicht geschlechtsreifen Tieren konnen sich zahlreiche
Subitaneier mit diinner Schale bilden, fiir die man Selbstbefruchtung annimmt. Nach der
Geschlechtsreife und nach der Begattung werden hartschalige Dauereier gebildet, die erst
nach dem bald eintretenden Tod des Muttertieres frei werden und lingere Trocken- und

Frostperioden iiberdauern konnen.

Fossilisierbare Dauereier, die von verschiedenen Autoren auch als Coccons bezeichnet
werden, sind bisher nur von den Ordnungen Seriata (Unterordnung Tricladida) und
Neorhabdocoela aus limnischen Sedimenten und Torfen nachgewiesen (Frey, 1964; Gripp
& Beyle, 1937, Wesenberg-Lund, 1896; u.a.). Aus marinen Sedimenten sind Turbellarien-
Eier bisher in offener Nomenklatur (z.B. Forma B in Wrenn & Kokinos, 1986) oder,
aufgrund ihrer habituellen Ahnlichkeit mit Tintinnen-Loricae, als Tintinnomorphe
(Matthiessen, 1991; Van Waveren, 1993) beschrieben.

Gastrotricha

Die Gastrotricha (Bauchhirlinge, Flaschentierchen) werden zu dem Stamm der
Nemathelminthes (Aschelminthes, Schlauchwiirmer) gezihlt. Sie sind zumeist benthisch
lebende, marine oder limnische Wassertiere, die sowohl Subitan- als auch Dauereier
ausbilden konnen. Fossile Dauereier werden bisher nur von wenigen Autoren unter
Vorbehalt zu den Gastrotricha gestellt, eine systematische Untersuchung liegt bis heute
noch nicht vor (Deevey, 1942; Gams, 1927; Kniille, 1957; u.a.).

Rotatoria

Die Rotatoria (Ridertiere) sind kleine im Wasser oder in Feuchtbiotopen teils frei lebende,
teils festsitzende Nemathelminthes. Sie erzeugen ebenso wie die Gastrotricha Dauereier,
die in wenigen Arbeiten sowohl aus limnischen (Lundqvist, 1936; Miiller, 1970; Nipkow,
1920), als auch aus marinen Sedimenten (Snell et al., 1983: Marcus, 1990) beschrieben
wurden. Die biologische Zuordnung verschiedener Rotatorien-Dauereier ist durch die
Inkubationsexperimente von Nipkow (1961) belegt.



Tardigrada

Die Tardigrada (Birtierchen) sind sehr kleine (<1,2 mm), wasserbewohnende Articulata,
die aufgrund ihrer physiologischen Besonderheiten als eigener Stamm zihlen. Sie
besiedeln praktisch alle Lebensriiume der Erde von der Tiefsee bis zum Hochgebirge, wo
sie noch in Hohen iiber 6000 m zu finden sind, und kommen in allen Klimabereichen von
den Tropen bis zur Arktis/Antarktis vor. StreBversuche zeigen, daB die Widerstands-
fahigkeit der Tardigrada bei weitem alle Temperatur- und Feuchtigkeitsschwankungen, die
gegenwirtig im irdischen Klima auftreten, iibertrifft (Moritz, 1993). Die Eiablage erfolgt
bei den verschiedenen Arten auf zwei unterschiedliche Weisen: Entweder es werden glatte
Eier zum Schutz in die abgestreifte Kutikula der Mutter abgelegt, wo sie bis zum
Schliipfen verbleiben, oder es werden dickwandige Eier, die mit Stacheln oder starken
Kutikularfeldern versehen sind, ins freie Wasser abgegeben. Letztere sind auch fossil in
SiiBwassersedimenten nachgewiesen (Brehm et al., 1948; Hesmer, 1929; Kniille, 1957).

Crustacea

Die meisten Crustacea betreiben Brutpflege, indem sie die Eier bis zum Schliipfen am
Korper tragen. Neben diesen bei der geschlechtlichen Fortpflanzung erzeugten Subitan-
eiern konnen zum Beispiel Anostraca, Cladocera und Copepoda doppelwandige, scabrate
und ornamentierte Dauereier hervorbringen, die im Gegensatz zu den Subitaneiern einzeln
im freien Wasser abgelegt werden. Entsprechend der Belastungsintensitit und Dauer
unterscheidet sich die "Funktionschemie" der Eihiille und infolge dessen auch die fossile
Erhaltungsfihigkeit. Eier von Brutpflege betreibenden Arten, die im Extremfall in einem
Brutraum innerhalb des Carapax geschiitzt sind (z.B. Cladocera, Ostracoda), bediirfen
keiner chemisch stabilen Eihiille und sind daher fossil nicht erhaltungsfihig. Bei frei im
Wasser abgelegten Eiern ist die Entwicklungszeit der Larven von entscheidender
Bedeutung fiir die chemische Resistenz und somit auch fiir das Fossilisationspotential der
Eihiille. Subitaneier, deren Entwicklung im Regelfall nur wenige Tage bis Wochen
benétigt, sind daher nicht oder nur unter besonders giinstigen Erhaltungsbedingungen
fossilisierbar. Dauereier dagegen zeichnen sich durch ihre widerstandsfihige Eihiille aus,
die eine mehrjdhrige Entwicklungspause der Eier ermoglicht. So konnen zum Beispiel
Ostracoden-Dauereier noch nach einer Ruhepause von 30 Jahren wieder zur Entwicklung

gebracht werden (Gruner, 1993).

Der Grund fiir die Erzeugung von Dauereiern kann entweder eine genetisch kontrollierte
Diapause oder aber eine Verschlechterung der biotischen Bedingungen sein. Diese
Uberlebensstrategie wird von vielen SiiBwasserarten zur Uberwindung ungiinstiger
klimatischer und okologischer Lebensbedingungen angewandt, was auch das Fehlen der
entsprechenden Arten inklusive ihrer Larvenstadien im Plankton zu bestimmten
Jahreszeiten erkliirt. Auslosende Faktoren fiir die Bildung von Dauerstadien kdnnen zum
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Beispiel sinkende Temperaturen und/oder abnehmende Lichtmenge (Kurztag im Herbst)
sowie abnehmendes Nahrungsangebot sein (Gruner, 1993). l

Die taxonomische Zuordnung der Dauereier bei lebenden Crustaceen ist bisher nur fiir
wenige Arten durch Inkubationsexperimente nachgewiesen (Kasahara et al., 1974; Lindley, |
1986; Lohmann, 1904; Marcus, 1990; Onbé, 1985; u.a.). Der iiberwiegende Teil der
Dauereier wird daher nur nach morphologischen Kriterien zugeordnet (Biebow, 1996; Van
Waveren, 1992; 1994).

Bryozoa

Die Bryozoa (Moostiere) sind Tentakulaten deren Einzeltiere einen stark vereinfachten Bau
haben (Fehlen der BlutgefiBe und Nephridien) durch Koloniebildung jedoch eine hohe
Komplikation erreichen. Die Kolonien kénnen einfache Krusten bilden, aber auch
komplizierte strauchférmige Wuchsformen zeigen. Der grofite Teil der Bryozoen sind
Meeresbewohner und nur wenige Arten sind auch in das SiiBwasser vorgedrungen. Die
Vermehrung erfolgt iiber Eier, die aber fossil nicht erhaltbar sind, weil Bryozoen
Brutpflege betreiben und aus diesem Grund keine stabilisierende Substanzen in der Eihiille
notwendig sind.

Verschiedene SiiBwasserbryozoen (Phylactolaemata) iiberwinden ungiinstige Lebens-

bedingungen wie den Winter oder Austrocknung des Gewissers durch Dauerknospen, den
sogenannten Statoblasten. Diese entstehen aus dotterhaltigen Meso- und eingewanderten

Ectodermzellen, die von fossilisierbaren Kapsel umgeben werden.
Absorptionsspektren der Ei- und Dauerstadienhiillen

Die bisher mikro-spektralphotometrisch untersuchten Eier und Dauerstadien, die eindeutig
dem Zooplankton zugeordnet werden konnen, besitzen ein in seinem allgemeinen Verlauf
dem Chitin dhnliches Absorptionsspektrum mit einem Absorptionsmaximum bei 280nm
und einer starken Intensititszunahme unterhalb 260nm (Abb. 49). Das Absorptions-
minimum bei 260nm ist nur schwach ausgeprigt was darauf hinweist, dal auBer Chitin-
Protein noch weitere bisher nicht zuordenbare Substanzen eingebaut werden. Dies kann
auch aufgrund der Eigenfarbe angenommen werden, die von farblos-durchsichtig bis gelb-
durchscheinend variiert. Man kann daher davon ausgehen, daB das Grundgeriist des
Jjeweiligen Biopolymers aus Chitin aufgebaut ist. Zwischen den einzelnen Spektren kénnen
jedoch bei der Ausprigung des Maximums und der Absorptionsverhiltnisse zwischen den
verschiedenen Wellenlingen Variationen festgestellt werden, die auf eine unterschiedliche
chemische Gesamtstruktur des jeweiligen Biopolymers schlieBen ldBt. Inwieweit diese
Variationen artspezifisch sind oder durch Umwelteinfliisse hervorgerufen werden, kann nur
durch weitere mikro-absorptionsphotometrische Untersuchungen und chemische Analysen
geklért werden.
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Abb. 49: Absorptionsspektren von Eier und Dauerstadien aus einer Oberflichenprobe der Liibecker Bucht
(Probe LB 3) und eines Bryozoen-Statoblast aus einem SiiBwassertiimpel von Essingen bei Aalen: 1)
Turbellarien-Ei; 2) Halodinium, 3.) Copepoden-Ei; und 4.) Statoblast (Plumatella).

6.6.2. Scolecodonten

Scolecodonten sind Zahn- und Kieferelemente, die den Conodonten morphologisch éhnlich
sind. Im Gegensatz zu den aus Kalziumphosphat bestehenden Conodonten, die in der Trias
ausgestorben sind, bestehen die Scolecodonten iiberwiegend aus organischem Material und
entsprechen den Kieferorganen der heutigen Polychaeten. Sie werden im allgemeinen zwei
verschiedenen Ordnungen zugewiesen: den Eunicida mit komplexen Kieferapparaten, die
auch fossil bekannt sind (Jansonius & Craig, 1974; Kielan-Jaworowska, 1966; Kozlowski,
1956; uv.a.), und den Phyllodocida, die meist einfache Haken oder Kiefer bzw. Kiefer-
zangen besitzen (Jansonius & Craig, 1971; Schwab, 1966; Szaniawski, 1996; u.a.). Eine
pauschale Zuordnung der rezenten und fossilen dispersen Scolecodonten zu den Polychae-
ten ist jedoch fraglich, da eine Reihe weiterer Organismen unterschiedlicher systematischer
Stellung idhnliche fossilisierbare Greifwerkzeuge besitzen. Zum Beispiel gibt es bei den
Kieferzangen der rezenten Nereidae (Phyllodocida) éhnliche Formen wie bei den Onycho-
phora (kleine wurmférmige Articulaten), in der Radula der Aplacophora (Mollusca) oder in
den Mandibeln der Chironomidenlarven (Diptera, Insecta, siche Kap. 6.6.3.), welche in
holozinen Seesedimenten als Klimaindikatoren verwendet werden (Hofmann, 1988; 1993;
Walker et al., 1991; v.a.).

Im Gegensatz zur Ultrastruktur der Scolecodonten (Corradini et al., 1974; Strauch, 1973)
ist tiber deren chemische Zusammensetzung und diagenetische Verdnderung noch wenig
bekannt. Als gesichert kann jedoch gelten, dal die organische Grundmatrix sowohl
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rezenter als auch fossiler Scolecodonten iiberwiegend aus Skleroproteinen besteht und nur
einen geringen Chitin-Anteil besitzt (Szaniawski, 1996; Voss-Foucart et al., 1973). Nach
Hartmann-Schréder (1993) sind die Proteine tanniert, d.h. mit komplexen Aromaten
kombiniert, was die dunkle Farbung verursacht. Die Mineralisierung der rezenten Kiefer-
organe der Polychaeten ist im allgemeinen gering; inwieweit der hohe Mineralanteil bei

fossilen Formen primir ist oder durch Mineralisierung bei der Fossilisation erfolgte, ist

nicht eindeutig nachzuweisen.

9 —_—
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Abb. 50: Absorptionsspektren einer Kieferzange (Scolecodont) eines rezenten Anneliden (Nereis). Die
MeBpunkte der verschiedenen Absorptionsspektren sind in der eingefiigten Abbildung angegeben.
Die von Bindegewebe eingeschlossenen Bereiche der Kieferzange (MeBpunkte 1 und 2) sind farblos,
hyalin und und besitzen Fluoreszenz. Das Absorptionsspektrum entspricht dem des Chitins. Zum
distalen Ende der Kieferzange (MeBpunkt 4) zeigt sich eine deutliche Verschiebung des Absorptions-
maximums in den lingerwelligen Bereich, der auf sukzessiven Einbau polymerer Aromate

zuriickgefiihrt werden kann.

Die Absorptionsspektren von rezenten Polychaeten-Kieferzangen zeigen eine konti-
nuierliche Verdnderung der chemischen Zusammensetzung in Abhingigkeit von der Lage
innerhalb der Kieferzange, die auf die unterschiedliche Belastung und der damit verbun-
denen funktionschemischen Anpassung der einzelnen Teilbereiche zuriickzufiihren ist
(Abb. 50). Die mit Bindegewebe bedeckten Bereiche der Kieferzange sind hyalin, und die
Absorptionsspektren (Spektren 1&2) entsprechen weitgehend denen von Chitin-Protein-
Komplexen. Der freiliegende Teil der Kieferzange ist dunkelbraun gefiirbt, besitzt keine
Autofluoreszenz, und das Absorptionsmaximum verschiebt sich zum distalen Ende hin in
den lingerwelligen Bereich, was auf die "Tannierung" im Sinne von Hartmann-Schrider

(1993) zuriickzufiihren ist.
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f 6.6.3. Exoskelette sensu lato

‘ AuBer den Exoskeletten der Arthropoden und Insekten konnen auch die organischen

r Bestandteile der Molluskenschalen (Periostracum), der Brachiopodenschalen, aber auch die
Wohnréhren und Gehiuse verschiedener Organismen (z.B. Graptolithen oder Wohnréhren
von Scyphozoen, Anneliden und Pognophoren) zu den Exoskeletten im weiteren Sinne
gezihlt werden. Sie bestehen aus einem Chitin-Protein-Komplex, bei dem das Chitin als
feine Mikrofibrillen in eine Proteinmatrix eingelagert ist, oder aus Chitinlagen, die durch
Proteinlagen voneinander getrennt sind (Rudall, 1967). Reines Chitin kommt in der Natur
praktisch nur in den Fortsitzen von Diatomeen vor und wird in diesem Fall auch als Chitan
bezeichnet (Blackwell, 1969). Bei dem Periostracum der Mollusken wird der Chitin-
Proteinkomplex als Conchagen (Conchiolin) bezeichnet. Die fossile Erhaltungsfihigkeit
des Chitin-Protein-Komplexes ist von seiner biochemischen Struktur abhingig, die
wiederum taxonspezifisch ist. Zum Beispiel sind nach bisherigen Untersuchungen die
Exoskelette der Copepoden praktisch nicht erhaltungsfihig, wihrend die der Cladoceren
ein hohes Fossilisationspotential besitzen (Frey, 1964).

Entsprechend ihrer fossilen Erhaltungsfihigkeit und Haufigkeit sind vor allem die
Kopfkapseln der Chironomiden und die Kopfschilde und Schalen der Cladoceren in
SiiBwassersedimenten bearbeitet. Diese organisch-wandigen Mikrofossilien sind sehr gute
Indikatoren fiir Klimainderungen und Eutrophierung, da sie als aquatische Organismen in
Seen praktisch keiner Verfrachtung unterliegen und dadurch héchstauflésend die Dynamik
des jeweiligen Okosystems widerspiegeln (Hofmann, 1993; Walker et al., 1991; Whiteside
& Swindoll, 1988; u.a.). Im mikroskopischen Bereich sind Bruchstiicke von Brachiopoden-
schalen, Periostraca und anderen groBeren Organismen nur anhand der morphologischen
Kriterien praktisch nicht zu unterscheiden und deshalb in der palynologischen Literatur

nicht weiter erwiihnt.

In der anorganischen Matrix von Makrofossilien sind Chitin und Protein erhaltungsfihig,
was von verschiedenen Autoren durch konventionelle chemische Untersuchungen und in
jlingerer Zeit auch durch Antikorpermarkierung nachgewiesen ist (Collins et al., 1991;
Florkin, 1969; Muyzer & Westbroek, 1989; u.a.). Eine direkte Differenzierung zwischen
Chitin und Protein anhand der Absorptionsspektren ist praktisch ohne chemische Hilfs-
mittel nicht moglich, da beide Substanzen ein Absorptionsmaximum bei 277nm bis 278nm
besitzen. Eine chemische Unterscheidung kann jedoch an der Carboxylgruppe vorge-
nommen werden welche nur bei den Proteinen vorhanden ist, und spektralphotometrisch
durch Enaminbildung nachgewiesen werden kann (siche Kap. 5.2.5.). Nach der
Behandlung von Protein mit Pyrrolidin wird das Absorptionsmaximum durch die Bildung
eines "Protein-Enamins" von 277nm nach 285nm verschoben und kann durch hydro-
Iytische Abspaltung mit verdiinnter Salzsiure wieder in seine Ausgangsposition
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zuriickgebracht werden (Abb. 51). Bei einem Chitin-Protein-Gemisch, wie es zum Beispiel
in Insektenfliigeln vorkommt, bleibt nach der Pyrrolidinbehandlung das Absorptions-
maximum bei 278nm erhalten. Es besteht jedoch eine deutliche Absorptionsintensitits-
zunahme oberhalb 280nm die durch Hydrolyse wieder riickgidngig gemacht werden kann
und somit ein direkter Proteinnachweis ist (Abb. 52). Auffallend bei dem "Chitin-Protein-
Enamin" ist, daB im Gegensatz zu reinem Protein das Absorptionsminium von 258nm nach
265nm verschoben wird, was auf weitere komplexe chemische Vorgidnge im Chitin-
Protein-Biopolymer der Insektenfliigel hinweist. Dies kann zum Beispiel durch das
Vorhandensein weiterer Substanzen mit Carboxyl-Gruppen erklirt werden, deren Absorp-
tionsmaximum durch die Enaminbildung in den Wellenlingenbereich 250nm bis 260nm

verschoben wird.
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Abb. 51: Absorbptionsphotometrischer Nachweis von Protein durch Enaminbildung an einer Méwenfeder
(Larus sp.). Durch Behandlung des Keratins mit Pyrrolidin verschiebt sich das Absorptionsmaximum
von 277nm nach 285nm, was durch Abspaltung des Pyrrolidinrests von dem Keratinmolekiil mittels
schwacher Hydrolyse mit HCI wieder auf seinen Ausgangswert zuriickgebracht werden kann.

Aufgrund der bisherigen Untersuchungen ist zu vermuten, daB Chitin bei den Invertebraten
eine der Cellulose und dem Lignin der Pflanzen vergleichbare Rolle bei den geriist-
bildenden Biopolymeren spielt. Wie sich in den Absorptionsspektren der verschiedenen
Exoskelette, Dauerstadien und Eier abzeichnet ist hierbei mit #hnlich komplexen
chemischen Variationen und Kombinationen des Chitins zu rechnen, wie es bereits von
Cutin oder Sporopollenin bekannt ist. DaB auch hier "funktionschemische Prinzipien" eine
groBe Rolle spielen, zeigt zum Beispiel die Ahnlichkeit der Absorptionsspektren, und
somit auch der chemischen Konstitution, von Anneliden-Kiefern und den Mundwerk-

zeugen von Fliegenlarven (vergl. Abb. 50 und 53).
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Abb. 52: Absorptionsphotometrischer Nachweis von Protein in einem Insektenfliigel (Libellula sp.).
Aufgrund der Ahnlichkeit kann das Absorptionsspektrum von Chitin und Protein nicht unterschieden
werden. Durch Enaminbildung ist es jedoch moglich, das Absorptionsspektrum des Proteins um 8nm
in den lidngerwelligen Absorptionsbereich zu verschieben und durch Hydrolyse wieder umzukehren.
Im Gegensatz zu reinem Protein (vergl. Abb. 51) bleibt bei diesem Verfahren bei Chitin-
Proteinkomplexen das Absorptionsmaximum bei 278nm erhalten, die Absorptionsintensitit erhéht
sich jedoch im Bereich zwischen 290nm und 330nm entsprechend dem Proteinanteil.
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Abb. 53: Absorptionsspektren des Mundwerkzeugs einer Fliegenlarve. Ebenso wie bei Scolecodonten bzw.
der Kieferzange von Nereis kann hierbei in einen hyalinen, farblosen Bereich (1) mit einem fiir
Chitin-Proteinkomplexe typischen Absorptionsspektrum und in einen dunkelbraunen Bereich (2) mit
einem Absorptionsspektrum das auf polymere Aromate hinweist differenziert werden.
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6.7. Evolutionsmodell der geriistbildenden Biopolymere

Ausgehend von der Annahme, daB8 die Biopolymere der heutigen Prokaryoten denen der
ersten Organismen entsprechen und daB die biogenetische Grundregel Héckels auch fiir
komplexe organische Verbindungen anwendbar ist, kann ein Modell fiir die Entwicklung
der geriistbildenden Biopolymere im Zusamenhang mit Funktionsprinzipien und Physio-

logie der jeweiligen Organismen erstellt werden.

Demzufolge ist als priméres geriistbildendes Biopolymer der komplexe Mureinsacculus der
Bakterien und Cyanophyceen/Cyanobakterien zu betrachten, der aus einem durch
Peptidbriicken verkniipften Polysaccharid (Glycoprotein s.1.) besteht. Die Peptidhiillen der
Viren kénnen in diesem Zusammenhang nicht als primér betrachtet werden, da Viren nicht
die Fihigkeit zur autonomen Reproduktion besitzen und somit entweder reduzierte
Organismen sind oder evolutiondre Neubildungen, was aber das Vorhandensein von

reproduktionsfihigen Organismen voraussetzt.

Das Murein kann prinzipiell in zwei Grundbausteine zerlegt werden, die aus Aminoséduren
aufgebauten Peptide und als zweites Element die Polysaccharide, welche auf Chitin bzw.
Cellulose zuriickgefiihrt werden konnen. Bei autotrophen Prokaryoten werden als
erginzender Grundbaustein Lipide eingebaut, die meist mit Polysacchariden verkniipft sind
(Lipopolysaccharide) und deren Biosynthese iiberwiegend iiber Zwischenprodukte der

Photosynthese erfolgt.

Bei den Prokaryoten sind somit bereits mit Ausnahme der polymeren Aromate (Lignin)
praktisch alle Strukturelemente der geriistbildenden Biopolymere vorhanden die auch in
Pflanzen und Tieren vorkommen. Es ist daher anzunehmen, daB bereits bei den frithesten
Organismen die genetische Grundinformation fiir die Biosynthese der geriistbildenden
Biopolymere bzw. deren Strukturelemente vorhanden war. Im Verlauf der Evolution der
Organismen ist daher eher mit "funktionschemischer" Anpassung und/oder Reduktion zu

rechen als mit "evolutiven Neuentwicklungen".

Bei den Eukaryoten erfolgt eine klare chemische Trennung der geriistbildenden Biopoly-
mere in die stickstoffarmen Formen der autotrophen und die stickstoffreichen Formen der
heterotrophen Organismen. Diese Trennung ist auf die physiologische Verfiigbarkeit des
Stickstoffs fiir die jeweiligen Organismen zuriickzufiihren, da die autotrophen Algen und
Pflanzen ihren Stickstoffbedarf nur iiber die Aufnahme von gelosten Nitraten decken
konnen, die heterotrophen Protozoen, Pilze und Tiere dagegen iiber die konsumierten
organischen Stoffe. Daraus resultiert eine prinzipielle "Stickstoffunterversorgung"” bei
autotrophen und eine "Stickstoffiiberversorgung" bei heterotrophen Organismen. Dies
dufert sich in der Verwendung von stickstoffarmen bzw. stickstoffreien Polysacchariden
und Lipiden bei den Algen und Pflanzen und von stickstoffreichen Proteinen und Chitin
bei Pilzen und Tieren als geriistbildende Substanzen. Zu den Polysacchariden, Lipiden und
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Proteinen wird bei den Eukaryoten noch eine weitere Substanzgruppe, die polymeren
Aromate in Form von Lignin, Melanin oder Phlobaphenen etc., mit vielfiltigen Aufgaben
wie zum Beispiel statische Stabilisierung, Schutz gegen chemisch-biologische Einfliisse
oder UV-Strahlung, hinzugefiigt.

Die Biosynthese dieser komplexen Molekiile ist genetisch gesteuert, weshalb in der
Verdnderung ihrer Strukturen sowie deren Kombination ein Abbild der genetischen
Evolution vorliegt. Die Aufkldrung der Zusammenhinge der evolutiven Prinzipien bei den
geriistbildenden Biopolymeren und Makromolekiilen, die durch die Mikro-Spektral-
photometrie auch an fossilem Material in situ durchgefiihrt werden kann, ist neben der
morphologischen Entwicklung der Organismen, praktisch die einzige Mdoglichkeit fiir
einen Nachweis der genetischen Veridnderung und deren Steuerung durch die Umwelt in
einem realisierbaren Rahmen. Die Mikro-Spektralphotometrie bietet daher die Chance,
unabhiéingig bzw. parallel zur morphologischen Evolution der Organismen auch die
chemische Entwicklung und Konvergenzen an fossilem Material nachzuweisen, was fiir
das Verstindnis der kausalen Prinzipien der genetischen Veridnderungen und deren

Evolution unabdingbar ist.
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7. Anwendungsbeispiele fiir die Mikro-Absorptionsphotometrie von
Pinus-Pollen

DaB eine Differenzierung unterschiedlicher Faziesbereiche anhand der Mikro-
Absorptionsphotometrie mit Pollen, Kutikulen oder Holzresten problemlos mdglich ist,
konnte bereits in vorangegangenen Beispielen gezeigt werden (siche Abb. 11; 40; 41; 44),
Die zentrale Frage fiir die Anwendungsméglichkeiten der Mikro-Absorptionsphotometrie
ist, inwieweit durch diese Methode neue und zusidtzliche Differenzierungs- und
Interpretationsmdoglichkeiten fiir Paldo-Umwelt- und Klimaentwicklung erschlossen
werden konnen, die iiber bisherigen sedimentologischen, mikro- und makropalionto-
logischen Analysemoglichkeiten hinausgehen, und bis in welche Dimensionen der
zeitlichen Auflésung die Mikro-Absorptionsphotometrie angewendet werden kann.

Damit diese Fragen bereits im Anfangsstadium der Entwicklung der Mikro-
Absorptionsphotometrie organisch-wandiger Mikrofossilien bearbeitbar sind, ist es
erforderlich, die Untersuchungen auf das Biopolymer eines einzigen Taxons zu
beschrinken, um Fehlinterpretationen durch unterschiedliches chemisches Verhalten zu
vermeiden. An das Taxon ist die Anforderung zu stellen, daB es moglichst kosmopolitisch
sowohl in terrestrischen als auch in fluviatil-limnischen und marinen Sedimenten in
ausreichender Anzahl fiir quantitative Untersuchungen vorkommt. Diesen Anforderungen
kommen die Pollen von Pinus am nichsten, da sie durch die hohe Pollenproduktion der
Mutterpflanze und durch ihre sehr guten Flugeigenschaften in ausreichender Anzahl in den
meisten tertidren und rezenten Sedimenten vorhanden sind. Das Absorptionsspektrum der
Pinus-Pollen ist daher nicht nur fiir vergleichende Faziesuntersuchungen besonders
geeignet, sondern es ist auch ein optimales Referenz- und Eichspektrum fiir chemischen
Veriinderung des Sporopollenins verschiedener Taxa in unterschiedlichen Faziesbereichen.
Ebenso wichtig ist das Pinus-Pollen Absorptionsspektrum zur Korrelation der Spektren
anderer organisch-wandiger Mikrofossilien, die nur in spezifischen Biotopen respektive
Sedimenten vorkommen.

Fiir einen praxisorientierten Test zur Anwendbarkeit der Mikro-Absorptionsphotometrie
sind einférmige Sedimentabfolgen, die sedimentphysikalisch und -chemisch nicht weiter
aufgeschliisselt werden konnen, besonders geeignet. Zur Kldrung der Frage, ob auch in
uniformen Sedimenten noch biostratonomische Differenzierungen gemacht werden
konnen, wurde ein Sedimentkern aus der Kieler Forde ausgewiihit, der sich durch
einheitliches Schlicksediment im oberen Bereich und einheitlichen siltigen Torf an der
Basis auszeichnet. Um das zeitliche Auflosungsvermdgen der Methode zu eruieren,
wurden Warvensedimente aus dem Belauer See im Halb- und Vierteljahresabstand beprobt,
um nicht nur jahrliche, sondern auch saisonale Verinderungen der Biopolymere absorp-
tionsphotometrisch erfassen zu kénnen.
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7.1. Variation der Absorptionsspektren von Pinus-Pollen in postglazialen Sedimenten
der Kieler Fiorde

Die Beltsee, Kieler Bucht und Mecklenburger Bucht bildeten bis zum beginnenden Atlanti-
kum (Litorina-Transgression) einen ausgedehnten Festlandsbereich, der durch SiiBwasser-
seen und ein ausgepridgtes Rinnen- und Riickensystem charakterisiert war (Werner &
Willkomm, 1970; Winn et al., 1982; Atzler, 1995; u.a.). Die marinen Sedimente bestehen
in den durch die Rinnen vorgeprigten Teilbecken iiberwiegend aus Schlicken, die sich
aufgrund ihrer Einférmigkeit besonders gut fiir diese Initialuntersuchungen eignen.
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Abb. 54: Stratigraphische Gliederung des Kerns KF2. Die Prozentwerte der Haufigkeitsverteilung bei den
Sporen und Pollen beziehen sich auf die Baumpollen, deren Summe jeweils als 100% berechnet ist.
Die Angaben fiir die Dinoflagellatenzysten beziehen sich nur auf die Anteile der Zysten, deren
Summe ebenfalls separat als 100% berechnet ist.

Fiir einen ersten Test der Anwendbarkeit der Mikro-Spektralphotometrie wurden ein
Schwerelotkern aus der Heikendorfer Bucht in der Kieler Forde (KF2: 54°22.64 N,
10°11,33 E; Wassertiefe 15 m) und die Sedimentoberfliche (0-0,5 cm) eines Backengrei-
fers von derselben Lokalitit, die im Rahmen des Projektes SEDOST (Hoffmann, unpubl.)
genommen wurden, ausgewihlt. Die biostratigraphische Einordnung des Kerns (Abb. 54)
erfolgt anhand der Pollenanalyse (Hoffmann, unpubl) und Dinoflagellaten-Zysten-
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Stratigraphie (Matthiessen, unpubl.) sowie nach radiometrischen '*C Vergleichsdaten der
entsprechenden Sedimente aus der Kieler Bucht (Milkert & Brenner, unpubl.).

Die Analyse der chemischen Verinderung des Pinus-Sporopollenins in den einzelnen
Proben erfolgt anhand der Absorptions-Indizes, die eine Aussage iiber die biochemische
Abbausituation von organischem Material in den Sedimenten erlauben. Um die Variations-
breite der Verinderungen und deren Verteilung miteinander vergleichen zu kénnen, wurde
aus den beiden jiingsten Proben, welche die Sedimente der letzten 100 bis 200 Jahre
umfassen die durchschnittliche Haufigkeitsverteilung der Absorptions-Indizes ermittelt und
als Vergleichsstandard fiir die iibrigen Proben verwendet. Die Darstellung der Abweichung
in der Hiufigkeitverteilung der Absorption-Indizes der Pinus-Pollen in den einzelnen
Proben erfolgt durch den direkten graphischen Vergleich der jeweiligen Absorptions-
Indizes relativ zum Standard. Die Erhohung der Hiufigkeit ist als schwarzer und die
Erniedrigung als weiBer Bereich markiert (Abb. 55). Fiir diesen konkreten Fall bedeutet
dies, daB die schwarzen Bereiche mit kleineren Index-Werten als das Maximum des
Standards von -0,25, den Anteil der Pinus-Pollen angibt, deren Sporopollenin weniger
chemisch verindert ist als das des Standards. Dies gilt fiir die h6heren Werte entsprechend
umgekehrt.

Fiir eine erste Anndherung zur Differenzierung der Sedimentationsbedingungen kann die
Hiufigkeitsverteilung der Absorptions-Indizes in folgendem Sinne herangezogen werden:
Bei gut durchmischten Wassermassen ist aufgrund der wechselnden chemischen
Bedingungen an der Sedimentoberfliche und durch eventuell erhohte Zufuhr von
umgelagertem Material mit einer héheren Streubreite der Indizes-Verteilung zu rechnen als
bei stratifizierten Bedingungen (siehe Abb. 11). Hieraus 14Bt sich ableiten, dal eine eng
begrenzte und wenig strukturierte Indizes-Verteilung auf stagnierende Bedingungen
hindeutet, die selbst bei geringer Zufuhr von organischem Material zu anoxischen
Bodenbedingungen fiihren konnen. Bei der Interpretation von stark gestreuten Absorp-
tions-Indizes miissen noch weitere mikropaldontologische/palynologische Parameter
beriicksichtigt werden, weil die Streuung auf eine erhthte Umlagerung mit verschiedenen
Liefergebieten ebenso zuriickgefiihrt werden kann wie auf saisonale oder langjihrige

Schwankungen.

In der Abfolge der Indizes-Verteilung in den einzelnen Proben kann fiir einzelne
Abschnitte eine gerichtete Verinderung festgestellt werden, bei denen der Anteil von
chemisch weniger zu chemisch stirker verinderten Pollen wechselt. Weiter kann zwischen
einer eher diffusen (z.B. Proben bei 40 cm; 100 cm, 320 cm) bis zu einer bimodalen (z.B.
Proben bei 1,5 cm; 120 cm; 200 cm) und einer uniformen (Probe bei 160 cm) Verteilung
der Absorptionsindizes der Indizeshiufigkeitswerte unterschieden werden. Diese Abfolgen
reprisentieren stratigraphische Einheiten und sind hier als "Pinus-Absorptions-Sequenzen”
(PAS) bezeichnet (Abb. 55).




Als Basis der einzelnen Sequenzen wurde jeweils die Probe mit der gréBten Streubreite der
Héufigkeitverteilung der Absorptionsindizes und/oder mit der geringsten chemischen
Verdnderung ausgewihlt (héhere Héufigkeit der negativen Indexwerte). Eine PAS umfaBt
somit eine Abfolge mit zunehmender Intensivierung der chemischen Verinderung der
Pinus-Pollen und/oder eine abnehmende Durchmischung des Sediments, die direkt an
hydrographisch-klimatische Wechsel gebunden ist.

PAS 1 (0 cm bis 1,5 cm)

Diese Sequenz umfaBt die Pollen der Sedimentoberfliche und der letzten ca. 100 Jahre.
Wie aus der sedimentologischen Situation zu erwarten ist, sind die Indexwerte des ersten
Maximums bei der Oberflichenprobe im Vergleich zum Standard geringfiigig zu den
negativen Werten hin verschoben was auf einen leicht erhéhten Anteil von Pinus-Pollen
mit geringerer chemischer Verdnderung des Sporopollenins hinweist. Die Lage des
kleineren Maximums mit positiven Indexwerten ist dagegen bei beiden Proben gleich und
unterscheidet sich lediglich durch die etwas hoheren Werte in der Oberflichenprobe.
Dieser Unterschied 1dBt sich in einer ersten Interpretation durch die ortliche Variation in
der Bioturbation erkldren, durch die chemisch stidrker wveridnderte Pollen an die
Sedimentoberfliche gebracht werden. Es ist auch denkbar, daB hierbei ein ausgeprigter
saisonaler oder (zyklischer?) mehrjdhriger Wechsel in der Abbaurate des organischen
Materials vorliegt, was Beispielsweise durch Salzwassereinbriiche initiiert werden kann.
Diese Situation kann direkt mit den Absorptionsindizes der Pinus-Pollen aus Oberfldchen-
proben des Greifswalder Boddens verglichen werden (Abb. 11), bei denen eine vergleich-
bare Situation vorliegt. Die Verteilung der Absorptionsindizes ist bei den Pollen aus beiden
Lokalitdten annidhernd gleich, die Indexwerte der Maxima unterscheiden sich dagegen
deutlich. Das Hauptmaximum bei den Proben aus der Kieler Forde liegt bei einem
Indexwert von -0,25, wihrend das der Probe aus dem Greifswalder Bodden bei -0,75 liegt.
Noch stérker differenziert sind die Werte fiir das zweite Maximum, das bei der Probe aus
dem Greifswalder Bodden bei +1, bei denen aus der Kieler Forde bei +2,25 liegt. Folglich
sind die Pinus-Pollen aus der Kieler Forde stirker chemisch verdndert als die aus dem
Greifswalder Bodden, und die Diskrepanz zwischen den beiden Indizes-Maxima ist bei

denen aus der Kieler Forde wesentlich grofer.

PAS II (20 ¢cm bis 100 cm)

Diese Sequenz umfafit die Sedimente vom "mittleren und jiingeren" Subboreal (PAS Ila)
und das Subatlantikum (PAS IIb). An der Basis (Probe bei 100 cm) zeichnet sich die
Verteilung der Absorptionsindizes durch eine extreme Streuung aus, die auf ein breites
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Spektrum von Liefergebieten oder stark wechselnde Abbaubedingungen fiir die
gemessenen Pinus-Pollen hinweisen. Die Absorptionsindizes zeigt hierbei eine Verteilung
die sich mit derjenigen in der siidostlichen Nordsee vergleichen 148t (siche Abb. 11). Ein
erhéhter fluviatiler Eintrag von Material liegt fiir diesen Bereich jedoch nicht vor, was sich
durch das Fehlen der entsprechenden Algen (z.B. Pediastrum, Scenedesmus, Staurastrum,
u.a.) in dieser Probe belegen ldt. Der erhéhte Eintrag von Pinus-Pollen aus unter-
schiedlichen Faziesbereichen bzw. die unterschiedliche chemische Veridnderung der Pollen
ist daher entweder durch erhohte Kiistenerosion erklirbar oder durch ein wechselndes
mikrobielles Okosystem, das auf eine variierende Durchmischung und Durchliiftung der
Sedimentoberfliche hindeutet (sieche Kap. 7.3.). Beide Interpretationsméglichkeiten weisen
jedoch auf eine gehiufte oder intensivierte Sturmtiitigkeit in diesem Zeitabschnitt hin. In
den beiden dariiberliegenden Proben (80 c¢cm und 60 cm) ist eine Verringerung der
Streubreite der Absorptionsindizes bei einer gleichzeitigen Verschiebung der Maxima zu
positiven Werten zu verzeichnen. Dies kann auf eine abnehmende Erosionstitigkeit und
eine geringere Durchliiftung bzw. stabilere Schichtung des Wasserkorpers und/oder auf ein
stabileres mikrobielles benthisches Okosystem zuriickgefiihrt werden. Da in den letzten 3-
4000 Jahren keine erhebliche Schwankung des Wasserspiegels und somit der Wellenbasis
in der siidlichen Ostsee stattfand (Duphorn, 1979; Kliewe & Janke, 1982; Winn, et al.,
1986; u.a.), ist die verminderte Erosion und/oder eine verminderte Durchmischung des
Wasserkorpers und der Sedimenten iiberwiegend auf nachlassende Sturmhéufigkeit oder
-intensitéit zuriickzufiihren.

Im oberen Sequenzbereich (PAS Ila), der das Subatlantikum umfaBt und nur durch zwei
Proben belegt ist, kann keine weitere Untergliederung vorgenommen werden. Beide
Proben (20 cm und 40 cm) zeigen eine deutliche Streuung der Absorptionsindizes bei
gleichzeitiger Dominanz der chemisch stirker verdnderten Pinus-Pollen (positive
Indexwerte). Dies kann als Ubergang oder Zwischenstufe in einer Absorptions-Sequenz
interpretiert werden, die aufgrund des Probenabstandes nicht vollstindig erfat wird. Es ist
auch moglich, daB in dieser Sequenz hiufig wechselnde Sedimentationsbedingungen
vorliegen und dadurch keine gerichteten Verinderungen nachweisbar sind. Die Kldrung
dieser Fragen kann durch eine dichtere Beprobung der Sedimente und Reduktion des
Zeitintervalls (siehe Kap. 7.2) in zukiinftigen Untersuchungen geldst werden.

Abb. 55: Haufigkeitsverteilung der Absorptionsindizes im Kern KF2 und deren Gliederung in PAS (Pinus-
Absorptions-Sequenzen). Die Haufigkeitsverteilung der Absorptionsindizes der in der jeweiligen
Probe gemessenen Absorptionsspektren ist in den verbundenen Siulendiagrammen dargestellt. Die
Durchschnittsverteilung der Absorptionsindizes der PAS | wurde zum Vergleich in jedes Vertei-
lungsdiagramm eingezeichnet. Bereiche, in denen die Haufigkeit der Absorptionsindizes relativ zum
Durchschnitt erhéht sind, wurden als schwarze Flichen markiert, Bereiche mit geringeren Werten
entsprechend durch weifle Flichen.
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PAS III (120 cm bis 200 cm)

Diese Sequenz umfaBt den Zeitraum vom mittleren Atlantikum bis zum unteren Subboreal,
welcher dem holozidnen Klimaoptimum entspricht (Folland, et al., 1990; Schonwiese,
1979; u.a.). Die Absorptionsindizes in der basalen Probe (200 cm) sowie am Top (120 c¢m)
der Sequenz besitzen eine annidhernd bimodale Haufigkeitsverteilung wie sie auch im
Oberflichenbereich der Kieler Forde und im Greifswalder Bodden vorhanden ist.

Die Abfolge der Indizesverteilung in den aufeinanderfolgenden Proben dieser Sequenz
zeigen eine auffallende Symmetrie zu der Probe bei 160 cm Tiefe, die praktisch keine
Differenzierung der Hiufigkeitsmaxima der Absorptionsindizes aufweist, und deren
einziges Maximum zwischen den Maxima der bimodalen Haufigkeitsverteilung der Proben
bei 200 cm und 120 cm liegt. Diese Indizesverteilung deutet auf eine extrem stabile
hydrographische Schichtung und eine konstante mikrobielle Besiedlung der Sediment-
oberfliche hin. Die Proben bei 140 cm und 180 cm kénnen jeweils als Ubergangsbereich
betrachtet werden, was besonders durch die Verinderung der Indexwertverteilung des
Maximums der stirker veridnderten Pinus-Pollen (schwarzer Bereich) zum Ausdruck
kommt (200 cm: +2,75 -> 180 cm: +2,25 -> 160 cm: +1 -> 140 cm: +1,75 -> 120 cm:
+2,75).

3 PAS IV (220 cm bis 240 cm)

Die Basis dieser Sequenz ist der Muschelschillhorizont bei 240 ¢cm, welcher in der Kieler
Forde und in dem anschlieBenden, ca. 8 km nach Norden und ca 20 km nach Osten
gelegenen Schlickgebiet das friihe Litorina-Stadium markiert. Radiokarbondatierungen an
Bivalven des Horizonts aus verschiedenen Bohrkernen dieses Gebiets ergaben ein Alter
von 7100 bis 7300 Jahre B.P. (Milkert & Brenner, unpubl.). Wie bereits die Anreicherung
von Muschelschalen vermuten ldBt, zeigt die Hiufigkeitsverteilung der Absorptionsindizes
eine breite Streuung, die direkt mit wechselnden und sauerstoffreichen Bodenbedingungen
korreliert werden kann. In den iiber der Schillage liegenden Sedimenten nimmt die Anzahl
der Molluskenschalen rasch ab und geht in einen 5 cm miéchtigen, schillfreien Horizont bei
220 cm iiber. Die Hiufigkeitsverteilung der Absorptionsindizes und deren Maxima ist in
diesem Horizont stark in den positiven Bereich verschoben und kann zusammen mit dem
Fehlen von Mollusken als eine rasche hydrographische Stabilisierung nach der Litorina-

transgression interpretiert werden.

PAS V (260cm bis 280cm)

Diese Sequenz ist ebenfalls durch zwei Proben belegt, von denen die Basis (280 cm),
aufgrund des Fehlens von aquatischen Mikro- und Makrofossilien einem terrestrischen
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Ablagerungsmilieu zugeschrieben werden kann, wihrend die Probe bei 260 cm, wegen des
gehiuften Auftretens von Cladoceren eindeutig SiiBwassersedimenten zuzuordnen ist.
Signifikant bei dieser Probe ist das Fehlen von Griinalgen (Pediastrum, Scenedesmus,
Botyococcus) und der hohe Anteil an Sporen und Pollen von Feuchtpflanzen (Sauergriser,
Rohrkolben und Farne; siche Abb. 54), was auf den Randbereich eines oligo- bis
mesotrophen SiiBwassersees hindeutet. Auffallend bei dieser Probe ist weiterhin, daB trotz
der dunklen Firbung der Sedimente, die konstante, anoxische Sedimentationsbedingungen
vermuten lassen, die Haufigkeitsverteilung der Absorptionsindizes ein breites Verteilungs-
spektrum mit zwei ausgeprigten Maxima besitzt. Die fehlenden Anzeichen fiir Biotur-
bation und die geringe Diversitit sowohl der aquatischen als auch der terrestrischen
Mikrofossilien lassen vermuten, daf eine Anhdufung von umgelagertem organischen

Material weitgehend auszuschlieBen ist. Die Streubreite und Verteilung der Absorptions-
indizes legt nahe, daB bei der Ablagerung der Pinus-Pollen dieser Probe unterschiedliche
Bedingungen herrschten, die auf wechselnde oxische und anoxische Bedingungen im
Sediment hindeuten, was zum Beispiel durch eine sporadische Wasserbedeckung erklirt

werden kann.

PAS VI (300 cm bis 360 cm)

Diese Sequenz umfaflt priiboreale bis boreale Béden und Torfe, die sich an der Basis durch
einen hohen Anteil von nicht oder nur wenig chemisch verinderter Pinus-Pollen
auszeichnen (Proben bei 360 cm und 340 c¢cm). In den dariiberliegenden Proben (320 cm
und 300 cm) ist eine sukzessive zunehmende Verschiebung bei gleichzeitiger Streuung der
Haufigkeits-verteilung der Absorptionsindizes zu positiveren Werten zu beobachten. Da
bisher noch keine Vergleichsuntersuchungen an terrestrischem Material vorliegen und in
terrestrischen Ablagerungssystemen der mikrobielle Abbau von organischem Material
nicht direkt mit aquatischen Systemen vergleichbar ist, kann eine Interpretation der
Veridnderungen der Absorptionsindizes in dieser Sequenz erst nach weiteren

Untersuchungen durchgefiihrt werden.

7.2. Jihrliche und saisonale Schwankungen der Absorptionsspektren von Pinus-
Pollen aus laminierten Sedimenten des Belauer Sees

Eine weitere zentrale Frage bei der Untersuchung der Absorptionsverinderung von Pollen
in Sedimenten ist das Auflosungsvermdgen der Methode und die daraus resultierende
Moglichkeit verschiedene Ereignisse und die Ursachen der chemischen Verdnderung des
jeweiligen Sporopollenins voneinander zu trennen. Das optimale Material, um ent-
sprechende hochstauflosende Untersuchungen durchfiihren zu kénnen, sind jahreszeitlich
geschichtete Sedimente, die méglichst noch eine saisonale Differenzierung ermdglichen.
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Diese kommen vor allem in anoxischen, marinen Becken und in Seen vor. Um die
Wabhrscheinlichkeit fiir eine Fehlinterpretation der Spektrenvariation, wie sie z.B. durch
komplexe Umlagerungsvorgiinge und wechselnde hydrographische Bedingungen verur-
sacht werden, zu vermeiden, wurden fiir die vorliegende Untersuchung Sedimente aus dem
Belauer See ausgewihlt. Dieser ist heute mit einer Wasserfliche von 1,13 km? und einer
Tiefe von 26 m der zweitgréBte und tiefste See der ca. 35 km siidlich von Kiel gelegenen
Bornhéveder Seenkette. Durch diese Lage ist der Sedimentkern aus dem Belauer See
sowohl rdumlich als auch zeitlich/klimatisch mit dem Kern KF2 vergleichbar.

Fiir die Beprobung wurde aus dem Sedimentkern der Bohrung Q 300 bei 22,79 bis 22,80 m
unter Sedimentoberfliche (beginnendes Atlantikum) ein Subkern mit einem Durchmesser
und einer Lidnge von jeweils 1 cm entnommen. Die Priparation der ca. 1 mm dicken
einzelnen Jahreswarven wurde mit einem speziell fiir diese Beprobung angefertigten extra
diinnen und spezialgehirteten Mikrospatel durchgefiihrt. Mit diesem wurden die farblich
klar unterscheidbaren 200-500um dicken Laminae einzeln manuell unter einem Binokular
von dem Subkern abgehoben, was einem halb- bis vierteljahrlichen Beprobungsintervall
entspricht. Der Subkern, welcher eine Zeitspanne von 10 Jahren umfallt, konnte in 26
Einzelproben zerlegt werden, die jeweils getrennt aufbereitet und bearbeitet wurden. Durch
das massive Aufireten von Kieselnadeln (Schwammspiculae) im Sommerwarv des Jahres
"VII" (Abb. 56), und der damit durch die Oberflichenvergréflerung verbundenen,
schnelleren Austrocknung dieses Kernbereichs, konnte der dariiberliegende Bereich des
Jahres "VIII" nicht mehr abgetrennt und einzeln préipariert werden.

Abweichend von dem Verfahren in Kapitel 7.1. wurde der Standard der Haufigkeits-
verteilung der Absorptionsindizes als Mittelwert aller Messungen des Zehn-Jahres-
Intervalls berechnet. Die Absorptionsindexwerte des Standards besitzen eine nahezu
gleichmiflige Verteilung mit einem Maximum bei einem Indexwert von -0,25, was eine
annihernd konstante "Chemofazies" erwarten ldBt. Die Haufigkeitsverteilung der
Absorptionsindizes der einzelnen Jahre, die als Durchschnittswert der einzelnen Halb- und
Vierteljahresproben berechnet wurde, scheint diese Annahme zu bestitigen, da im
Vergleich zu den Proben aus der Kieler Forde (siche Abb. 55) keine signifikanten

Abweichungen zum Standard vorliegen.

Abb. 56: Hiufigkeitsverteilung der Absorptionsindizes in einzelnen Warven aus dem Kern Belauer See Q
300 (22,79 bis 22,80 m). Die Durchschnitts- bzw. Standardverteilung (ungeteilte Kurve) berechnet
sich aus dem Durchschnitt aller Einzelmessungen (932 Einzelpollen). Die Hiufigkeitsverteilung der
Absorptionsindizes (verbundene S#dulen) der Jahreszyklen wurden aus der Summe der Halbjahres-
bzw. Vierteljahreszyklen (siche Abb. 57) berechnet. Bereiche, in denen die Haufigkeit der
Absorptionsindizes relativ zum Durchschnitt erhoht sind, wurden als schwarze Flichen markiert,
Bereiche mit geringeren Werten entsprechend durch weiBle Flichen. Die Zuordnung der Proben zu
den einzelnen Lagen der Warven ist aus dem schematischen Profil erkennbar.
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Abb. 57: Ausschnitt aus den Jahreswarven V bis VIII bzw. Halbjahreszyklen Vb bis VIIIb der Abbildung 56
mit Aufgliederung in die Absorptionsindizesverteilung der Vierteljahreszyklen.

Die Hiufigkeitsverteilung der Absorptions-Indexwerte in den Halbjahresintervallen zeigen
dagegen bereits erhebliche Abweichungen sowohl in den negativen als auch in den
positiven Wertebereichen (z.B. Abb 56, IIb, Xb, und VIIa). Noch ausgeprigter ist die
Variationsbreite der Absorptionsindizes in den vierteljahrlichen Proben (Abb. 57). So ist
zum Beispiel der Unterschied innerhalb eines "Sommerwarvs", der in einen "Frithsommer-

warv mit schwarzer organischreicher Lage und einen "Spatsommerwarv" mit erhhter

Karbonatproduktion differenziert werden kann, wesentlich groBer als zwischen den
einzelnen Jahren. Besonders auffallend ist hierbei, daB die chemische Verdnderung des
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Sporopollenins in unterschiedlichen Jahren invers sein kann. So kann die chemische
Veriinderung des Sporopollenins im Verlauf eines Sommers sowohl intensiviert (Abb. 57;
Vbl nach Vb2), als auch vermindert (Abb. 57; VIIIb1 nach VIIIb2) werden, was bereits im
Halbjahresdurchschnitt nicht mehr ersichtlich ist (Abb. 57; Vb und VIIIb). Dies liBt
vermuten, daB die Vorginge und Ursachen der chemischen Verinderung des Sporo-
pollenins in ein Riickkopplungssystem eingebunden sind und dadurch innerhalb einer
saisonalen Abfolge im Gleichgewicht gehalten werden. Da diese Differenzierung von
Jahresgingen im Abstand von 200-300pum bei einer Sedimentmichtigkeit von iiber 20 m
nachweisbar ist, kann eine diagenetische Beeinflussung der Verinderung des Sporo-
pollenins zumindest in diesem Fall nahezu ausgeschlossen werden. Letztendlich bedeutet
dies, daB die wesentliche chemische Verinderung des Sporopollenins auf der Sediment-
oberfliche und eventuell bereits in der Wassersidule stattfindet und die Variation der
Hiufigkeitsverteilung der Absorptionsindizes die biologisch-chemische Situation wihrend
der Sedimentation der Pollen reflektiert.

7.3. Interpretation der Spektrenvariation von Pinus-Pollen

Der Abbau von organischem Material in aquatisch-benthischen Okosystemen erfolgt
enzymatisch durch iiberwiegend substratspezifische, heterotrophe Mikroorganismen wie
Bakterien, Protozoen, mixo- und heterotrophe Mikroalgen und Pilze. Dieser ProzeB kann
sowohl unter aeroben als auch unter anaeroben Bedingungen erfolgen. Aerobe und
nitratreduzierende Bakterien konnen auch komplexe organische Substanzen vollstindig
oxidieren, wiihrend unter SauerstoffausschluB viele natiirliche Verbindungen nur noch
unvollstandig oder nicht abgebaut werden und sich als sogenanntes Kerogen in den
Sedimenten anreichern (Schink, 1989). Vor allem der Abbau von komplexen Molekiilen
und Biopolymeren ist durch die Zusammensetzung der mikrobiellen Populationsstruktur
beeinfluit, da die Spaltung der Molekiile je nach chemischer Struktur spezifische Enzyme
voraussetzt, die wiederum nur von bestimmten Mikroorganismen synthetisiert werden. So
konnen zum Beispiel bestimmte Substrate nur von Pilzen und nicht von Bakterien genutzt
werden, sind aber durch den AufschluB der Pilze anschlieBend auch fiir Bakterien
zuginglich (Bremer, 1976; Schaumann, 1993). Der qualitative und quantitative Abbau von
organischem Material ist aber nicht nur von der Zusammensetzung der mikrobiellen
Population abhiingig, sondern auch von zahlreichen weiteren Faktoren wie Temperatur,
Sedimentationsgeschwindigkeit, Herkunft und Masse des organischen Materials,
KorngroBe der Sedimente u.s.w. (Graf, 1987; Hoppe, 1996; Koster, 1993; Meyer-Reil,
1991; 1993; u.a.). Demzufolge ist der Abbau insbesonders von komplexen organischen
Molekiilen stark von saisonalen und lokalen Variationen in der Zusammensetzung der
Mikroorganismen abhiingig, die unter entsprechenden Umstinden nur zu einem Teilabbau
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bzw. dem Abbau bestimmter chemischer Komponenten in den jeweiligen Organismen-
resten fiihren, wie bereits bei Kutikulen und Holz gezeigt werden konnte (siehe Kap. 6.4.2.
und 6.4.3.).

Entsprechend ist die Kinetik des sukzessiven Abbaus von Sporopollenin zum einen von der
taxonspezifischen chemischen Struktur der Pollen abhingig (Havinga, 1984) zum anderen
wird sie von der mikrobiellen Populationsstruktur bestimmt, die ihrerseits durch die
Konzentration der abbaubaren Nihrstoffe, Sedimenteigenschaften, Temperatur- und
Salinitdtsschwankungen und Durchmischungsprozesse (Bioturbation, Stiirme) beeinflufit
wird. Die Verinderung der Sporopolleninstruktur der Pinus-Pollen reflektiert daher direkt
die umweltgesteuerte, mikrobielle Aktivitdt im Sediment, bei der man davon ausgehen
kann, daB sie bei einer konstanten Populationszusammensetzung ebenfalls konstant ist und
durch die Mikro-Spektralphotometrie nachgewiesen werden kann. DaB dies tatsidchlich der
Fall und sogar noch im Fossilen nachweisbar ist, zeigt die annihernd konstante Hiufig-
keitsverteilung der Absorptionsindizes in den Jahreszyklen des Belauer Sees (Abb. 56) und
in der PAS I der Sedimente aus der Kieler Forde (Abb. 55).

Die Variationsbreite der Haufigkeitsverteilung der Absorptionsindizes in den
vierteljihrlichen Zyklen (Abb. 57) dagegen bestitigt die Abhingigkeit des mikrobiellen
Sporopolleninabbaus von den im Jahresverlauf wechselnden Umweltfaktoren. Mehr noch,
die auf den ersten Blick widerspriichliche Abfolge des mikrobiellen Abbaus des Pinus-
Sporopollenins in den Sommerwarven Vbl-2 und VIIbl-2 (Abb. 57) sind auf unter-
schiedliche Initialbedingungen und Umwelteinfliisse im Jahresgang zuriickzufiihren. Diese
werden durch Riickkopplungseffekte, welche die Populationsdynamik beeinflussen,
ausgeglichen und halten das mikrobielle System im Gleichgewicht. Dies bedeutet aber, daB
bimodale Verteilungen der Absorptionsindizes nicht nur auf umgelagertes organisches
Material zuriickgefiihrt werden konnen, sondern dafl hierbei ebenso ein ausgeprigter,
zyklischer Wechsel im benthischen Okosystem moglich ist.

Dies gilt ebenso fiir extreme Verinderungen in der Haufigkeitsverteilung der
Absorptionsindizes, vor allem, wenn die untersuchte Probe ein lingeres Zeitintervall
umfaBt, da hierbei auch eine kontinuierliche, wenn auch rasche, Verinderung des Klimas
bzw. der Hydrographie vorliegen kann. Eine Trennung der Ursache fiir die Schwankungen
der Absorptionsindizes ist indes unter der Beriicksichtigung von sedimentologischen und
paldontologisch-palynologischen Parametern sowie einer hochauflésenden Probennahme
moglich. So zeichnen sich klimatische bzw. hydrographische Verinderungen in der
Zusammensetzung der terrestrischen (Sporen und Pollen) und der aquatischen (Phyto-und
Zooplankton) Mikrofossilien ab, wiihrend kurzfristige Ereignisse wie zum Beispiel Stiirme
durch Veriinderungen in den Sedimenten direkt, aber auch durch das gehiufte Vorkommen
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von umgelagerten oder aus anderen Biotopen eingeschwemmten, sogenannten "exotischen

Mikrofossilien" nachzuweisen sind.

Wie aus den bisherigen Untersuchungen hervorgeht, liegt die besondere Stirke der Mikro-
Absorptionsphotometrie einzelner Pollen-Taxa im Nachweis der Stabilitit von Oko-
systemen und deren Veridnderung durch klimatische Wechsel bis hin zur Differenzierung
saisonaler Ereignisse. Dies bedeutet, daB anhand der Mikro-Spektralphotometrie in
Kombination mit anderen Analyseverfahren auch im Fossilen direkte Zusammenhinge
zwischen Organismenpopulationen, der Primérproduktion und dem Abbau des organischen
Materials sowie deren Beeinflussung durch Umweltfaktoren erfat werden kénnen. Durch
derartige Untersuchungen sind in Zukunft nicht nur neue Impulse fiir die Paléo-
Okosystemforschung zu erwarten, sondern die Ergebnisse dieser Untersuchungen konnen
auch einen erheblichen Beitrag zur Verbesserung der Wirklichkeitsnihe von Klima- und

Umweltmodellen leisten.




.

122 .

8. Diskussion und Zukunftsperspektive fiir die Mikro-Absorp-
tionsphotometrie

Die Mikro-Spektralphotometrie im allgemeinen und vor allem die UV-Vis-Absorptions-
photometrie im speziellen bieten ein bisher noch unausgeschopftes Reservoir an
Analysemoglichkeiten fiir paldontologisch-biologische und geologisch-umweltorientierte
Fragen. Der wesentliche Vorteil dieser Methode gegeniiber anderen chemischen
Analyseverfahren ist die Maoglichkeit, sowohl qualitative als auch quantitative,
zerstorungsfreie in situ Analysen selbst im Mikrometerbereich durchfithren zu konnen.
Dies eroffnet vor allem fiir die Untersuchung von fossilen und rezenten komplexen
organischen Molekiilen und Biopolymeren neue Wege in der Analyse von genetisch-
evolutiven Zusammenhingen und in der Interpretation von Umwelteinfliissen auf die
Biosphire. Die geriistbildenden organischen Substanzen, vor allem von Mikroorganismen
und Organen bzw. Organteilen hoherer Organismen, die als organisch-wandige
Mikrofossilien erhaltungsfihig sind, bieten fiir derartige Untersuchungen die idealen
Vorraussetzungen, da sie in den meisten Sedimenten in geniigend groBer Anzahl
vorhanden sind um auch quantitative Analysen durchfiihren zu kénnen.

Prinzipiell kann die Mikro-Absorptionsphotometrie der organisch-wandigen Mikro-

fossilien in zwei Arbeitsrichtungen aufgespalten werden:

1. In die Differenzierung der taxonspezifischen chemischen Struktur der geriistbildenden
Biopolymere in Abhingigkeit von der Evolution, und

2. in die Verdnderung der taxonspezifischen Biopolymere durch Umwelteinfliisse,
Sedimentation bzw. Biostratonomie und Diagenese.

Die Differenzierung der taxonspezifischen chemischen Struktur der geriistbildenden
Biopolymere ist nicht nur zur Unterscheidung der einzelnen Taxa notwendig, sondern 148t
auch aufgrund der genetischen Steuerung der Biosynthese dieser Substanzen direkte
Riickschliisse auf evolutive Zusammenhinge der verschiedenen Taxa zu. Da durch
vergleichende Untersuchungen an den Biopolymeren umweltbedingte Veridnderungen der
chemischen Struktur von genetisch-evolutiven unterscheidbar sind, kénnen die Absorp-
tionsspektren der Biopolymere auch als "genetische Proxy-Daten" betrachtet werden.

Wie aus den oben vorgestellten Untersuchungen hervorgeht, konnen strukturelle
Unterschiede auch innerhalb von spezifischen Biopolymeren wie zum Beispiel Cutin oder
Sporopollenin mit der Mikro-Absorptionsphotometrie selbst noch im Mikrometerbereich
eindeutig erfaBt werden. Anhand der Ahnlichkeit der Biopolymerstruktur bei den einzelnen
Taxa sind - vergleichbar mit der Genanalyse aber mit einem unvergleichlich niedrigerem
zeitlichen und finanziellen Aufwand - direkt phylogenetische Zusammenhinge zwischen
den einzelnen Taxa nachweisbar. Diese Untersuchungen kdnnen optimal an Pflanzen
durchgefiihrt werden, da in den verschiedenen Generationen (Sporophyt-Gametophyt) und
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in den einzelnen Pflanzenorganen (Blitter-Rinde-Holz) unterschiedliche, mit der
Absorptionphotometrie analysierbare Biopolymere vorkommen, die eine #uBerst
differenzierte Untersuchung der Evolution bzw. der phylogenetischen Verwandtschaft der
verschiedenen Taxa erlauben.

Von besonderer Bedeutung ist diese Differenzierungsmdoglichkeit auch fiir die als
Acritarchen bezeichneten Dauerstadien von Algen, Proto- und Metazoen (siehe Kap. 6.),
die bisher keiner Organismengruppe eindeutig zugeordnet werden kénnen. Allein die
Tatsache, daB selbst in rezenten Sedimenten eine gréBere Anzahl dieser Acritarchen
vorkommen, unterstreicht die Notwendigkeit von taxonomisch orientierten mikro-absorp-
tionsphotometrischen Untersuchungen der organisch-wandigen Organismenreste. Bereits
aus diesen Griinden ist es denkbar, daB sich die Mikro-Spektralphotometrie schon in naher
Zukunft zu einem unverzichtbaren Standardverfahren bei der Erfassung und Untersuchung
der (Paléo-)Biodiversitit und zur Differenzierung neuer Taxa entwickelt.

Die Untersuchung der umweltbedingten Verdnderung taxonspezifischer Biopolymere
bietet sowohl fiir aktuelle als auch fiir paldontologische Fragestellungen eine Reihe von
Losungsmoglichkeiten, die aufgrund der benétigten ProbengréBe oder aus Kosten-
/Zeitgriinden bei umfangreichen Reihenuntersuchungen mit bisherigen Analyseverfahren
oft nicht realisierbar sind. Denkbar sind hierzu zum Beispiel umfangreiche "Monitoring-
Programme" zur Untersuchung von standort- bzw. klimaspezifischen Einfliissen auf die
Biopolymerstruktur bis hin zu Verdnderungen durch Emmisionsschidigungen, erhihte
UV-Strahlung oder durch gentechnische Eingriffe. Die Auslotung aller Méglichkeiten der
Mikro-Absorptionsspektroskopie wiirde jedoch jeglichen Rahmen der vorliegenden Arbeit
sprengen, weshalb die Untersuchungen primér auf rein paldontologische Fragestellungen
fokusiert sind.

Der primire Punkt bei der Untersuchung der Verdnderung von Biopolymeren bei der
Sedimentation ist die Kldrung der dabei stattfindenden biologisch-chemischen Vorginge
und deren Beeinflussung durch die Umweltparameter. Anhand von Laborversuchen, die
bisher iiberwiegend an Pinus-Pollen durchgefiihrt wurden, konnte die Abbaubarkeit des
Sporopollenins durch nichtbiogene chemische Vorginge (z.B. Hydrolyse durch
anorganische Sduren und Laugen oder Oxidation mittels Peroxyd) iiberpriift werden.
Hierbei zeigte sich, daB das Sporopollenin auch bei einem chemischen StreB, der in seiner
Intensitit weit iiber die natiirlichen Bedingungen hinausgeht, stabil bleibt (siche Kap. 5.2.).
Demgegeniiber stehen die bereits in Oberflichenproben nachweisbaren Struktur-
verinderungen des Sporopollenins unter natiirlichen Bedingungen, welche nur durch den
partiellen enzymatischen Abbau des Sporopollenins mittels mikrobieller Aktivitit erklért
werden kann. Besonders bemerkenswert sind in diesem Zusammenhang die Resultate der
Warvenanalyse (sieche Kap. 7.2.), anhand deren nachweisbar ist, dal dieses primire
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mikrobielle Signal selbst bei groBerer Sedimentiiberdeckung auch noch im Mikrometer-
bereich differenziert erhalten bleibt. Dies bestiitigt ebenfalls die Annahme, daB die durch
die Mikro-Absorptionsphotometrie nachweisbaren Verinderungen der Sporopollenin-
struktur, zumindest in diagenetisch nicht oder nur wenig beanspruchten Sedimenten nahezu
ausschlieBlich auf mikrobielle Aktivititen zuriickzufiihren ist. Fiir die Analyse der
Absorptionsspektren der Pollen bedeutet das konkret, daB die Variation der
Absorptionsspektren eines Pollen-Taxons die mikrobielle Situation wiihren der
Sedimentation widerspiegelt, die wiederum von Umweltfaktoren wie Temperatur, Salinitiit,
Art und Quantitiit des angelieferten organischen Materials etc. abhingig ist. Demzufolge ist
die Mikro-Absortionsphotometrie organisch-wandiger Mikrofossilien vor allem ein
Werkzeug, mit dem Umweltverinderungen bis in den saisonalen Bereich nachgewiesen
werden konnen, was die ErschlieBung vollig neuer Dimensionen in der Analyse von Palio-
Okosystemen und der Ursache fiir deren Genese bzw. Verinderung erméglicht.
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