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Bernstein ist fossiles Baumharz (Succi-
nit mit Derivaten der Abietinsiure — tri-
zyklische Diterpen-Carbonsiuren), das
seit dem Karbon bekannt ist und auf-
grund seiner Entstehung eine exzellen-
te Erhaltung von Organismen erlaubt.
Fiir die Wissenschaft, insbesondere fiir
die Geobiologie und die Palidontologie,
sind vor allem Bernsteine mit Einschliis-
sen, sogenannte Inklusen, von besonde-
rem Interesse. Bei diesen Einschliissen
handelt es sich um Fossilien von Insek-
ten, Spinnen und Pflanzenresten, aber
auch von Bakterien, Pilzen und Algen
(Krumbiegel und Krumbiegel 2005).
Durch die Einbettung im Harz wer-
den diese Einschliisse iiber Jahrmillio-
nen hinweg perfekt konserviert. Wenig
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Beachtung haben bis dato Mikroinklusen wie Pilze und prokaryotische
Mikroorganismen gefunden, die ebenfalls in oft exzellenter Erhaltung vor-
liegen. Durch Schmidt et al. (2006) wurde diese Mikrowelt erstmals einge-
hender erschlossen. Wichtige Erkenntnisse zur Bernsteinbildung wurden

in den neukaledonischen Araucarien-Wildern und in den Everglades in
Florida gewonnen (Schmidt & Dilcher 2007), die z. T. Relikte kiino- und
mesozoischer Bernsteinwilder darstellen. Als wichtige Zeugnisse vergange-
ner Erdzeitalter geben sie einen Einblick in die Evolution und die Phylo-
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genie von Organismengruppen, aber auch in die Palioskologie urzeitlicher
Wilder (Schénborn et al. 1999, Schmidt et al. 2006; Perrichot et al. 2007).

Als fossiles Baumharz ist Bernstein allerdings ein fiir Deteriorations-
prozesse anfilliges Objekt (Biscula et al. 2007). Daher ist die Weiterent-
wicklung von Konservierungskonzepten fiir den Erhalt dieser kulturell
und wissenschaftlich interessanten Bernsteinobjekte von grofler Bedeu-
tung.

Eine neue wissenschaftliche Diskussion {iber Mikroben im Bernstein ist
durch Publikationen Mitte der neunziger Jahre des letzten Jahrhunderts
entfacht worden (Cano & Borucki 1995), in denen behauptet wurde, dafl
in Bernstein eingeschlossene Mikroorganismen wieder reaktiviert worden
seien, eine modifizierte Art von ,,Jurassic Park".

Mikroorganismen in Bernstein

Eslassen sich eine Vielzahl von Mikroorganismen im und auf dem Bernstein
nachweisen. Die grundsitzlichen Fragen, die sich dabei stellen, sind: Sind
die Mikroorganismen genuiner Bestandteil des Bernsteins? Handelt es sich
um Artefakte und/oder um sekundire Besiedelungen?

Das neue Bernsteinprojekt der Gottinger Akademie der Wissenschaften
hat vier Arbeitsfelder definiert, um diese Fragen zu kliren:

1. Art und Natur rezenter Biofilme auf den Bernsteinen. Sie sind auf-
grund von Deteriorationsprozessen ein enormes konservatorisches Pro-
blem wissenschaftlicher Bernsteinsammlungen.

2. Fossile Biofilme, die wihrend des Harzflusses konserviert wurden.

3. Fossile Biofilme, die wihrend der Ablagerung im Sediment oder im Was-
ser sekundir den Bernstein besiedelt haben.

4. Gibt es, im Bernstein eingeschlossen, Millionen Jahre alte ,schlafende®
Bakterien?

1. Bernstein ist ein fiir Biodeterioration anfilliges Objekt — aufgezeigt an-
hand der Konigsberger Bernsteinsammlung

Die Konigsberger Bernsteinsammlung wird fiir die Stiftung Preufischer
Kulturbesitz seit 1958 im Geowissenschaftlichen Zentrum der Universitit
Géttingen treuhidnderisch aufbewahrt und verwaltet. Sie besteht aus knapp
18.000 Einzelstiicken. Darunter sind mehr als 14.200 Inklusen tierischer
und pflanzlicher Organismen, 2.500 Rohbernsteine (Varietiten und Natur-
formen) und annihernd 1.300 ur- und frithgeschichtlich sowie neuzeitlich
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Abbildung 1:Versprédung von Bern-
steinobjekten aus der Kénigsberger
Bernsteinsammlung. A: Eingebette-
te Inklusenpriparate mit Verwitte-
rungserscheinungen am Einbettungs-
material (Kanadabalsam); B: Bern-
steinoberfliche mit Craquelé-Struk-
tur (FEM-Aufnahme); C: Bernstein
mit Inkluse und oberflichlicher Riss-
bildung

bearbeitete Bernsteinobjekte. Viele der heute in der Sammlung befindli-
chen Bernsteinvarietiten und Naturformen sind rissig und z. T. zerbrochen
(Abb. 1). Auch die kunsthandwerklichen Exponate weisen z. T. betrichtli-
che Schiden auf (Reich & Reitner 2005).

Die Verwitterung von Bernstein basiert auf Wechselwirkungen zwischen
physikalischen, chemischen und biologischen Faktoren. Bei der Verwitte-
rung von Bernstein sind die ablaufenden chemisch-physikalischen Prozesse
weitgehend bekannt (z. B. Grassegger-Schén & Griiner 2002). In sauer-
stoffhaltiger Umgebung finden abbauende Oxidationsprozesse statt, die
durch katalytisch wirkende Faktoren wie Licht, UV-Strahlung und Wir-
me beschleunigt werden. Temperaturunterschiede kénnen zu Spannungen
im Bernstein fithren und Aufbriiche der Harzstrukturen verursachen. Au-
Berdem entweichen im Laufe der Zeit monoterpenoide organische Ver-
bindungen, die im Bernstein als ,,Weichmacher® fungieren. In der Folge
versprodet der Bernstein und bildet aufgrund des Volumenschwundes und
auftretender Spannungen eine Craquelé-Struktur an der Oberfliche aus,
die im fortgeschrittenen Stadium zum Zerfall der oberflichennahen Struk-
turen fiithrt (Abb. 1).

Mikrobielle Prozesse, die zur Verwitterung der Bernsteine beitragen,
sind hingegen nur unzureichend bekannt. Im Allgemeinen wird der un-
erwiinschte Abbau bzw. die Schidigung von Materialien durch Mikroor-
ganismen als sogenannte Biodeterioration bezeichnet (Weber 1993). Die
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A 2. saure Stoffwechselprodukte,
chemische Reaktion mit
3. physikalischer Druck dem Material

durch das mikrobielle Wachstum

1. enzymatischer Abbau
des Matenals

Abbildung 2: Schematische Darstellung von Biodeteriorationsprozessen (A); B und C:
Feldemissionsrasterelektronenmikroskopische (FEM) Aufnahmen einer Bernsteinprobe
aus der Konigsberger Bernsteinsammlung: Akkumulation von Bakterien (Biofilm) in
Vertiefung der Bernsteinoberfliche

Schidigung kann generell durch verschiedene Vorgiinge hervorgerufen wer-

den (Abb. 2):

1. die Komponenten des Materials werden enzymatisch abgebaut und als
Nahrung genutzt,

2. saure Stoffwechselprodukte der Mikroorganismen gehen chemische Re-
aktionen mit dem Material ein und fithren zu Verfiarbungen und zur Auf-
l6sung mineralischer Bestandteile des Materials (Kurakov et al. 1999),

3. die Schidigung erfolgt durch physikalischen Druck, der durch das

Wachstum von Mikroorganismen hervorgerufen wird.

Eine Besiedelung von Bernstein durch Bakterien und/oder Pilze kann ver-
schiedene Ursachen haben. Auf der Harzoberfliche abgelagerte organische
Komponenten von Staub und organische Aerosole kénnen einigen hetero-
trophen Mikroorganismen als Nahrungsquelle dienen (Warscheid 1990).
Maéglicherweise kann Bernstein auch direkt von heterotrophen Mikroor-
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ganismen wie z. B. chemoorganotrophen Bakterien und Pilzen als Nah-
rungsquelle genutzt werden. Weiterhin kénnen autotrophe Organismen
durch die Akkumulation produzierter Biomasse Nihrstoffe fiir hetero-
trophe Mikroorganismen liefern. Sie ermdglichen oder erleichtern hier-
durch eine sukzessive Entwicklung komplexer mikrobieller Gesellschaften
(Crispim & Gaylarde 2004). Die Geschwindigkeit der Biodeterioration ist
abhingig vom Ausmafl der Besiedelung und von den mikrobiellen Arten,
die sich auf dem Bernstein angesiedelt haben. Das Ausmafl und die Zu-
sammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft sind wiederum abhingig
von klimatischen Faktoren und von der Verfiigbarkeit von Ressourcen wie
Wasser und Nihrstoffen im Bernstein.

Obwohl bekannt ist, daf§ Mikroorganismen eine zentrale Rolle bei der
Zerstérung von Materialien spielen (z. B. Gorbushina et al. 2003; Urzi &
Krumbein 1994; Rolleke et al. 1996), werden sie in Konservierungskon-
zepten hiufig nicht beriicksichtigt.

Verfahren zur Konservierung von Bernstein basieren zumeist auf der
Verwendung von polymeren Materialien zur Imprignierung und Konsoli-
dierung der Bernsteine. Hiufig werden natiirliche Substanzen wie Baum-
harze (z. B. Dammarharz, Kanadabalsam), Insektenharze (z. B. Schellack)
oder Wachse (z. B. Paraffin) verwendet. Als Alternativen hierzu haben sich
synthetische Lacke und Kunstharze bewihrt (Hoffeins 2001). Durch die
Einbettung in Natur- oder Kunstharz wird der Bernstein vor Oxidations-
prozessen und Bruch geschiitzt. Allerdings kénnen an den Grenzflichen
zwischen Konsolidierungsmitteln und Material Spannungen auftreten, die
zu Spannungsrissen fiihren kdnnen (Sattler 1992). Uberdies ist nicht be-
kannt, welchen Zeitraum die verwendeten Harze iiberdauern, ohne selbst
zu altern.

Im Rahmen einer Pilotstudie wurden folgende Untersuchungen an der
Konigsberger Bernsteinsammlung durchgefiihrt:

A. Feldemissionsrasterelektronenmikroskopie (FEM)

Einen Eindruck von dem mikrobiellen Befall der Konigsberger Bernstein-
sammlung geben feldemissionsrasterelektronenmikroskopische Analysen
(Abb. 3, 4). Die Aufnahmen geben Aufschluf§ iiber die Oberflichenbe-
schaffenheit der Objekte und iiber die Besiedlungsformen und -dichten
vorhandener Mikroorganismen. Die Oberflichen der Bernsteinobjekte sind
z.T. stark mit Pilzhyphen iiberzogen. Besonders in Rissen und Vertiefun-
gen der Bernsteinoberflichen siedeln vermehrt Bakterien (Abb. 2) und Pilze
(Abb. 3). Diese Akkumulation resultiert vermutlich aus der Anhdufung von
Nihrstoffen und Feuchtigkeit und dem strukeurellen Schutz in diesen Be-
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Abbildung 3: Analyse der Bernstein-
oberfliche mittels Feldemissions-
Rasterelektronenmikroskopie. Pilz-

hyphen in Bernsteinvertiefung.

reichen der Bernsteinoberfliche. Anhand der Beispiele wird deutlich, dafl
alter, rissiger und spréder Bernstein offensichtlich giinstige Nischen fiir die
Ansiedlung von Mikroorganismen bietet und daher besonders anfillig fiir
Biodeteriorationsprozesse ist.

B. Kultivierung

Mit Hilfe von Selektivmedien wurden zwei Pilztaxa von Objekten der
Kénigsberger Bernsteinsammlung isoliert. Uber die DNA-Sequenzanalyse
wurden beide Isolate der Gattung Aspergillus zugeordnet (Abb. 4). Die-
se Schimmelpilze gehéren zur Abteilung der Schlauchpilze (Ascomycota).
Vertreter dieser Gattung leben saprophytisch und sind in allen aeroben Um-
gebungen vorzufinden. Viele Aspergillus-Arten konnen in nihrstoffarmen

AngClaa. Asperpius clavats,

m.?wwm.
Fungi isolad 1

Fungi isolad 2
HFW'W hamigahus.

PaSClava, Pamicilogss clindiilormis,
AEO0IEE

Abbildung 4: FEM-Aufnahmen isolierter Pilze (Aspergillus). Rezenter Aufwuchs auf
Objekten der Konigsberger Bernsteinsammlung; A-B: Bernstein-Isolat 1, C-D: Bernstein-
Isolat 2, E: Ausschnitt aus einem Stammbaum mit den Isolaten 1 und 2 (erstellt mit dem
Programm ARB).
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Abbildung 5: Molekularbiologische Analyse von Biofilmen auf Bernsteinen der Ko-
nigsberger Sammlung. Nachgewiesen wurden Archaea, diverse Bakterien (Polaribacter &

Ralstonia) sowie Pilze (s. Abb. 4).

Umgebungen bestehen, indem sie Salz- und Stickstoffquellen (Ammoniak
und Nitrate) verwerten.

C. Detektion und Identifizierung der Mikroorganismen
Fiir die Diversititsanalyse der mikrobiellen Flora wurde Material von Ob-
jekten der Kénigsberger Bernsteinsammlung entnommen. Uber eine Kom-
bination aus mechanischen und enzymatischen Verfahren wurde DNA aus
diesen Proben extrahiert. Aus dem DNA-Extrakt wurde mit Hilfe gen-
spezifischer Primer in einer Polymerasekettenreaktion selektiv rDNA von
Bakterien und Pilzen amplifiziert. In allen ausgewihlten Objekten der Ké-
nigsberger Bernsteinsammlung konnte auf diesem Weg rDNA von Bak-
terien nachgewiesen werden. Zwei von sechs Bernsteinproben enthielten
zusitzlich rTDNA von Pilzen und Archaeen (Abb. 5). Eine anschlieflende
denaturierende Gradientengelelektrophorese (DGGE) erméglichte nun die
weitere Auftrennung der IDNA-Fragmente.

Als Beispiel ist in Abbildung 5 ein Fingerprinting der bakteriellen Ge-
sellschaften auf sechs ausgewihlten Objekten der Kénigsberger Bernstein-
sammlung dargestellt. Die Anzahl der Banden im DGGE-Gel ist ein Maf§
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fiir die bakeerielle Diversitit auf den jeweiligen Bernsteinproben. Die Ergeb-
nisse der bisherigen Analysen lassen auf eine mifige bakterielle Diversitit
auf den Bernsteinproben schlieflen. Die Identifizierung der detektierten
Mikroorganismen ist iiber die Sequenzanalyse der aufgetrennten rDNA-
Fragmente moglich. Hierfiir wurden die rDNA-Fragmente der detektier-
ten Mikroorganismen sequenziert und mit bekannten Sequenzen in of-
fentlich zuginglichen Datenbanken (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.Blast)
verglichen. Die Sequenzdaten der erfafSten Mikroorganismen wurden zur
taxonomischen Einordnung in ein auf rRNA basierendes Identifikations-
System (Programmpaket ARB; Ludwig et al. 2004) importiert und in
einen Stammbaum eingerechnet (Abb. 5). Detektiert wurden zwei Bak-
terien, die zu den Taxa Polaribacter und Ralstonia gehdren. Der Nach-
weis von Polaribacter ist bemerkenswert. Polaribacter gehort zur Cytophaga-
Flavobacterium-Bacteroides-Gruppe und ist normalerweise ein kiltelieben-
des Bakterium (Gosink et al. 1998). Méglicherweise ist dies ein Hin-
weis auf eine sekundire Infektion des Bernsteins wihrend der Eiszeit,
deren Biofilme sich in den feinen Rissen erhalten haben. Dieser Befund
mufl natiirlich iiberpriift werden. Das zweite Taxon gehért zu den Beta-
Proteobacteria, ist ein Bodenbakterium, und nahverwandte Taxa sind ausge-
sprochene Pflanzenpathogene (z. B. R. solanacearum) (Dookun etal. 2001).
Welche Bedeutung dieser Befund hat, ist bis dato unbekannt, eréffnet aber
ebenfalls interessante neue Aspekte der Biofilmbildung auf Bernsteinen.
Maoglicherweise haben sich im Laufe des Lagerungszeitraums und aufgrund
des konstanten Mikroklimas (Lagerung der Bernsteine bei 22 °C und kon-
stanter Luftfeuchtigkeit) Dominanzen ausgebildet.

Diese Untersuchungen haben erstmals gezeigt, dafl es zu Biofilmbildun-
gen auf Sammlungsmaterial von Bernstein kommt, die sich auch in den
feinen Rissen des Bernsteins bilden. Noch ungeklirt ist, welche Stoffe die
Mikroorganismen dort metabolisieren.

2. Fossile Biofilme und Mikroorganismen in Bernsteinen

Es gibt nur wenige Arbeiten iiber Mikroinklusen in Bernsteinen, obwohl
diese fiir das Verstindnis palitkologischer Zusammenhinge essentiell sind.
Die iltesten Arbeiten iiber Mikroinklusen in Bernstein sind aus dem Karbon
von Schottland bekannt (Smith 1894). Allerdings wurde erst um die Mit-
te der neunziger Jahre des letzten Jahrhunderts das 6kologische Potential
der Mikroinklusen wieder entdeckt (z. B. Waggoner 1996). In allen un-
tersuchten Bernsteinlagerstitten unterschiedlicher Erdzeitalter fanden sich
Mikroinklusen mit Pilz- und Bakterienresten. Aufgrund der exzellenten
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Erhaltung ist es moglich, eine saubere morphologische Analyse durchzu-
fithren. Von besonderem Interesse sind die Ergebnisse aus dem Bernstein
der unteren Obertrias (Carnium) der Dolomiten (Schmidt et al. 2006).
Die Bernsteine stammen aus der Santa Croce-Formation und dort aus ei-
nem Palioboden. Die Diversitit von Mikroinklusen ist extrem hoch und
umfaflt Algen, Pilze, Ciliaten, Thekamében und unterschiedliche Bakte-
rien inklusive Cyanobakterien. Die Daten lassen eine nahezu komplette
Rekonstruktion eines triassischen Mikroenvironments zu. Diese Erhaltung
im Bernstein stellt ein exzellentes Fenster in die mesozoische Vergangenheit
dar, wie es sonst von keiner anderen Erhaltungsform bekannt ist.

Die beobachteten Mikroinklusen sind ein fossiler genuiner Bestandteil
des Bernstein und nicht durch spitere Infektionen verursacht. Noch nicht
untersucht wurden die mikrobiellen Prozesse, die bei der Ablagerung im
Sediment und auch im Meerwasser den Bernstein verindert haben. Dies
ist ein Ziel der laufenden Untersuchungen.

Spektakulidr waren natiirlich die Arbeiten von Cano & Borucki, die
1995 in ,Science” publiziert wurden. Sie gaben an, eine Bakterien-Spore,
die sie aus dem Abdomen einer Biene des Dominikanischen Bernsteins
(25—40 Millionen Jahre) isoliert hatten, wieder reaktivieren und kultivie-
ren zu konnen. Phylogenetische Untersuchungen (16stDNA) ergaben eine
verwandtschaftliche Beziehung zu Bacillus sphaericus. Alle weiteren Ver-
suche, aus dem festen Inneren des Bernsteins intakte DNA zu isolieren,
schlugen jedoch fehl. Es handelt sich vermutlich um Bakterien-Sporen und
Biofilme, die in kleinen Rissen und Frakturen wuchsen, in vergleichbarer
Art wie von uns beschrieben. Durch Oberflichenreinigung werden diese
nicht entfernt. Eine Reaktivierung dormanter Spezies konnte durch weitere
Untersuchungen nicht bestitigt werden.

Es ist geplant, im laufenden Projekt alte DNS zu isolieren. Diese Unter-
suchungen konnen allerdings nur in geeigneten Reinraum-Laboren durch-
gefiihrt werden, um Kontaminationen zu vermeiden.

Bernsteine sind ein ideales Medium zum Studium fossiler Mikroorganis-
men und deren biochemischer Reste. Neben den morphologischen Resten
sind auch chemische , Fossilien, sog. Biomarker, im Bernstein eingeschlos-
sen, die ebenfalls im laufenden Bernsteinprojekt untersucht werden.
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