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,0 how many algae are there?

The answer is simple: no one knows.”
(NorTon, T. A., MeLkoNIAN, M., ANDERSEN, R. A. 1996)
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Abstract

1. Abstract

Within the genus Nitzschia (Bacillariophyceae) the species complex around
Nitzschia palea contains some of the most spread taxa of the genus in fresh
waters. The Nitzschia palea complex is particularly poor in diagnostic
characters. Thus there are problems with the taxonomy within this complex.

For this study a number of isolates from the Nitzschia palea complex were ta-
ken from different sites and grown under equal conditions. The morphological
characters of these isolates were studied, if possible by using planometric me-
thods. The reproductivity of the measurements when carried out by different
people was tested. The DNA sequences of the ITS1, ITS2 and SSU regions of the
isolates were used for phylogenetic analysis. The results of the genetic and the
morphologic analysis were compared.

The phylogenetic analysis shows that among the isolates there are three well
supported groups. Among the examined morphological characters with a good
reproductivity (when analysed by different people) no character or combination
of characters was found which is unique for one of the groups supported by the
phylogenetic analysis. Following different species concepts the results of this
study show that within the Nitzschia palea complex there are at least three
cryptic species.
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Einleitung

2. Einleitung

Zahlreiche Aktivititen des Menschen, insbesondere seit der Industrialisierung, ver-
ursachen einen erhohten Kohlendioxidgehalt in der Atmosphire. Heute ist unstrit-
tig, dass diese Erhéhung zu Klimaveranderungen fiihrt. Um das AusmaB des Kli-
mawandels zu modellieren, wurde eine Vielzahl von Untersuchungen zur moglichst
genauen Quantifizierung der umgesetzten Mengen von Kohlenstoff im globalen
Kohlenstoffkreislauf durchgefiihrt.

In aktuellen Veroffentlichungen wird die Menge an Kohlenstoff, die der Atmo-
sphire jedes Jahr durch Photosynthese entzogen wird, auf rund 105 Pg geschitzt.
Von dieser Menge nehmen tropische Regenwilder ca. 17,8 Pg auf, die Savannen
14,2 Pg. Von den iibrigen Wilder weltweit werden ca. 9,1 Pg/a fixiert, auf Agrarfla-
chen ca. 8,0 Pg/a (FieLp & BenrenserG 1998). Der Anteil an Kohlenstoff, der global
von aquatischen Primirproduzenten festgelegt wird, liegt bei etwa 50 Pg/a. Von
diesem Kohlenstoff fixieren alleine die Kieselalgen 20 bis 26 Pg/a (Scara & BowLer
2001).

Kieselalgen, Diatomeen oder Bacillariophyceae sind einzellige, unbegeiBelte
Mikroalgen. Allen gemein ist die charakteristische Zusammensetzung der Pigmente
aus Chlorophyll a und ¢, Fucoxanthin, Diadinoxanthin und Diatoxanthin sowie eine
Zellwand aus Silikat, die bei einem GroBteil der Taxa charakteristisch kiaseschach-
telartig aus einer Ober- und einer Unterschale zusammengesetzt ist. Nach den
Angiospermen werden die Diatomeen als die artenreichste Gruppe innerhalb der
photoautotrophen Organismen angesehen. Norron, MELKONIAN ET AL. (1996) geben
eine zu erwartende Taxazahl von 100 000 bis 10 000 000 bei derzeit 10 000 — 12
000 bekannten Taxa an.

Hinter dieser Organismengruppe verbergen sich gewaltige Ressourcen, die bisher
nur in wenigen Ansitzen einer direkten Nutzung zugefiihrt werden. Leseau (2003 a,
B) nennt als bisherige Nutzung nur die Verwendung als Futterorganismen in Aqua-
kulturen sowie die Verwendung von Kieselgur — fossilem gereinigten Schalenmate-
rial — als Filtermaterial und Absorbens z.B. fiir die Sprengstoffherstellung. Dane-
ben gibt es quantitativ unbedeutendere Anwendungen wie die Produktion von Mar-
ennin, einem blaugriinen Farbstoff aus der Kieselalge Haslea ostrearia, der den
begehrten Marennes-Oléron-Austern ihre charakteristische smaragdgriine Farbung
verleiht.
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Als weitere mogliche Nutzungen scheinen vor allem die Speicherfette der Kiesel-
algen attraktiv, die mit ihrem hohen Gehalt an Eicosapentaensidure und Arachidon-
sdure erndhrungsphysiologisch sehr wertvoll wiren. Wex & Cuen beschreiben 2002
ein Perfusionskulturverfahren zur Fettsdureproduktion mit Nitzschia laevis, das im
LabormafBstab, allerdings bei heterotropher Erndhrung der Algen, eine Ausbeute
bis zu 1112 mg extrahierbarer Eicosapentaensidure pro Liter Kultursuspension er-
reichte. In Versuchen mit photoautotroph wachsenden Kieselalgen konnten
YonemantrcHar & Warp (1991) Ausbeuten von 107,3 mg Eicosapentaensdure pro Liter
Kultursuspension bei insgesamt 337,8 mg Fettsdureproduktion pro Liter erreichen.

Interessant sind auch die hohen Vitamingehalte einiger Arten sowie antibakteriell
und antimykotisch wirkende Stoffe (Leseau 2003 B). Vereinzelt wurden Stoffe iso-
liert, die in vitro das Wachstum von Krebszellen (Berct, BOURGOUGNON ET AL. 1997)
oder die Vermehrung von HI-Viren gehemmt haben (Berct, BourcouNoN ET AL.

1999).

Kieselalgen besitzen eine Zellwand aus amorpher Kieselsiaure. Die Zellwand verwit-
tert nicht und weist neben dem charakteristischen Aufbau aus zwei Schalenhilften
artspezifische Feinstrukturen auf, die sich gut zur Bestimmung der Taxa eignen.
Daher lasst sich die Zusammensetzung von rezenten und fossil im Sediment vor-
kommenden Kieselalgenpopulationen anhand der Kieselalgenschalen gut rekon-
struieren. Da viele Diatomeentaxa spezifische Priferenzen und Toleranzen fiir ver-
schiedene Umweltparameter besitzen, eignen sie sich hervorragend zur Charakteri-
sierung des Milieus und werden seit rund 30 Jahren als Bioindikatoren eingesetzt.
Avies (1999) verwendet Diatomeen zur okologischen Bewertung der FlieBgewisser-
versauerung im Schwarzwald. Weitere Arbeiten zur Indikation von Gewésserver-
sauerungen stammen beispielsweise von MiLLs (1986) oder StemserG (1992). Dane-
ben gibt es Arbeiten, in denen Kieselalgentaxa zur Indikation der Wassertempera-
tur (Cuorvoky 1968, Hein & Korpen 1979 zitiert in HuruiMann 1993), der Saprobie
(Rorr 1997) oder der Trophie herangezogen wurden. Insbesondere zur Trophie-
indikation sind weltweit zahlreiche Untersuchungen durchgefiihrt worden. Als Bei-
spiele seien hier die Untersuchungen von Hormann (1993) zu Bioindikation in mit-
teleuropiischen Seen oder von Saromont & Rocua (2006) zur Indikation in brasilia-
nischen FlieBgewdssern genannt. Die Trophieindikation anhand von Diatomeen
findet iiber die Umsetzung der europiischen Wasserrahmenrichtlinie Eingang in
die routinemaBige Untersuchung der Oberflichengewasser.
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Ein wichtiges Werkzeug fiir die Verwendung von Kieselalgen in der Bioindikation
ist die Taxonomie. Erst wenn sinnvolle Grenzen zwischen morphologischen Typen
gezogen werden konnen, ist die Vorraussetzung gegeben, in einer Kieselalgenge-
sellschaft Taxa zu bestimmen und darauf aufbauend Riickschliisse iiber die Was-
serqualitit zu ziehen.
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3. Die Gattung Nitzschia

Die erste vollstindige Entschliisselung eines Kieselalgengenoms, des Genoms
von Thalassosira pseudonana (ArMerust, BERGES ET AL. 2004), offenbarte einige
Uberraschungen. Bei der Entschliisselung der Gensequenzen stellte sich her-
aus, dass Diatomeen in der Lage sind, neben 865 als rein pflanzlich geltenden
Proteinen und 271 cyanobakterientypischen Proteinen auch 806 Proteine zu
synthetisieren, die bisher als rein tierisch galten. Weiterhin zeigen Untersu-
chungen zur aktiven Fortbewegung der raphiden Kieselagen, dass die Bewe-
gung mit Aktin und Myosinfilamenten realisiert wird, was fiir das Pflanzen-
reich untypisch ist (vgl. SitTE, ZIEGLER ET AL. 1991 ).

Stellen die Diatomeen also seltsame Chiméren zwischen den groBen Reichen
der klassischen Systematik dar?

Lange Zeit wurden Diatomeen als Subdivision der Heterokontophyta angese-
hen. Auf diese Einteilung deutet das Vorkommen von Chlorophyll a und c,
wahrend Chlorophyll b fehlt, sowie der charakteristische Bau der Chloroplasten
hin. In diesen sind die Stapel aus je drei Thylakoiden zusammengesetzt. Der
ganze Chloroplast ist, neben der iiberall im Pflanzenreich verbreiteten doppel-
ten Membran, zuséatzlich von einer weiteren Membran umbhiillt, die dem endo-
plasmatischen Retikulum zugehorig ist. Ferner besitzen Kieselalgen die glei-
chen akzessorische Pigmente wie die Heterokontophyta, vor allem Fucoxan-
thin, aber auch Diadinoxanthin und Diatoxanthin (Merzyer 1973). Das Vor-
kommen von Chrysolaminarin als Speicherstirke und der dicht an die Kern-
membran angepresste Golgi-Apparat weisen ebenfalls auf die Zugehorigkeit
der Diatomeen zu den Heterokontophyta hin. Laut van Hoek, Janns & Mann
(1993) kann auch die Struktur der Geif3el, die nur bei wenigen ménnlichen Ga-
meten der Centrales auftritt, trotz gewisser Abweichungen der GeiBelstruktur,
von den Heterokontophyta abgeleitet werden. Wegen ihrer zahlreichen Eigen-
arten werden die Diatomeen mittlerweile als eigene Division der Strameopiles
angesehen (SociN & PATTERSON 1995)

Die Vielfiltigkeit der potentiell in Kieselalgen vorkommenden Proteine lasst
sich neben dieser etwas isolierten Stellung in der Systematik auch mit der
mehrfachen Aufnahme von Endosymbionten erkldren (ArmBrUsT, BERGES ET AL.
2004).
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Innerhalb der Kieselalgen konnte durch die jiingeren molekularbiologischen
Untersuchungen viel zur Systematik beigetragen werden. Beispielsweise wird
heute entgegen der bisher verwendeten Zweiteilung in Centrales und Pennales
von drei Klassen ausgegangen. Nach MepriN, Kooistra ET AL. (1996) stellt sich die
Systematik der Kieselagen nach heutigen Stand wie folgt dar: Die Coscinodisco-
phyta, die im wesentlichen den friiheren Centrales entsprechen, teilen sich in
zwei Gruppen auf. MepLiv, Kooistra Et L. unterscheiden dabei die Coscinodisco-
phyceae, die als evolutiv am urspriiglichsten angesehen werden und die Medio-
phyceae, in denen die Thalassiosirales und die bipolaren Centrischen wie z.B.
Rhaponeis enthalten sind. Die Pennales oder Bacillariophyceae stellen ein Mo-
nophyllum dar, sie werden in Raphide und Araphide unterteilt.

In der taxonomischen Einordnung nach dem National Center for Biotechnolo-
gy Information (NCBI) werden die Diatomeen (Bacillariophyta) in drei Klassen
unterschieden (Abb. 1): Coscinodiscophyceae (inkl. der Thalassosirales), Fragi-
lariophyceae, in denen bipolare, araphide Taxa vereinigt werden, und Bacilla-
riophyceae mit den pennaten, raphiden Taxa.

Innerhalb der Raphiden werden zunéchst die Eunotiophycidae vom Rest (,,Ba-
cillariophycidae“) abgetrennt. Die Bacillariophycidae enthalten u.A. die Klassen
Achnanthales, Surirellales, Cymbellales, Naviculales, und Bacillariales. Letztere
enthilt die Familia der Bacillariaceae mit den Gattungen Bacillaria, Cylindro-
theca, Psammodictyon, Pseudonitzschia, Hantzschia, Denticula’, Fragilariop-
sis und Nitzschia.

Die Gattung Nitzschia wurde 1845 von HassatL mit der Typusart Nitzschia
elongata begriindet. Die Beschreibung von Nitzschia elongata von HassaLL war
jedoch nicht giiltig. Der Speziesname ist daher als nomen illegalis eingestutft,
wobei der Gattungsname Nitzschia als nomen conservandum eingestuft wurde.
Infolge dessen ist die ndchste giiltig beschriebene Nitzschia-Art, Nitzschia sig-
moidea, der Typus der Gattung. Diese war 1817 von Nirzscu in ,Beitrige zur In-

1 Krammer & Lance-BertaLOT (1988) stellen Denticula nicht in die Bacillariaceae, sondern in die
Epithemiaceae. Grund hierfiir sind vor allem die Sphéroidkoérper, die sich bei den Epithemiaceae
und auch den meisten Denticula-Taxa im Zellplasma befinden. Die Untersuchungen von LoisL
(2005) zeigen jedoch, dass Denticula und Nitzschia sehr nahe verwandt sind.
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Bacillaria Cylindrotheca Psammodictyon Nitzschia Hantzschia Denticula Fragilariopsis

\\\///

Bacillariaceae

Achnanthales Surirellales Bacillariales  Cymbellales MNaviculales

Bacillariophycidae Eunctiophycidae

e

Coscinodiscophyceae  Bacillariophyceae Fragilariophyceae

\ /

Phaeophyta Bacillariophyta Chrysophyta

\ /

Stramenopiles

Eukaryota

Abbildung 1: Systematische Stellung der Gattung Nitzschia (Einteilung nach NCBI)

fusorienkunde®, Neue Schriften der Naturforschenden Gesellschaft, als Bacilla-
ria sigmoidea beschrieben worden. Smrra versetzte das Taxon 1853 in die Gat-
tung Nitzschia.

Die Gattung Nitzschia ist gekennzeichnet durch den Besitz zweier, im Regelfall
diagonal opponierter oder auf den Theken zentral gelegener Kanalraphen, die
durch Stiitzelemente, den Fibulae, iiberspannt werden. Weitere Kennzeichen
sind isopole Longitudinal-, Transversal- und Transapikalachsen.

RegelmaiBig ist eine variable Zahl von Giirtelbiandern zu finden. Die Frusteln ei-
niger Taxa sind sigmoid gekriimmt, der Querschnitt haufig nicht rechteckig
sondern rhomboid oder leicht trapezférmig. In der Regel liegen zwei, gelegent-
lich komplex gelappte Chloroplasten vor, die jeweils einzeln zum Zellende hin
angeordnet sind.




Die Gattung Nitzschia

Die Gattung Nitzschia sensu lato, wie sie von Krammer & Lance-Bertaror (1988)
definiert wird, umfasst mehrere Sektionen oder Artengruppen, in die die Gat-
tung aufgeteilt werden kann. Die Autoren geben folgende, z.T. historische Sek-

tionen an:
Sektion Merkmale
Nitzschiellae +  Raphenkiel mehr oder weniger exzentrisch
+  Kein Conopeum ausgebildet
+  Mittelteil der Zellen spindelformig, Spitzen lang vorge-
zogen
Lanceolatae +  Raphenkiel ohne Conopeum
+ Fehlen von Merkmalskombinationen, die fiir andere
Sektionen typisch sind.
Bei den Lanceolatae handelt es sich um eine Sammelsektion, in
der merkmalsarme Taxa zusammengefasst sind.
Tryblionel- «  Umriss abweichend vom Rest breiter und stiarker sym-
lae metrisch
« Deutliche Langsfalte oder Welle in der Schalenoberfla-
che
+  Transapikalrippen auf der AuBenseite
Apiculatae | Merkmale weitgehend iibereinstimmend mit Tryblionellae, wer-
den von Krammer & Lance-Bertaror mit diesen zusammenge-
fasst.
Pandurifor- + Zwischenraum zwischen den Chloroplasten (abwei-
mes chend von anderen Nitzschia spec.) gegeniiber der

Transapikalebene schief.
Poren ein hexagonales Muster bildend

keine Transapikalrippen auf der AuBenseite
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Sektion Merkmale

Merkmale ansonsten weitgehend iibereinstimmend mit Tryblio-
nellae, werden von KrammEer & LaNGe-BerraLor mit diesen zusam-
mengefasst.

Bilobatae +  Raphe mit Zentralknoten

+  Kein Conopeum ausgebildet

+ Raphenkiel etwas exzentrisch

+  Frusteln in der Mitte deutlich konkav eingeschniirt

«  Zelle durch zahlreiche Giirtelbander relativ hoch

Dubieae Raphenkiel stiarker exzentrisch als bei Bilobatae, Merkmale an-
sonsten tibereinstimmend mit diesen, werden von Krammer &
Lance-Berraror mit diesen zusammengefasst.

Lineares Merkmalsarme Gruppe, lt. Krammer & LaNGe-BertaLoT unzurei-
chend definiert
Dissipatae +  Raphe durchgehend, ohne Zentralknoten

+  Raphe (relativ) wenig exzentrisch oder zentrisch
+  Raphenkiel mit Conopeum

+ Schalen nicht sigmoid gekriimmt

Insignes +  Sehr langschalige Formen

+  Raphe stark exzentrisch

+  Raphe durchgehend, ohne Zentralknoten
+ Raphenkiel deutlich ausgepragt

+  Kein Conopeum ausgebildet

+ Fibulae ins Schaleninnere hinein verlangert
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Sektion

Merkmale

Werden meist mit den Scalares vereinigt

Scalares

Werden meist mit Insignes vereinigt, Merkmale siehe dort

Grunowia

Raphenkiel deutlich exzentrisch
Raphe durchlaufend, ohne Zentralknoten
Kein Conopeum ausgebildet

Fibulae relativ weit iiber dem Raphenkanal, erscheinen
daher verlangert

Epithe-
mioideae

Raphe mit Zentralknoten

Kein Conopeum ausgebildet
Raphenkiel etwas exzentrisch
Fibulae in die Schale hineinverlangert
Schale mit Querrippen

Zelle meist mit zahlreichen Giirtelbandern

Sigmoideae

Frusteln in Pleuralansicht mehr oder weniger sigmoid
gekriimmt

Raphe durchgehend, ohne Zentralknoten

Raphenkiel mit Conopeum

Spathulatae

Raphe durchgehend, ohne Zentralknoten
Raphe nur wenig exzentrisch
Raphenkiel mit Conopeum

Frusteln nicht sigmoid gekrimmt

Sigmata

Raphe mit Zentralknoten

11



Die Gattung Nitzschia

Sektion Merkmale

+ Kein Conopeum
«  Raphe stark exzentrisch

+  Frusteln in Giirtelbandansicht sigmoid gekrimmt

Obtusae «  Raphe mit Zentralknoten
+  Kein Conopeum
+  Raphe distal deutlicher exzentrisch als proximal

+ Frusteln in Giirtelbandansicht sigmoid gekriimmt

Einige dieser Sektionen wurden von anderen Autoren (z.B. Rouxp, CrRawrorRD &
Mann 1990) bereits als eigene Gattung aufgefasst, wie beipielsweise die Tryblio-
nellae als Gattung Tryblionella, Panduriformes als Gattung Psammodictyon
oder die Grunowia als Gattung Grunowia.

Wihrend sich die gerade erwidhnten Sektionen und die Epithemioidae sowie
die zusammengefassten Dubiae und Bilobatae relativ gut ansprechen lassen, ist
die Zuordnung von Taxa zu den iibrigen Sektionen problematisch. Hier er-
scheint ein natiirliches System hinter den Sektionen zweifelhaft. Genetische
Untersuchungen zur Klarung, inwieweit die genannten Sektionen natiirliche
Gruppen darstellen, wiren hierzu sehr wiinschenswert. Sie sind allerdings auf-
grund der Seltenheit und der stark unterschiedlichen Standorte einiger Taxa
sehr aufwindig. Die Befunde von Lol (2005) lassen aber erwarten, dass im
Zuge einer weiterreichenden Uberarbeitung der Gattung Nitzschia selbige in
mehrere neue Gattungen aufgeschliisselt wird.

Die Lanceolatae stellen innerhalb der Gattung Nitzschia eine Sammelgruppe
dar, in der Taxa zusammengefasst werden, die aufgrund ihrer Merkmalsarmut
nicht in eine der iibrigen Sektionen passen. Thnen gemein ist das Fehlen eines
Conopeums, das Fehlen einer sigmoiden Kriimmung, das Fehlen verlangerter
Fibulae oder verstarkter Transapikalrippen, das Fehlen von Léngsfalten und
eine mehr oder weniger linear-lanzettliche bis spindelformige Form ohne Be-
sonderheiten. In der angewandten Forschung sind die Lanceolatae interessant,
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Die Gattung Nitzschia

weil viele haufige Taxa wie N. palea, N. paleacea oder N. frustulum oder fiir
die Bioindikation wichtige Taxa wie N. inconspicua (eutraphent) oder N. alpi-
na (oligotraphent) in diese Sektion eingeordnet werden. Der Mangel an Diffe-
renzierungsmerkmalen macht die Unterscheidung der Taxa dieser Sektion oft
schwierig.

Der Hauptgegenstand der vorliegenden Arbeit ist der Formenkreis um Nitz-
schia palea, der in der gegenseitigen Abgrenzung problematisch ist. Neben
dem erwdhnten Taxon mit seinen Varietdten bzw. Formen N. palea f. major
RagennorsT 1864, N. palea var. minuta Brrisca v Rasentorst 1863, N. palea var.
tenuirostris Lance-Bertaror 1976 und N. palea var. debilis Kitzing 1844 gehoren
hierzu u.a. die Taxa Nitzschia pilum Hustepr 1942, Nitzschia gracilis Hanrtzscu
1860, Nitzschia graciloides Hustept 1953, Nitzschia subrostratoides CHoLNOKY
1966 sowie einige Formen, die Nitzschia pura Hustepr 1954 bzw. Nitzschia aci-
culariodes HustepT 1959 zZugerechnet werden.

Zum besseren Verstiandnis des Formenkreises um Nitzschia palea wird folgen-
de Vorgehensweise gewihlt.

1. Mit ausgewihlten Vertretern dieses Formenkreises werden phylogene-
tische Analysen durchgefiihrt. Dazu werden bestimmte DNA-Sequen-
zen der Taxa miteinander verglichen, um natiirliche Gruppen innerhalb
des Formenkreises aufzuspiiren.

2. Im Weiteren werden zahlreiche morphologische Merkmale der unter-
suchten Taxa des Komplexes um Nitzschia palea detailliert untersucht.

3. SchlieBlich wird gepriift, inwieweit die Ergebnisse der morphologischen
Differenzierung der ausgewihlten Formen mit den Befunden der phylo-
genetischen Analysen iibereinstimmen. Durch diese Vorgehensweise
soll geklart werden, ob sich bestimmte morphologische Parameter als
Merkmale zur Differenzierung zwischen natiirlichen Gruppen eignen.

13
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4. Material und Methoden

4.1 Probengewinnung / Isolation

Die Kultur von Kieselalgenstimmen stellt eine wichtige Grundlage dieser Ar-
beit dar. Zum einen dient die Kultur von monoklonalen Stimmen der Gewin-
nung ausreichender Mengen von Material fiir die DNA-Analyse, zum anderen
erlauben Kulturen eine Beobachtung der phinotypischen Plastizitdt eines
Stammes iiber viele Zellgenerationen hinweg. Diese Tatsache ist eine wichtige
Vorraussetzung um das GroBen- und Formenspektrum sowie die Merkmals-
konstanz innerhalb eines monoklonalen Stammes abzuschitzen zu konnen.
Statistisch gesicherte Aussage iiber die Merkmalsauspragungen und Kenntnis-
se liber die Variabilitit innerhalb eines Klones, wie sie {iber Kulturen gewonnen
werden konnen, liefern fiir taxonomische Fragestellungen wichtige Informatio-
nen.

Mit Ausnahme eines Stammes, der von der Sammlung fiir Algenkulturen Got-
tingen (SAG) bezogen wurde, wurden alle in dieser Arbeit behandelten Stimme
selbst isoliert. Die Freilandproben, aus denen die Stamme isoliert wurden,
stammten aus Exclosures, aus Epiphyton, aus Epilithon und aus Epipsammon.

41.1 Exclosures

Aus der Uberlegung heraus, Proben mit einem moglichst hohem Anteil an
Nitzschia-Zellen zu gewinnen und ein selektives Grazing, wie es z.B. von
McCormick & StevENsON (1989), Nicorri (1977) oder spater von Azovsky &
SaBurova (2005) beschrieben wurde, zu vermeiden, waren zunachst Exclosures
verwendet worden. Diese bestanden aus Acrylglaskidsten, deren Boden mit
Siebgewebe bespannt war. Das Siebgewebe hatte eine Maschenweite von 10
um, wodurch Kieselalgen einwandern konnten, Grazer aber weitgehend ausge-
schlossen wurden. Im Deckel waren zur Entliiftung Locher vorgesehen, die
ebenfalls mit Siebgewebe gegen das Eindringen von Grazern geschiitzt waren.
In diese Exclosures wurden Objekttrager aus Glas (7,8 x 2,5 cm) zur Besiedlung
gelegt. In den Versuchen wurden die Exclosures fiir drei Wochen in den Eis-
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haussee, den Herrensee und den Fischkaltersee eingebracht. Nach diesem Zeit-
raum wurden die Objekttrager entnommen und bis zur weiteren Verwendung
in Wasser aus dem Exclosure aufbewahrt.

Aufgrund der geringen Ausbeute, der langen Wartezeit bis zur Besiedlung und
des hohen technischen Aufwandes wurde die Methode nach den ersten Versu-
chen nicht fortgefiihrt.

4.1.2 Epiphyton

Zur Gewinnung von Isolaten aus dem Aufwuchs von Rohrichtpflanzen wurden
Stangel von Phragmites australis, Schoenoplectus lacustris und Cladium ma-
riscus mit einer Gartenschere etwa 30 — 50 cm unter der Wasseroberflache ab-
geschnitten und bis zur weiteren Verarbeitung in Standortwasser aufbewahrt.

Auch Stoppel von Stingeln der Vorjahre, welche teilweise mit bis zu 1,5 cm
machtigen Biofilmen iiberzogen waren und Blatter von Schwimmblattpflanzen
wurden auf diese Weise gesammelt. Von submersen Pflanzen wurden Proben
mit Hilfe eines Rechens genommen. Aus dem Starnberger See wurden Proben
von Najas marina, Potamogeton perfoliatus, P. pectinatus und von grobem
Detritus aus einer Tiefe von 2 — 5 m durch Taucher entnommen.

4.1.3 Epilithon

Zur Gewinnung von Proben des Epilithons wurden Steine unterschiedlicher
GroBe aus dem Gewisser entnommen und bis zur weiteren Verarbeitung in
Standortwasser aufbewahrt.

4.1.4 Epipsammon

Von der Oberfliche weicher Sedimente wurden mit einem Schlauch, an dessen
unteren Ende ein Gewicht befestigt war, Proben angesaugt. Zur Erzeugung des
notigen Unterdrucks diente eine Handvakuumpumpe. Die Proben wurden in
einem Auffangbehilter gesammelt, der zwischen Saugschlauch und Vakuum-
pumpe befestigt war, und mit Standortwasser bis zu weiteren Verwendung auf-
bewahrt.
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4.1.5 Isolation
Die Isolation der Algen erfolgt bei allen Proben nach folgendem Schema:

Zunichst wurde eine Algensuspension hergestellt, indem Sedimentproben mit
autoklaviertem Leitungswasser (121°C, 20 min) direkt suspendiert wurden.
Proben von Makrophyten, grobem Detritus, Steinen, Schilfstoppeln oder Ob-
jekttragern aus Exclosures aus den jeweiligen Probegewissern wurden mit ei-
ner Zahnbiirste abgebiirstet. Der Aufwuchs wurde anschlieBend aus der Zahn-
biirste mit sterilisiertem Leitungswasser (s. 0.) ausgewaschen und die Suspen-
sion in einer Petrischale aufgefangen.

Aus den Algensuspensionen wurden Aliquote in eine Verbundkammer fiir das
Umkehrmikroskop gegeben und bei Bedarf mit sterilem Leitungswasser oder
Nihrmedium verdiinnt.

Zur Isolation einzelner Nitzschia-Zellen wurden Pasteurpipetten iiber dem
Bunsenbrenner erhitzt und die Spitze zu einer diinnen Kapillare ausgezogen.
Diese Kapillare wurde auf ca. 4 cm gekiirzt und vor der Verwendung mit steri-
lem Medium oder sterilem Leitungswasser gefiillt.

Mit den so ausgezogenen Pipetten wurden die Algen unter dem Umkehrmikro-
skop bei 100 — g00facher VergroBerung einzeln angesaugt und auf vorbereite-
ten Ndhrboden gegeben.

Der nétige Unter- bzw. Uberdruck beim Ansaugen bzw. Ubertragen der Isolate
wurde iiber einen Schlauch mit dem Mund erzeugt. Um Kontaminationen iiber
evtl. eingesaugten Speichel zu verhindern, wurde zwischen dem Schlauchende
mit dem Mundstiick und dem Schlauchende mit der Kapillare eine Woulff'sche
Flasche eingebaut.

Nach jedem Isolationsversuch wurde die Spitze mit sterilem Medium gespiilt
und neu gefiillt.
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4.2 Kultur

4.21 Kulturmedien

Bei der Kultur von Algen kommt den verwendeten Nahrmedien eine Schliissel-
rolle zu. Diese miissen alle zum Wachstum noétigen Stoffe in ausreichender
Menge liefern und dabei zumindest anndhernd den osmotischen Bedingungen
entsprechen, die die zu kultivierenden Algen auch in ihrer natiirlichen Umge-
bung vorfinden. Aus den verschieden Standardwerken zur Algenkultur (z.B.
StEIN 1973) ist eine Vielzahl von Medien und Modifikationen zu finden.
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4.2.1.1 Wright's Cryptophyte-Medium

Aufgrund der in der Limnologischen Station Iffeldorf vorhanden Erfahrungen
mit Algenkulturen wurde zunichst ein modifiziertes Wright's Cryptophyte-Me-

dium? (=“WC-Medium*®) nach Goos (1999) zur Kultur der Algen verwendet.

Zur Herstellung des WC-Mediums wurden folgende Stammlésungen angesetzt:

Tabelle 1: Stammlésungen mit Inhaltsstoffen fiir die Herstellung von WC-Medium

Losung Inhalt Einwaage | Hersteller | Dosierung (be-
aufil zogen auf'1l
fertiges Medi-
um)
WC1 CaCl, 2 H.O 36,76 g Fluka 1 ml
WC 2 MgSO, 7 H.O 36,97 g Merck 1 ml
WC3 Na,CO, 7,95 g Merck 1 ml
WC4 K.HPO, (was- 1,00 g Merck 1 ml
serfrei)
WC5 KNO, 110,00 g Fluka 1 ml
WC6 Na.SiOy 5 H,O 21,21 g Sigma 1 ml
Spurenele- | EDTA 3,55 & Merck 1 ml
mente FeCl, 6 H,O 3,15 ¢ | Merck
CuSO, 5 H.O 0,01 g Fluka
ZnS0O, 7 H,O 0,022 g Merck

2 Wofiir das viel zitierte Acronym ,,WC-Medium“steht, ist nicht eindeutig zu klaren. In Axberson 2005

~WC* als ,,Wright's Cryptophyte” erklart. Eine andere Erklarungsmoglichkeit ist ,,Whright's CHU“
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Losung Inhalt Einwaage | Hersteller | Dosierung (be-
auf1l zogen auf'1l
fertiges Medi-
um)
CoCl, 6 H,O 0,01 g |Sigma
MnCl, 4 H.O 0,18 g Fluka
Na,MoO, 6,0 mg |Sigma
H,BO, 1,0 g Merck
Vitaminl6- | Thiamin 0,1 mg |Sigma 1 ml
sung Biotin 0,5 mg |Sigma
Cyanocobala- 0,5 mg |Sigma
min

Von den Stammlosungen wurde jeweils 1 ml/1 zur Herstellung des fertigen Me-
diums pipettiert. Zum Auffiillen auf 11 wurde Wasser aus einer Reinstwasser-
anlage verwendet.

Desweiteren wurden 0,5 % Agar (Merck) zugesetzt, das Medium bei 121°C
20 min autoklaviert und jeweils 5 ml in sterile Petrischalen aus Polypropylen
(Greiner) gefiillt.
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4.2.1.2 CHU-10 Medium-Varianten

Da auf WC-Medium nur wenige Isolate anwuchsen, wurden Versuche mit an-
deren Medien durchgefiihrt (Durchfiihrung s. Kap. 4.2.4, Ergebnisse Kap. 5.1),
in deren Verlauf sich das Medium ,,CHU-10“ nach Steix (1973) bzw. eine Kom-
bination dieses Mediums mit sterilisiertem Wasser des Herkunftsgewéssers als

am besten geeignet erwies.

Zur Herstellung des Chu-10 Medium wurden folgende Stammldsungen verwen -

det:

Tabelle 2: Stammlosungen und Inhaltsstoffe fiir die Herstellung von CHU-10 Medium

Losung Imhalt Einwaage | Hersteller | Dosierung
auf'1l Lo- (bezogen auf1l
sungsvolu- Medium)
men
CHU 1 Na,SiO; 5 H.O 58 g |Sigma 10 ml
CHU 2 Ca(NO,)» 4 57,58 g | Fluka 1 ml
H.O
CHU 3 K,HPO, was- 10 g |Merck 1 ml
serfrei
CHU 4 MgSO, 7 H.O 25 g |Merck 1 ml
CHU 5 Eisencitrat- 33,5 g | Fluka 1 ml
Monohydrat
Zitronensaure 33,5 g |Riedel-de
Haen
CHU 6 Na.CO; 20 g |Merck 1 ml
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Losung Inhalt Einwaage | Hersteller | Dosierung
auf'1l Lo- (bezogen auf'1l
sungsvolu- Medium)
men
Spurenele- |H;BO, 2,86 g |Merck 0,5 ml
mente MnCl, 4 H,O 1,81 g | Fluka
ZnS0O, 7 H,0 0,22 g |Merck
Na,MoO, 2 0,39 g |Sigma
H.O
CuSO, 5 H,O 79,0 mg |Fluka
Co(NO,). 6 49,4 mg |Fluka
H.O
Vitaminlo- | Thiamin 0,1 mg |Sigma 1 ml
sung Biotin 0,5 mg |Sigma
Cyanocobala- 0,5 mg |Sigma
min

Die Losungen 1-5 und die Spurenelementlésung wurden auf das zweifache der
Endkonzentration zusammenpipettiert. Losung Chu 6 wurde separat auf das
zweifache der Endkonzentration verdiinnt. Beide zweifach konzentrierten Ge-
mische wurden getrennt bei 121°C fiir 20 min autoklaviert und nach dem Ab-
kiihlen vermischt. Diese Trennung der beiden ,Vorstufen® ist notig, um die Bil-
dung von Niederschlag im Medium wahrend des Autoklavierens zu verhindern.

Die Vitaminlosung wurde nach dem Erkalten zugesetzt.
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Der pH-Wert des fertigen Mediums wurde mit autoklavierter 1 %iger HCl und
1 %iger KOH-Losung auf 6,5 eingestellt.

Die fertigen Medien wurden analog zum WC-Medium mit 0,5 % Agar versetzt
und in Petrischalen gefiillt.

Die Verwendung von fliissigem Nahrmedium stellte sich im Verlauf der Arbeit
als weniger aufwiandig heraus. Aufgrund des wesentlich geringeren Platzbe-
darfs und Materialverbrauchs wurden desweiteren die Petrischalen durch Mi-
krowellplatten mit 96 U-formigen Vertiefungen (TPP) ersetzt. Diese wurden
mit 200 ul Medium pro Vertiefung (= Well) befiillt. Zur Weiterkultur ange-
wachsener Isolate wurden Mikrowellplatten mit 24 Vertiefungen mit ebenem
Boden (TPP) verwendet. Die Wells auf diesen Platten wurden mit jeweils 1 ml
Medium befiillt.

CHU-10 mit Standortwasser (,,CHU-E*)

Das Wasser der Herkunftsgewisser (,Standortwasser®) wurde zunichst mit ei-
nem Celluloseacetatfilter der Porenweite 0,2 um (Sartorius, Gottingen) filtriert
und anschliefend 4 Stunden mit einer 35 W UV-C-Rohre (Osram) bestrahlt.
Das sterilisierte Wasser wurde dann mit dem CHU-10 Medium im Verhéaltnis
1:1 gemischt.

CHU-10 mit Chloramphenicol (,,CHU-A")

Um bakterielle Kontaminationen zu vermindern, wurde bei der Isolation und
fiir Erhaltungskulturen aus Proben bzw. Kulturen mit starker bakterieller Be-
siedlung ein Antibiotikum zugegeben. Aufgrund seiner sehr breiten Wirkung
gegen gramnegative und grampositive Bakterien wurde hierfiir Chlorampheni-
col ausgewahlt. Zu einem Liter fertigem Medium wurde 1 ml einer Stammlo-
sung mit 63 mg Chloramphenicol (Fluka) pro ml Wasser beigemischt. Eine
Wachstumshemmung der Algen wurde bei der gewihlten Konzentration nicht
beobachtet.
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4.2.1.3 DIAT-Medium

Fiir den unter Punkt 4.2.4 beschriebenen Versuch zum Vergleich haufig ver-
wendeter Nahrmedien wurde das von der Sammlung fiir Algenkulturen in Got-
tingen (SAG) angewandte Bacillariophyceenmedium ,,DIAT“ verwendet.

Tabelle 3: Stammlosungen zur Herstellung des DIAT-Mediums

Losung Inhalt Einwaage | Hersteller | Dosierung
auf'1l Lo- bezogen auf
sungsvolu- 1 l fertiges
men Medium
Diat 1 Ca(NO,)> 4 20 g Fluka 20 ml
H.O
Diat 2 K.HPO, was- 1,0 g Merck 10 ml
serfrei
Diat 3 MgSO0, 7 H,O 1,0 g |Merck 25 ml
Diat 4 Na,CO, 1,0 g Merck 20 ml
Diat 5 Na,SiO; 5 H,O 1,0 g Sigma 50 ml
Diat 6 Eisencitrat- 1,0 g |Fluka 10 ml
Monohydrat
Diat 7 Zitronensaure 1,0 g Riedel-de 10 ml
Haen
Bodenextrakt 30 ml
Spurenele- ZnSO, 7 H.,O 1,0 mg |Merck 5 ml
mente MnSO, 7 H,O 2,0 mg |Merck
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Losung Inhalt Einwaage | Hersteller | Dosierung
auf'1l Lo- bezogen auf
sungsvolu- 1 l fertiges
men Medium
H;BO, 20,0 mg |Merck
Co(NOy), 6 1,0 mg |Fluka
H.O
Na,MoO, 2 1,0 mg |Sigma
H.O
CuSO, 5 H,O 5 ug |Fluka
EDTA 0,8 g |Merck
FeSO,7 H.O 0,7 & Merck
Vitaminlo- Thiamin 0,1 mg |Sigma 0,5 ml
sung Biotin 0,5 mg |Sigma
Cyanocobala- 0,5 mg |Sigma
min

Zur Herstellung des Medium wurden die in Tabelle 3 angegebenen Stammlo-
sungen entsprechend der dort angegebenen Mengen gemischt und 20 min bei
121°C autoklaviert.

Die Vitaminlosung wurde sterilfiltriert und nach dem Erkalten des autoklavier-
ten Mediums zugesetzt. Die Einstellung des pH-Wertes vom Medium auf 6,5
erfolgte mit autoklavierter 1 %iger HCl bzw. autoklavierter 1 %iger KOH-Lo-

sung.
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Der benétigte Bodenextrakt wurde folgendermaBen hergestellt: In eine 6 1-Fla-
sche wurden ca. 2 1 humoser Wald- oder Gartenboden gegeben und soviel Was-
ser aufgefiillt, dass dieses etwa 5 cm tiber der Erde steht. Bei der Wahl des Bo-
dens wurde darauf geachtet, dass das Material einen gewissen mineralischen
Anteil besitzt und keine Pestizid- oder Diingerriickstinde enthilt. Das Wasser-
Erde-Gemisch wurde nun eine Stunde bei 121°C gedampft und nach 24 Stun-
den ein weiteres Mal fiir eine Stunde gedampft. Die Fliissigkeit wurde dekan-
tiert und verbliebene Reste der Erde abzentrifugiert. Der Extrakt wurde ansch-
liessend bei 121°C 20 min autoklaviert.

Um Ausfillungen zu verhindern, kann die Spurenelement-Stammlosung nicht
als Ganzes autoklaviert werden. Es wurde daher eine Losung mit ca 800 ml
Wasser, den Salzen ohne Eisensulfat und nur der Hilfte des EDTA und eine
zweite Losung mit ca 100 ml Wasser, dem Eisensulfat und der verbliebenen
Menge EDTA angesetzt. Beide Losungen wurden separat autoklaviert und nach
dem Erkalten zusammengefiihrt und auf 1 1 mit sterilem H,Opiqes: aufgefiillt.

4.2.1.4 Hartwassermedium (,,HWD")

Da alle verwendeten Kieselalgenproben aus Gewdssern mit hartem Wasser
stammen, wurde ein Medium mit deutlich erh6htem Carbonatgehalt konzi-
piert. Die Herstellung erfolgte aus den in Tabelle 4 aufgefiihrten Stammlésun-
gen. Zunichst wurden die Stammlosungen CHU 1, CHU 2, CHU 3 und die Spu-
renelemente in etwa 800 ml H,Ouiest pipettiert. Diese Vorlosung, die Stammlo-
sung CHU 5, die Karbonatlésung und die Mg-Losung wurden separat bei 121°C
fir 20 min autoklaviert. Nach dem Erkalten wurden alle autoklavierten
Stamm- und Vorlésungen sowie die Vitaminlosung in den entsprechenden Do-
sierungen zusammengegeben und auf 1 | aufgefiillt.
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Tabelle 4: Stammlosungen, die zur Herstellung des HWD-Mediums verwendet wurden

Losung Inhalt Einwaage | Hersteller | Dosierung
auf'1l Lo- bezogen auf
sungsvolu- 1 l fertiges
men Medium
CHU 1 Na,SiO; 5 H.O 58 g Sigma 10 ml
CHU 2 Ca(NO,). 4 H.O 57,58 g Fluka 1 ml
CHU 3 K.HPO, wasser- 10,0 g Merck 1 ml
frei
CHU 5 Eisencitrat-Mo- 33,5 & Fluka 1 ml
nohydrat
Zitronensaure 33,5 8 Riedel-de
Haen
Spurenele- H,BO, 1,43 g Merck 1 ml
mente MnCl, 4 H,0 0,01 g |Fluka
ZnSO, 7 H,O 0,20 g Merck
(NH,)sMo0,0.,4 1,0 g Fluka
H.o
CuSO, 5 H,O 10,0 mg |Fluka
Co(NO,). 6 H,O 25,0 mg |Fluka
H.SeO, 2,0 mg |Fluka
Karbonatlo- |Na,CO, 20,0 g Merck 1 ml
Sung NaHCO, 20,0 g Merck
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Losung Imhalt Einwaage | Hersteller | Dosierung
auf'1l Lo- bezogen auf
sungsvolu- 1 l fertiges
men Medium
Mg-Losung | Mg,(CO,),(OH), 11,9 g Aldrich 1 ml
H.SO, 26,17 g Fluka
KOH 6,40 g Riedel-de
Haen
Vitaminlo- Thiamin 0,1 mg |Sigma 1 ml
sung Biotin 0,5 mg |Sigma
Cyanocobalamin 0,5 mg |Sigma

Bei Herstellung der Mg-Losung wurden Schwefelsdure und KOH jeweils ab-
wechselnd in kleinen Portionen zugegeben, so dass der pH-Wert der Losung
schwach alkalisch bis neutral blieb.
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4.2.1.5 CR-1 Medium

Das CR-1 Medium nach Czarneckr (personliche Mitteilung) wird in der Kieselal-
gensammlung des Loras College in Dubuque, Towa, erfolgreich fiir die Kulturen
vieler Kieselalgen verwendet. Es besteht aus einem Ansatz aus 8 ml Flusssedi-
ment vulkanischen Ursprungs, das auf 100 ml mit H,Opiest aufgefiillt und nach
Zugabe von 0,8 g Magnesiumhydroxidcarbonat fiir 30 min bei 121°C autokla-
viert wird.

Da ein entsprechendes Sediment nicht zur Verfiigung stand, wurde ersatzweise
Lavamehl (,BIOLIT“ Sanvita GmbH) verwendet. Um den organischen Bestand-
teil des Flusssediments zu ersetzen, wurden dem Ansatz pro 100 ml 0,1 g Pep-
ton (Sigma) zugesetzt.

4.2.2 Kulturraum

Die Kultur der Algen erfolgte bei konstant 16°C. Der Kulturraum wurde mit ei-
ner Kombination aus einer 400 W-Hochdrucknatriumdampflampe (Typ Son-T
400W, Phillips) und einer 400 W Quecksilberdampflampe (Typ HPI-T 400W,
Phillips) beleuchtet. Die Beleuchtung war 16 Stunden pro Tag eingeschaltet.

Da ab Juni 2004 die Klimakammer noch fiir andere Versuche benétigt wurde,
wurde die Beleuchtung auf drei Metallhalogenidlampen vom Typ HQI-BT-D
400 W (Osram) umgestellt. Um die Kieselalgen vor zu viel Licht zu schiitzen,
wurden die Mikrowellplatten mit Pergamentpapier abgedeckt.

4.2.3 Dokumentation

Zur genauen Dokumentation wurde eine Datenbank mit Access XP (Microsoft)
angelegt und gepflegt, in der alle angelegten Kulturen, Isolationsversuche und
Stamme festgehalten wurden.

Jede Einzelkultur wurde mit einer eindeutigen Bezeichnung nach folgendem
Muster gekennzeichnet und in der Datenbank gefiihrt: AAAUUDDMMY, wobei
AAA die fortlaufenden Nummer der Kultur am entsprechenden Verarbeitungs-
tag bzw. die fortlaufende Nummer der Mikrowellplatte und die Position der
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Kultur auf der Mikrowellplatte ist. So steht 1B5 beispielsweise fiir Well B5 (sie-
he Abbildung 2) auf der ersten Mikrowellplatte am entsprechenden Verarbei-
tungstag. UU steht fiir das Kiirzel des Ursprungsgewissers (siehe Tabelle 5).
DD und MM beziehen sich auf Tag bzw. Monat des Verarbeitungsdatums, Y auf
die letzte Stelle des Verarbeitungsjahrs. Zusitzlich wurden in der Datenbank
die genaue Herkunft des kultivierten Materials, das Nahrmedium, der aktuelle
Zustand bzw. der Zustand bei Entsorgung der Kultur und ggf. der kultivierte
Stamm erfasst.

Abbildung 2: Nummerierung der Wells in einer Microwell-Platte mit 96 Well, dunkelgriin
hervorgehoben Well Nr. Bs (Beispiel aus dem Text)

Die Stamme wurden mit einer eindeutigen Bezeichnung nach dem Muster
UUNN gekennzeichnet, wobei UU das Kiirzel fiir das Ursprungsgewésser ist
(siehe Tabelle 5)und NN die fortlaufende Nummer des Stammes fiir das ent-
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sprechende Gewisser ist. In der Datenbank wurden auBerdem die Kulturen, in
denen der Stamm kultiviert wurde, der Isolationstag sowie das Vorhandensein
von isolierter DNA und mikroskopischen Praparaten festgehalten.

Tabelle 5: Tabelle mit verwendeten Probestellenkiirzeln

1.Stelle des Kiirzels | 2. Stelle des Kiirzels | Ursprungsgewdsser/
Probestelle

L Lauterbach (bei Eschenlo-
he)

G Nihe Golfplatz

O Osterseen

Ameisensee

Brauhaussee

Schiffhiittensee

H Q| w| »

Eishaussee

Fohnsee

Grobensee

T | @ ™

Herrensee

p—

Fischkaltersee

Lustsee

Grofer Ostersee

Waschsee (Quellen)

O] O]

Forchensee
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1.Stelle des Kiirzels | 2. Stelle des Kiirzels | Ursprungsgewdsser/

Probestelle
S Sengsee
w Westlicher  Breitenauer
See
S Starnberger See

Niahe Garatshausen

U Nihe Unterzeismering
T Tiefenbach
P Polling

4.2.4 Vorversuch zur Eignung unterschiedlicher Kul-
turmedien

Das zunichst verwendete WC-Medium erbrachte nur geringe Erfolge bei der
Isolation von Nitzschia-Klonen. Aus diesem Grund wurde der Wachstumser-
folg von verschiedenen Diatomeenstimmen auf WC-Medium, CHU-10 Medium
und DIAT-Medium verglichen.

Dazu wurden von fiinf Kieselalgenstimmen jeweils 50 ul Algensuspension in
zwei Parallelen auf eine Petrischale (Polypropylen, 50 mm Durchmesser, Grei-
ner) mit den verschiedenen Medien angeimpft. Zuséatzlich wurde fiir jedes Me-
dium eine Kontrolle mit autoklaviertem Wasser ,,beimpft“. Die beimpften Scha-
len wurden 28 Tage unter den im Punkt 4.2.2 beschriebenen Bedingungen kul-
tiviert. Danach wurden die Entwicklung der Diatomeenstamme am Binokular
betrachtet und ihr Wachstum beurteilt.
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Zum Beeimpfen wurden zwei unbenannte Staimme aus dem Lustsee, die Stim-
me ORo01 und ORo02 aus dem Forchensee und der Stamm OGo2 aus dem Gro-
bensee verwendet.
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4.3 Genetische Analyse

4.3.1 DNA-Extraktion

Nach der Kontrolle am Lichtmikroskop wurden aus vitalen, nicht mit Pilzen
oder anderen Eukaryonten (soweit erkennbar) kontaminierten Kulturen 200 ul
Zellsuspension bzw. ein etwa 10 mm?2 bedeckendes Stiick der Agaroberflache
entnommen und in sterile 1,5 ml-ReaktionsgefdBe berfiithrt. Von Zell-
suspensionen wurde bei 1000 Upm 10 min lang die Fliissigkeit abzentrifugiert
und diese bis auf kleine Reste abgesaugt.

Die weiteren Schritte zur Isolierung der Diatomeen-DNA folgten im wesentli-
chen den Herstelleranweisung fiir das DNeasy® Plant Mini-Kit (QIAGEN). Im
einzelnen waren dies:

+  Zelllyse und Ausfallen von Zellbestandteilen

Den Proben wurde jeweils 600 ul AP1-Puffer (QIAGEN), vorgewarmt
auf 65°C, und eine Spatelspitze (entspricht ca 20 mg) gewaschene und
hitzesterilisierte Glassbeads mit 425 — 600 um Durchmesser (Sigma)
zugesetzt. Der Ansatz wurde in einem Mikrodismembrator (B. Braun —
Melsungen AG) ca. 30 s lang geschiittelt, wobei die Zellwéande zerstort
wurden. Zur Lysis der Zellbestandteile wurden die so behandelten Pro-
ben bei 65°C fiir 15 min im Wasserbad inkubiert und anschlieBend
5 min auf Eis gestellt.
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Abtrennen der Zellreste

650 ul der gekiihlten Proben wurden hierzu mit Large Orifice Tips
(StarLab) aufgenommen, auf QIAshredder-Saulchen (QIAGEN) iiber-
fiihrt, diese in Collection-Tubes (zum Dneasy®-Kit gehorend) gestellt
und bei 13000 Upm und 4°C fiir 5 min zentrifugiert. AnschlieBend wur-
den die Sdulchen mit den abgetrennten Zellresten verworfen.

Hydrierung der DNA

Das Zentrifugat aus dem vorigen Schritt wurde (wiederum mit Large
Orifice Tips) ohne Pellets in frische, sterile 2ml-ReaktionsgefaBe iiber-
fiihrt. Der Fliissigkeit wurde jeweils 750 ul AP3/E-Puffer (QIAGEN; pro
125 ml Konzentrat mit 250 ml Ethanol, puriss., Riedel-de Haen) zuge-
setzt und die Ansitze durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette so-
fort gut gemischt.

Binden der DNA

650 ul jeder Probe wurden auf DNeasy® -Saulchen (QIAGEN) iibertra-
gen, diese in frische Collection Tubes gestellt und bei 8000 Upm 1 min
zentrifugiert. Die gefilterte Fliissigkeit wurde verworfen. Zum Freilegen
von Bindestellen wurden je 500 ul Ethanol (puriss., Riedel-de Haen)
auf die Sdulchen aufgetropft und erneut bei 8000 Upm 1 min zentrifu-
giert, das filtrierte Ethanol verworfen. AnschlieBend wurde der Rest der
Proben auf die Sdulchen aufgetragen und bei 8000 Upm 1 min zentrifu-
giert und die filtrierte Fliissigkeit entsorgt.

Waschen der DNA

Die Saulchen mit der gebundenen DNA wurden in frische Collection-
Tubes gestellt. Pro Sdule wurden 500 ul AW-Puffer (QIAGEN, pro
81 ml Konzentrat mit 190 ml Ethanol, puriss., Riedel-de Haen) aufpi-
pettiert und bei 8000 Upm 1 min zentrifugiert. Die filtrierte Fliissigkeit
wurde entfernt. Es folgte analog zum ersten Waschgang ein zweiter
Waschgang, wobei jedoch 2 min zentrifugiert wurde. Das Filtrat wurde
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wiederum verworfen. Um letzte Reste des Eluenten zu entfernen, wur-
den die Proben ein weiteres Mal 2 min zentrifugiert, wobei die Umdre-
hungszahl auf 13000 Upm heraufgesetzt wurde. AnschlieBend wurden
die Saulchen mit der gebundenen Diatomeen-DNA in sterile 1,5 ml-Re-
aktionsgefiBe (BioPlastic) gestellt.

+  Eluieren der DNA

Auf die Saulchen wurden je 50 ul AE-Puffer (QIAGEN) aufpipettiert,
der zuvor auf 65 °C vorgewarmt wurde. Nach einer Ruhezeit von 5 min
wurden die Proben 1 min lang bei 8000 Upm zentrifugiert. Fiir eine
bessere Ausbeute wurde ein weiterer Elutionschritt mit 60 pl vorge-
wiarmtem AE-Puffer, 5 min Ruhezeit und 2 min Zentrifugation bei
8000 Upm durchgefiihrt.

Um die Menge und die Qualitéat der isolierten DNA abzuschitzen, wurden je-

weils 2 pl der aufgereinigten Probe zusammen mit 2 ul Auftragspuffer (Roti®-
Load DNA mit Glycerin, Carl Roth) auf ein Gel aus TBE-Puffer (1 Volumenteil
Rotiphorese® TBE-Pufferkonzentrat (Carl Roth) auf 9 Volumenteile Reinst-
wasser) und 1% Agarose aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Als
Langenstandard wurde ein Verdau von Lamda-DNA mit EcoR1 und HindIII
(MBI Fermentas) 1:10 verdiinnt und analog zu den Proben 2 ul Verdiinnung
mit 2 pl Auftragspuffer auf das Gel aufgetragen. Zur Anfarbung der DNA wurde
dem Gel pro 100 ml 5 pl Ethidiumbromidlésung (1 %ig in H.O, Merck, Darm-
stadt) zugesetzt.

Die extrahierte DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C lichtge-
schiitzt gelagert. Bei lingerer Lagerung wurde die DNA-LOsung bei -21 °C ein-
gefroren
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4.3.2 DNA-Amplifikation

4.3.2.1 GenomiPhi-Amplifikation

Wenn nach der DNA-Extraktion in der Gelelektrophorese keine DNA-Bande
sichtbar war, wurde zunichst eine Vervielfiltigung der DNA mit Hilfe des Ge-
nomiPhi-Kits (Amersham) durchgefiihrt.

Bei der GenomiPhi-Amplifikation (siehe Abbildung 3) binden kurze Hexamer-
Primer an vielen Stellen der DNA. An den gebundenen Hexamer-Primern setzt
eine DNA-Polymerase an, die ein mehrere hundert Basenpaare langes Stiick
der genomischen DNA vervielfiltigt. Diese neu synthetisierten Striange werden
durch die Polymerase wieder vom Template-Strang gelost. Es konnen nun an
alle neu gebildeten Stringe und an das Template Primer ansetzten, die Amplifi-
kation an neuen Stellen beginnen. Auf diese Weise wird das gesamte Genom
der Zelle in unterschiedlich langen Fragmenten amplifiziert, bis die Primer und
die Triphosphatnucleotide verbraucht sind. Das Produkt dieser Amplifikation
ist nach einer kurzen Denaturierung der Polymerase ohne weitere Aufreinigung
fiir eine weitere Verwendung in einer PCR verwendbar.

Die Proben wurden gemif des Protokolls von Amersham 16 Stunden bei 30°C
inkubiert. Die fiir einen Reaktionsansatz verwendeten Reagenzien sind in Ta-
belle 6 aufgelistet.
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Tabelle 6: Fiir die GenomiPhi-Amplifikation verwendete Reagenzien, Mengenangaben bezogen auf
einen Reaktionsansatz

Reagenz Hersteller Menge
DNA-Extrakt - 1ul
Probenpuffer (sample buffer) | Amersham gul
Reaktionspuffer (reaction | Amersham oul
buffer)

Enzymmix (enzyme mix) Amersham 1l

Zunichst wurde 1 ul der Probe mit 9 ul Probenpuffer 3 min bei 94°C denatu-
riert und anschlieBend schnellstméglich auf 4°C gekiihlt. Der so vorbereitete
Ansatz wurde mit einer Mischung aus 9 ul Reaktionspuffer und 1 pl Enzymmix
versetzt und fiir 16 Stunden bei 30°C inkubiert. Danach wurde der Ansatz 4
min lang bei 65°C denaturiert.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Abldufe bei der GenomiPhi-Amplifikation:

*  Anlagern der Hexamer-Primer
*  Beginn der DNA-Amplifikation

. Verldngerung der synthetisierten DNA-Strdnge

*  Beginn der Ablosung der synthetisierten DNA vom Template

. weitere Verldngerung der synthetisierten DNA

*  Anlagern neuer Primer an den neu synthetisierten Strdngen

*  Beginn der DNA-Amplifikation an den neuen Strdngen

38




Material und Methoden

4.3.2.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Um eine Sequenzierung durchfiihren zu konnen, muss zunichst die zu sequen-
zierende DNA-Region vervielfaltigt werden. Hierzu wurde bei ausreichender
DNA-Menge nach der Extraktion bzw. nach der GenomiPhi-Amplifikation eine
Polymerase Chain Reaction (PCR) verwendet (Reaktionschema siehe Abbil-
dung 4).

Zu Beginn der PCR wird die DNA zunichst durch Erhitzen auf 94° in Einzel-
strange aufgetrennt.

Bei einer Annealingtemperatur, die von den jeweils verwendeten Primern ab-
héngt, werden an die Einzelstriange 15-25 Basen lange Primer mit bekannten
Sequenzen am Anfang und am Ende des zu vervielfaltigenden Stiickes angela-
gert und bei 72°C mit SilverStar-Polymerase (Eurogentec) ausgehend von den
Primern die komplementiren Strange erganzt. Um ein erneutes Anlagern von
Primern an Einzelstringe zu ermoglichen, folgt ein kurzer Denaturierungs-
schritt bei 94°C. AnschlieBend wird diese Abfolge von Annealing, Elongation
und Denaturierung noch 33 weitere Male wiederholt.

AbschlieBend wird der Reaktionsansatz fiir 10 min bei 72°C gehalten, um eine
Elongation von bereits ansynthetisierten Fragmenten bis zur endgiiltigen Lan-
ge zu ermoglichen.

Nach der PCR wurde der Versuchsansatz bis zur weiteren Verwendung auf 4°C
gekiihlt und lichtgeschiitzt gelagert bzw. bei lingerer Lagerung bei -21°C einge-
froren.

Pro Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 ul wurden standard-
maBig verwendet:
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Tabelle 7: Fiir die PCR verwendete Reagenzien, Mengenangaben bezogen auf einen Reaktionsansatz

Reagenz Hersteller Menge Bemerkungen

Reaction  Buffer| Eurogentec 2 ul

10X

MgCl 50 mM Eurogentec 0,6 ul

NTP mix Fermentas 2 ul Verdiinnt auf 2
pmol/ul

Primer vorwirts | Thermo 0,8 ul Verdiinnt auf 10
pmol/ul

Primer riickwarts | Thermo 0,8 ul Verdiinnt auf 10
pmol/ul

Silverstar-Poly- Eurogentec 0,08 ul

merase

H.Obigest - 3,72 ]J.l

DNA - 10 ul

Eine Auflistung aller verwendeten Primer findet sich in Tabelle 8. Die Sequen-
zen sind nach TUB-Codes gelistet. Soweit nicht anderes angegeben, wurden die
Primer selbst entwickelt.

Der Erfolg der PCR wurde, wie in Punkt 4.3.1 beschrieben, mittels einer Gel-
elektrophorese bewertet. Nach erfolgreicher PCR sollten auf dem Gel distinkte
Banden von DNA mit der molaren Masse des zu amplifizierenden Stiickes

sichtbar sein.
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Nach erfolgreicher PCR wurden die Proben mittels des QiaQuick PCR-Purifika-
tion Kits der Firma Qiagen von {iiberschiissigen Triphosphatnucleotiden und
Primern sowie Salzen, Pyrophosphat und Resten der Polymerase befreit. Das
Vorgehen folgte dabei dem Standardprotokoll des Herstellers.
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Tabelle 8: Liste der verwendeten Primer

Bezeich- | Bereich Sequenz (5'— 3") Quelle
nung

1-F SSU (vor- AAC CTG GIT GAT CCT GCC AGT A RiMET 2004
warts)

528-F GCG GTA ATT CCA GCT CCA A RiMET 2004

1055-F GGl GGI' GCA TGG CCG TTC TT RivmET 2004

536-R SSU AAT TAC CGC GEC KGC TGG CA RIMET 2004
(riick-

1055-R wirts) ACG GCC ATG CAC CAC CAC CCA T RIMET 2004

1528-R CIT CTG CAG GIT CAC CTA C RiMET 2004

1800-F |ITS 1 ACC TGG GGA AGG ATC ATT BENKE 2002
(vor-

1800-F wirts) ACC TGS GGA AGG ATC ATT

DIAT

ITS 2N ITS 1/ TCG CTG CGI' TCT TCA TCG MANNSCHRECK

ITS ~ R (riick- 2002

3— e

WArts) o5 TCT TCA TOG ATG C

ITS o-F ITS o | GAT GAA GAA CGC AGC GA
(vor-

ITS 3 wirts) GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC FrAUNHOLZ

1999

ITS 4 ITS 2| TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC BENKE 2002
(riuck-

ITS 4 WiTts) TTC CTC CGC TTA ATT ATA TGC

DIAT
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Denaturierung

i 94°C
2 min
i
Annealing
——
= 40-60°C
XI 1 min
1 1.Zyklus

Elongation
;% s
& 2 min

Denaturierung
94°C
I 1 min
i
Annealing
40-60°C 33 Zyklen
= 1 min
]
—)l
Elongation
(_— 72°C
i’ 2min
#@l

_(_—— finale Elongation
72°C
_H_ 10 min

Ee=———————x DNA-Template === synthetisierte DNA (vorwarts)
= Primer (vorwarts) === synthetisierte DNA (rtickwérts)
[a— Primer (riickwarts) ‘ Polymerase

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Reaktionsschritte wdhrend der PCR
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4.3.2.3 Kettenabbruchreaktion

Gibt man in einen PCR-Ansatz neben den Triphosphatnucleotiden auch Nu-
kleotide, die anstelle der Desoxyribose den Zucker Didesoxyribose enthalten,
fiihrt dies an der Stelle, an der das Didesoxynucleotid eingebaut wird zu einem
Abbruch der Strangsynthese. Werden die vier Basen als unterschiedlich Fluo-
reszenzmarkierte Didesoxynucleotidtriphospate (DDNTPs) hinzugegeben, er-
halt man unterschiedlich lange Fragmente, die aufgrund der speziellen Fluores-
zenzmarkierung mit einer bekannten Base enden. Durch die Verwendung nur
eines Primers sinkt zwar die Effizienz dieser Reaktion, aber es ist sichergestellt,
dass alle Fragmente nur von einem Strang stammen. Mittels einer hochauflo-
senden Gelelektrophorese und einer genauen Fluoreszenzdetektion kann bei
ausreichender Zahl der Strangabbriiche und Replikate die Folge der Basen in-
nerhalb des Stranges direkt aus der Folge und der Fluoreszenz der sich in der
Lange um eine Base unterscheidenden Fragmente ermittelt werden.

Fiir die Kettenabbruchreaktion wurde das BigDye Terminator Cycle Sequen-
cing Kit v 1.1 verwendet (Tabelle 7).

Tabelle 9: Fiir die Sequenzierreaktion verwendete Reagenzien, Mengenangaben bezogen auf einen
Reaktionsansatz

Reagenz Hersteller Menge Bemerkungen

Cycle Sequencing|Applied Biosys-|2 ul
Buffer tems

Reaction Premix |Applied Biosys-|4 ul
tems

H.Ouigest - 3,68 ul

Primer Thermo 0,32 ul Verdiinnt auf 10
pmol/ul

Gereinigtes PCR-
Produkt

10 ul
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Vor der Gelelektrophorese wurden die Produkte mittels des DyeEx Kits von
Qiagen von iiberschiissigen Fluoreszenzmarkern und Oligonukleotiden befreit.
Fiir die Gelelektrophorese und die Fluoreszenzdetektion wurde der Sequencer
ABIprism 377 und ein Acrylamidgel verwendet. Als Puffer diente im Gel und in

der Gelelektrophorese TBE-Puffer (Rotiphorese® 10x TBE-Puffer, Carl Roth)

Zur Herstellung des Acrylamidgels wurden zunichst 18 g Harnstoff (Amresco)

mit 26 ml H,Obigest, 5 ml TBE-Pufferkonzentrat (Rotiphorese® 10x TBE-Puffer,
Carl Roth) und 5 ml Long Ranger Gel Solution (Cambrex) geldst. Die Losung
wurde anschlieBend durch einen Zelluloseacetatfilter, Porengréfe 0,2 um (Sar-
torius) filtriert und 15 min im Vakuum entgast. Danach wurden 35 ul TEMED
(Amresco) und 250 ul 1 %ige Ammoniumpersulfatlésung (Ammoniumpersul-
fat: Amresco) zugegeben und das Gel sofort zwischen die vorbereiteten Glasp-
latten (48 cm Linge) des Sequenzers gegossen. Die Komponenten des
Acrylamidgels sind in Tabelle 10 zusammengefasst. Die Erkennung und Aus-
wertung der Fluoreszenzsignale erfolgte automatisch mit der ABI Prism DNA
Sequencing Analysis Software v. 3.3 (Applied Biosystems).

Tabelle 10: Fiir die Herstellung des Sequenziergels verwendete Reagenzien

Reagenz Hersteller Menge Bemerkungen
Harnstoff Amresco 18¢g
TBE Puffer Carl Roth 5 ml
H:Opidest - 26 ml
Long Ranger Gel|Cambrex 5 ml
Solution
TEMED Amresco
Ammoniumper- | Amresco
sulfat

45



Material und Methoden

4.3.3 Analyse der Sequenzen

Die vom Sequencer bzw. der o.g. Software gelieferten Sequenzen wurden zu-
niachst manuell auf Erkennungsfehler der Software iiberpriift. Aus den ver-
schiedenen Sequenzabschnitten der jeweiligen Stimme wurden mit dem Pro-
gramm Bioedit Version 7.0.1 (HaLL 1999) eine zusammenhéngende Sequenz er-
rechnet. Das Gesamtalignment, also das Nebeneinanderlegen gleicher Se-
quenzbereiche aller Proben, wurde mit dem Programm Clustal W (TuompsoN
1994) vorgenommen und per Hand korrigiert. Beim Alignment wurde zwischen
fehlenden Sequenzabschnitten und durch Deletionen entstandene Liicken bzw.
durch Insertionen beim Alignment nétigen Liicken in den iibrigen Sequenzen
unterschieden.

Die fertig angeordneten Sequenzen wurden weiter mit dem Programm PAUP
Version 4.0b10 fiir Macintosh (Sworrorp 2003) analysiert.

Fiir jeden untersuchten DNA-Bereich, also ITS1, ITS2 und SSU wurden jeweils
Dendrogramme nach Parsimony-Kriterien und nach Distance-Kriterien errech-
net. Verwendet wurden dabei weitgehend die im Programm PAUP vorgegebe-
nen Standardeinstellungen. Liicken (,,gaps“) wurden entgegen der Standarde-
instellung als fiinfte Base behandelt. Die maximale Zahl an Baumen im Zwi-
schenspeicher des Programms wurde fest auf 5000 eingestellt.

Aus den Stammbaumen der phylogenetischen Einzelanalysen nach Parsimony-
Kriterien wurde mit Hilfe des Programms Rainbow (Cuen Er L. 2004) ein Ge-
samtbaum (,,Supertree) generiert. Die Dendrogramme der Analysen nach Di-
stance-Kriterien wurden nicht in den Supertree einbezogen, da aufgrund der
unterschiedlichen Sequenzlangen bei den SSU-Sequenzen die Gefahr von Arte-
fakten bestand.

4.4 Morphologische Analysen

Die Systematik der Nitzschiae lanceolatae basiert derzeit im Wesentlichen auf
der morphologischen Unterscheidung der Algenzellen. Um einen Vergleich der
Ergebnisse aus genetischen Untersuchungen mit der ,klassischen“ Systematik
ziehen zu konnen, ist es notig, die genetisch untersuchten Algenklone auch
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morphologisch genau zu charakterisieren. Dariiber hinaus sind die Untersu-
chungsmoglichkeiten im Bereich der morphologischen Analyse durch Raster-
elektronenmikroskopie und computerbasierte Bilderfassungs- und Analyseme-
thoden in den vergangenen Dekaden deutlich gegeniiber dem Stand von 1979,
als die letzte umfassende Revision des hier untersuchten Sippenkomplexes ver-
offentlicht wurde (Lance-BertaLor & SiMoNsEN, 1979), erweitert worden. In Kom-
bination mit den Ergebnissen der Sequenzanalysen ist auch die Moglichkeit ge-
geben, Merkmale auf ihre Eignung zur Differenzierung natiirlicher Gruppen zu
iiberpriifen. Die angewandten Methoden zur morphologischen Analyse der un-
tersuchten Stimme seien im folgenden dargestellt.

4.4.1 Herstellung mikroskopischer Praparate

Die Untersuchung der Schalen- und Zellmorphologie der isolierten und mole-
kularbiologisch analysierten Nitzschia-Stimme stellt verschiedene Anforde-
rungen an die Pradparation des Materials fiir die Mikroskopie. Zur Untersu-
chung von Zellorganellen und Strukturen sowie zur Bewertung des Verhaltens
und der Beweglichkeit der lebenden Zelle ist es wichtig, diese mdglichst wenig
zu storen, um Artefakte zu vermeiden. Bei der Untersuchung der Schalenmor-
phologie am Lichtmikroskop ist es in Hinblick auf die ausreichende Kontrastie-
rung durch Phasenkontrast- oder Interferenzkontrastverfahren wichtig, die
Nitzschia-Schalen moglichst weitgehend von Membranen und Zellinhaltsresten
zu befreien. Eine Abtrennung der Ober- von der Unterschalen ist in den meis-
ten Fillen bei der Untersuchung der Schalenmorpologie erwiinscht. Fiir die
elektronenmikroskopische Untersuchung der Frusteln ist es schlieflich notig,
jegliche Stoffe aus der Probe zu entfernen, die im Hochvakuum verdampfen.

4.4.1.1 Untersuchung volistandiger Diatomeenzellen

Zur Beobachtung lebender Zellen wurden 20 pl der zuvor durch mehrmaliges
Aufziehen und Ablassen mit einer Kolbenhubpipette suspendierten Kultur auf
einen Objekttrager getropft und mit einem Deckglas mit 12 mm Durchmesser
(Marienfeld) abgedeckt.
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Zur besseren Darstellung von Vakuolen und anderen Zellinhalten wurden die
lebenden Zellen auf dem Objekttrager mit einer 0,15% igen wassrigen Brilliant-
kresylblaulosung (Merck) angefarbt.

Fiir die Fotografie von Chloroplasten und Membransystemen im Fluoreszenz-
mikroskop wurde zu dem aufgetropften und abgedeckten, vitalen Zellmaterial
fiir 10 min in eine Lésung aus 100 ml H20 und 10 mg Rhodamin B (Fluka) ge-
geben. AnschlieBend wurde die Farbelosung abgesaugt und Farbstoffreste mit
sterilfiltriertem Leitungswasser ausgewaschen.

Um Dauerpraparate von kompletten Zellen herzustellen, wurden die Zellen zu-
nachst mit einer Fixierlosung aus 10 ml Formaldehydlosung 40 %ig (Fluka), 10
ml Essigsaurelosung 12 %ig (Prolabo) und 9o ml Methanol (J. T. Baker) behan-
delt. 20 pl des fixierten Materials wurden auf einen Objekttrager aufgetropft
und fiir einige Zeit stehen gelassen, so dass der groBte Teil der Fliissigkeit ver-
dunsten konnte, die Priparate jedoch nicht vollstindig austrockneten. Zu den
auf diese Weise vorbereiteten Diatomeen wurde ein Tropfen Polyvinyllactophe-
nol-Einbettmedium (Kremer 2002) gegeben und ein Deckglas mit 12 mm
Durchmesser (Marienfeld) aufgelegt und das Praparat mindestens 24 Stunden
zum Trocknen bzw. Polymerisieren ruhig liegen gelassen.

4.4.1.2 Prédparate von Diatomeenschalen

Nach der Entnahme der fiir die DNA-Extraktion notwendigen Menge an Algen-
zellen aus den Kulturen wurden weitere 200 ul der Zellsuspension fiir eine Er-
haltungskultur entnommen und der Rest der Kultur sehr griindlich durch
mehrmaliges Aufsaugen und Ausdriicken mit einer Kolbenhubpipette in Sus-
pension gebracht. Diese Suspension wurde komplett in ein ReaktionsgefaB mit
2 ml Volumen gegeben und bei 3000 Upm 15 min lang zentrifugiert und der
Uberstand entfernt. Das Pellet wurde mit 1 ml 30%igem H202 (Fluka) aufge-
spiilt. Die weitere Praparation folgt der Methode von van per WEerrr (1955).

Das oxidierte Schalenmaterial wurde auf Deckgldser mit 10 mm Durchmesser
(Marienfeld) aufgetropft, die zuvor 1 Stunde bei 400°C ausgegliiht wurden, und
zum Trocknen iiber Nacht stehen gelassen.
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Fiir die Analyse am Lichtmikroskop wurden die Kieselalgenschalen, die sich
nach dem Trocknen auf den Deckgldsern befanden, in Naphrax™(Brunel Mi-
croscopes Ltd.) eingebettet. Fiir die Verwendung am Rasterelektronenmikro-
skop wurden die Deckgldaschen mit den sich auf ihrer Oberseite befindenden
Diatomeen mit Hilfe eines selbstklebenden Leittabs, (G3347 von Plano GmbH)
auf einen Probenteller aus Aluminium mit 15 mm Durchmesser (G3313 von
Plano GmbH) aufgeklebt und in einem Sputter-Coater (Polaron SC502 von Fi-
sons Instruments) mit einer diinnen Goldschicht iiberzogen.

4.4.2 Untersuchung am Lichtmikroskop

Fiir die lichtmikroskopischen Untersuchungen der kompletten Zellen wurde
das Mikroskop Leitz DMR 180 mit Interferenz- oder Phasenkontrasteinrich-
tung bzw. nach Fluoreszenzfiarbungen mit Epifluoreszenzeinrichtung und -fil-
tern verwendet. Die Kieselalgen wurden dabei bei 400facher und 1000facher
VergroBerung beobachtet und digital fotografiert. Hierzu diente die Kamera
Kappa DX20 in Verbindung mit der Software Kappa ImageBase 2.7.2 (KAPPA
opto-electronics GmbH). Zur Archivierung der Bilddaten wurde die in Image-
Base enthaltene Datenbank Noah verwendet.

Die praparierten Schalen der Kieselalgen wurden jeweils mit 1000facher Ver-
groBerung mit dem Mikroskop Leitz DMR 180 bzw. 1200facher VergroBerung
mit dem Mikroskop Leitz Aristoplan untersucht. Zur digitalen Fotografie diente
die oben erwidhnte Kamera und Software. Sofern es die Praparate zulieBen,
wurden pro Stamm mindestens 20 vollstdndige Schalenhélften bzw. Zellen fo-
tografiert und die Bilddaten archiviert.

4.4.3 Untersuchungen am
Rasterelektronenmikroskop (REM)

Fiir die Aufnahme der morphologischen Merkmale stand ein Rasterelektronen-
mikroskop S2300 von Hitachi zur Verfiigung. Das Gerit ist mit einem System
zur digitalen Bildverarbeitung und Strahlsteuerung des REM der Firma Point-
Elektronik nachgeriistet.
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Die Speicherung der Bilder erfolgte mit dem Datenbankprogramm Noah des
Programmpakets Kappa ImageBase 2.7.2 (KAPPA opto-electronics GmbH)

Ganze Frusteln wurden am REM je nach GroBe der Schalen mit 1000facher bis
4000facher VergroBerung aufgenommen, Details des Schalenbaus mit bis zu
20000 facher VergroBerung. Im Gegensatz zum LM, dass ein ,Durchblick®
durch die Schalen ermoglicht, ist am REM nur ein Betrachten der Oberflache
moglich. Aus diesem Grund wurde im Rahmen der Moglichkeiten, die die vor-
handenen Priparate boten, darauf geachtet, moglichst ausreichend Innen- und
Aussenansichten aufzunehmen, um die untersuchten Merkmale sicher zu erfas-
sen. Zur Erfassung der quantitativen Merkmale wurde versucht, mindestens 20
geeignete Schalenansichten zu untersuchen.

4.4.4 Erfassung Morphologischer Parameter

4.4.4.1 Quantitativ erfassbare Merkmale

Bei der Erhebung der morphologischen Merkmale der untersuchten Nitzschia-
Stamme wurde versucht, moglichst viele der nur subjektiv erfassten Merkmale,
wie ,etwas kopfige Enden“ oder ,Spitzen stumpf gerundet® durch objektiv
messbare Merkmale zu ersetzen.

Die Vermessung der quantitativen Schalenmerkmale erfolgte mit Metreo 2.7.2,
dem Planimetrieprogramm des oben genannten Kappa-Programmpakets. Da
die lichtmikroskopischen Aufnahmen mit einheitlicher VergroBerung aufge-
nommen wurden, war nur eine Kalibrierung des Vermessungsprogrammes fiir
jedes Mikroskop notig. Diese wurde mit Hilfe eines Objektmikrometers vorge-
nommen, das bei den gleichen Einstellungen an Mikroskop und Software foto-
grafiert wurde, die auch fiir die Untersuchung der Algen gew#hlt wurden. Wah-
rend des Arbeitens wurde anhand eines solchen Bildes des Objektmikrometers
die Kalibrierung gelegentlich iiberpriift. Am REM waren fiir jede der verwende-
ten VergroBerungen und Aufnahmeauflosungen eine eigene Kalibrierungen no-
tig. Diese wurde mit Hilfe der in die Bilder eingebrannten MeBbalken erstellt.
Vor der Vermessung jedes Bildes wurde anhand dieses MeBbalkens iiberpriift,
ob die ausgewihlte Kalibrierung korrekt ist. Die fiir die Erzeugung der MeBbal-
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ken notige Software wurde bei der Installation des digitalen Bildverarbeitungs-
system WINDISS II vor Ort durch einen Mitarbeiter der Firma Point Electronic
kalibriert.

Folgende quantitativ erfassbare Merkmale wurden vermessen bzw. errechnet,
sofern die Qualitat der Praparate die Messungen zulief3:

Gesamtlange der Schale (Abbildung 5a)

Die Gesamtldnge (1) der Schale wurde als die gerade Strecke zwischen den bei-
den duBersten Schalenrdndern der Zellpole vermessen.

Breite der Schale (Abbildung 5b und 5c)

Bei den iiber einen gréBeren Teil der Schalenlinge weitgehend parallel verlau-
fenden Riandern der Frusteln vieler Nitzschia-Stimme wurde die Breite (b) der
Schale etwa in der Schalenmitte vermessen. Bei einer innerhalb eines Stammes
regelmiBig auftretenden Einschniirung der Schale an der Mitte wurde abge-
schatzt, wo die (intakte) Schale am breitesten ist und die entsprechende Breite
(bmax) gemessen. Zusitzlich wurde in einem solchen Fall auch die Breite der
Schale an der eingeschniirten Mitte (bmitte) ermittelt (Abbildung 5c¢).

Zellproportion

Hierzu wurde das Verhiltnis der Gesamtlange (1) zur Breite (b) bzw. der maxi-
malen Breite (bmax) einer Frustel gebildet.
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Abbildung 5a: Messung der Gesamtldnge I;
b: Messung der Gesamtbreite b;
c¢: Breitenmessung bei eingeschniirten Zellende

Kopfchen (Abbildung 6)

Im Falle eines deutlich vorhandenen Kopfchens am Schalenende wurde die
maximale Breite des Kopfchens (k) sowie die geringste Breite der Einschnii-
rung (i), die das Kopfchen von dem Rest der Frustel absetzt, vermessen. Um
Vergleichsdaten mit Stimmen mit wenig ausgepriagten oder ohne Képfchen zu
erhalten, wurde anstelle der Kopfchenbreite die Breite der Schale an der Stelle
ermittelt, an der die starke Rundung des Zellpols in den deutlich schwicher ge-
rundeten Bereich iibergeht. Anstelle der Breite der Einschniirung am Zellende
wurde die Breite an der Stelle gemessen, an der die konvexe Rundung des Zell-
pols in die leicht konkave Rundung am Ende der Zelle iibergeht. Der Quotient
aus der Kopfchenbreite (k) und der Isthmusbreite (i) wurde errechnet und ver-
wendet, um eine Aussage liber das Vorhandensein bzw. die Auspriagung eines
Kopfchens am Zellpol machen zu konnen.
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=~

Abbildung 6: Vermessung der Kopfchenbreite k
(rot dargestellt) und Isthmusbreite i (griin
dargestellt)

Offnungswinkel der Zellspitze (Abbildung 7)

Im sich verjiingenden distalen Bereich der Schalen wurde der Winkel (o) ge-
messen, den die aufeinander zulaufenden Schalenseiten bilden. Der Zellpol mit
seiner Ausbildung als Kopfchen bzw. als leicht schnabelférmig vorgezogenes
Ende wurde hierbei nicht mit einbezogen.

Abbildung 7: Vermessung des Offnungswinkels der
Zellspitze

Fibulae (Abbildung 8)

Zur objektiven Beschreibung der Fibulae wurde die Dichte der Fibulae als Zahl
der Fibulae auf 10 pm Zellldnge, die Linge und Breite der Fibulae sowie deren
Abstand zueinander gemessen. Da eine exakte Bestimmung der Fibulalange (f)
aufgrund deren raumlicher Anordnung und Woélbung nur in einem Zellquer-
schnitt moglich wire, wurde als vergleichbares, reproduzierbares MaB die Lan-
ge in der Projektion gewihlt. Gemessen wurde demnach vom Innenrand der
Schale bis zu der gedachten Linie, an der sich die Kante zwischen Zellinnensei-
te und Raphenkanal befinden wiirde. Die Breite der Fibulae (w) und die Ab-
stinde (d) wurden jeweils in den Mitten der Fibulae gemessen. Als KenngroBe
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fiir die RegelmaBigkeit der Fibulae wurde die Standardabweichung des Abstan-
des zwischen den Fibulae ermittelt. Desweiteren wurde das Verhiltnis von pro-
jizierter Lange zur Breite der Fibulae errechnet, um ein Ma8 fiir die Proportio-
nen der Fibulae zu erhalten.

Abbildung 8: Messungen der Fibulalinge f (rot),
der Fibulabreite w (blau) und des Abstandes
zwischen zwei Fibulae d (griin)

Streifen und Areolen

Die Dichte der Streifen wurde als Anzahl der Streifen pro 10 um ermittelt, die
Dichte der Areolen als Anzahl der Areolen pro 1 um.

Projektionsflache und Umfang

Der maximale Umfang der Schalen in der Valvaransicht sowie die Projektions-
flache der Valvaransicht wurde mit Hilfe der Polygonfunktion des Programms
Metreo ermittelt. Es handelt sich hierbei zwar um eine Naherung, die Abwei-
chungen gegeniiber dem tatsdchlichen Umfang bzw. der tatsdchlichen Fliche
sind jedoch als vernachlissigbar anzusehen. Aus dem Umfang wurde weiterhin
die Flache eines Kreises mit dem gleichen Umfang errechnet und diese mit der
Projektionsfliche der Schale ins Verhiltnis gesetzt. Dieser Quotient erlaubt
eine Abschitzung, wie weit der Zellumriss von einer Kreisform entfernt ist. Im
Folgenden wird dieses Verhiltnis als Rundheit bezeichnet.
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4.4.4.2 Qualitativ erfassbare Merkmale

Neben den quantifizierbaren Merkmalen wurde eine Reihe von Merkmalen er-
fasst, die nur qualitativ erfassbar sind. Zum einen sind dies Merkmale, die ent-
weder vorhanden oder nicht vorhanden sein konnen. Zum anderen handelt es
sich auch um solche Charakteristika wie die Form eines Merkmals. Qualitativ
erfassbare Merkmale, deren Auftreten bzw. Fehlen in dieser Arbeit berticksich-
tigt wurden, sind:

+  Verdoppelung der Areolenreihen im Bereich des Raphenkanals (Abbil-
dung 9)

«  Zentralknoten bzw. zentrale Raphenenden (nach Mann 1981, Abbildung
10)

+ Poroide zwischen Helictoglossa und dem Schalenrand am Zellpol (Ab-
bildung 11)
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Abbildung 9: Verdoppelte Areolenreihen im Bereich des
Raphenkanals (griin hinterlegt); obere Zelle ohne
Verdoppelung der Arolenrethen, unter Zelle mit
Verdoppelung der Areolenreihen im Bereich des
Rahphenkanals

Abbildung 10: Obere Zelle mit zentralen Raphenenden, unter Zelle
ohne zentrale Raphenende; Raphe rot eingezeichnet
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Auf die Ausbildung eines Conopeums, von Stacheln auf der Aussenseite oder
sonstigen Besonderheiten wurde wiahrend der morphologischen Untersuchun-
gen geachtet. Es traten jedoch keine derartige Merkmale bei einem der unter-
suchten Stimme auf. Daher wird auf das Fehlen dieser Merkmale bei der mor-
phologischen Beschreibung der einzelnen Stimme nicht gesondert hingewie-
sen.

Abbildung 11: schematische Darstellung des Bereichs zwischen
Helictoglossa und Schalenrand; Bereich ist rot hinterlegt;

Erginzend zu den morphometrischen KenngroBen, die den Schalenumriss be-
schreiben, wurde die allgemeine Form der Schale verbal beschrieben. Bei der
Beschreibung wurde soweit moglich die Terminologie von Kramver & LaNGE-
BerraLor (1997) verwendet.
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4.4.5 Untersuchungen zur Merkmalskonstanz

Wichtige Voraussetzung fiir die Verwendung eines morphologischen Parame-
ters als Merkmal fiir eine taxonomische Unterscheidung ist die Kenntnis, in-
wieweit morphologische Parameter aufgrund von Umweltparametern variie-
ren. Diese Variabilitiat wurde sowohl im Freiland als auch im Labor untersucht.

4.4.5.1 Freilandversuche

In Zusammenarbeit mit Silvia Czanderle wurden im Zeitraum von Juli 2002
bis November 2002 in monatlichen Abstand Proben von der Sedimentoberfla-
che des Waschsees, des Fohnsees, des Lustsees, des Fischkaltersees, des Her-
rensees und des Eishaussees entnommen. Parallel dazu wurden in Tiefenprofi-
len pH-Wert, Leitfahigkeit, Sauerstoffsattigung, Temperatur und Sichttiefe ge-
messen sowie die Konzentrationen von gelostem reaktiven Phosphat (SRP),
Gesamtphosphat (TP), Nitrat und Ammonium bestimmt. Detaillierte Beschrei-
bungen zu den Messungen finden sich in CzanperLE (2003).

Von den Sedimentproben wurden Schalenpriparate fiir das Lichtmikroskop
hergestellt (siehe 3.4.1.2). Die in diesen Praparaten enthaltenen Nitzschia-
Schalen wurden digital fotografiert (siehe 4.4.1), nach morphologischen Ge-
sichtspunkten bestimmt und die als konspezifisch klassifizierten Frusteln be-
ziiglich der Variabilitdt ihrer Lange, Breite und Fibulaedichte untersucht. Auf
die Untersuchungen weiterer Merkmale wurde verzichtet, da diese nur am
REM sicher angesprochen werden kénnen und rasterelektronenmikroskopi-
sche Untersuchungen den hier gegebenen Rahmen gesprengt hitten. Desweite-
ren wurde iiberpriift, ob es Zusammenhinge zwischen den Merkmalsauspra-
gungen und den erfassten Umweltparametern gibt. Hierzu wurden die Daten
mittels eines Kolmogorow-Smirnov-Tests auf Normalverteilung iiberpriift. Bei
nicht normalverteilten Datensdtzen wurde nur eine Spearman-rho-Korrelati-
onsanalyse durchgefiihrt, im Falle von normalverteilten Daten zusitzlich eine
Korrelationsanalyse nach Pearson.
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4.4.5.2 Laborversuche

Unter den kontrollierten Bedingungen der unter Punkt 4.2.2 beschriebenen
Klimakammer wurden mehrere Stamme auf Niahrboden unterschiedlicher
Phosphat und/oder Stickstoffkonzentrationen kultiviert (EBerLE 2004).

Die Versuche wurden in Mikrowellplatten mit 96 Wells (TPP) durchgefiihrt.
Die Platten wurden mit je acht verschieden Konzentrationen und vier Stimmen
mit jeweils drei Parallelen beimpft. Fiir einen kombinierten Versuch mit einem
Phosphat- und einem Nitratgradienten wurden acht Phophatkonzentrationen
und vier Nitratkonzentrationen mit einem Stamm in drei Parallelen beimpft.
Jedes der Wells wurde mit 200 pl der Medien befiillt. Als Grundlage fiir die
Nahrboden diente das Medium ,,CHU-10“ (siehe 4.2.1.2).
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Abbildung 12: Schematische Darstellung des Phosphatversuchs. Die PO,,.P-
Konzentrationen der horizontalen Reihen sind am rechten Rand angegeben.
Die Zahlen und Buchstaben am oberen und linken Rand entsprechen der
Nummerierung der Wells auf den verwendeten Mikrowellplatten.
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In der Versuchsreihe mit dem Phosphatgradienten (Versuchsschema und Kon-
zentrationen siehe Abbildung 12) und dem kombiniertem Phosphat- und Ni-
tratgradienten (Abbildung 13) wurden statt der Stammlosung CHU3 als Phos-
phatquelle verschieden konzentrierte Losungen von K.HPO, (wasserfrei,
Merck) verwendet. Im kombinierten Versuch wurden statt der Stammlosung
CHU 2 Losungen mit unterschiedlichen Gehalten an Ca(NO;).4 H.O (Fluka)
eingesetzt.

Fiir die Versuchsreihe iiber einen Silikatgradienten (Abbildung 14) wurde die
Stammlésung CHU 1 durch verschieden konzentrierte Na,SiO,;-Losungen er-
setzt.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung des kombinierten Phophat- und
Nitratversuchs; am rechten Rand sind die verwendeten PO,-P-
Konzentrationen angegeben, am unteren Rand die verwendeten NO,-N-
Konzentrationen.
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Abbildung 14: Schematische Darstellung des Silikat-Versuchs; am
rechten Rand sind die verwendten Silikatkonzentrationen angegeben.

Die zum Beimpfen des Phosphatversuches verwendeten monoklonalen Kiesel-
algenkulturen wurden zwischen November 2003 und April 2004 aus Periphy-
tonproben des Tiefenbachs bei Polling (Stamm TP-M), des Starnberger Sees bei
Garatshausen (Stamm SGo03), des Sengsees (Stamm OS-M) und des Waschsee
(Stamm OQ-M) isoliert und auf CHU-10 Medium vorkultiviert.

Fiir die Silikat- und die kombinierten Nitrat-/Phosphatversuche wurde auf-
grund der schlechten Wiichsigkeit der Stimme TP-M, OS-M und OQ-M nur
Stamm SGo3 verwendet.

Die Kulturen in fliissigem Medium wurden vor dem Beimpfen durch vorsichti-
ges Schiitteln in Suspension gebracht. Von der Suspension wurde pro Well
10 ul angeimpft.

Nach jeweils 28 Tagen Kulturzeit wurden die Kulturen durch mehrmaliges Auf-
ziehen und Ausspiilen mit einer Kolbenhubpipette in Suspension gebracht und
Dauerpriaparate fiir das Lichtmikroskop hergestellt (siehe 4.4.1).

Wie schon in den Freilandversuchen wurden die Zellen der Priaparate hinsicht-
lich ihrer Lange, Breite und Fibulaedichte vermessen.
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Die Messdaten wurden mittels Kolmogorow-Smirnov-Test und Shapiro-Wilk-
Test auf Normalverteilung der Daten tiberpriift. In normalverteilten Datensit-
zen wurde nach bestitigter Varianzgleichheit (Levene's Test) mit T-Test, One-
way ANOVA und Bonferroni Post-Hoc-Test nach signifikanten Unterschieden
der Merkmale zwischen den unterschiedlichen Konzentrationen der jeweiligen
Nihrstoffe gesucht. Datensétze, die die Kriterien der Normalverteilung und Va-
rianzgleichheit nicht erfiillten wurden mittels Mann-Whitney-U-Test, Kruskal-
Wallis-Test und Median-Test auf signifikante Unterschiede zwischen den
Nihrstoffkonzentrationen getestet.

Mit den gleichen statistischen Methoden wurde iiberpriift, inwieweit sich die
Zellen des Stammes SG03 mit zunehmender Alterung des Stammes verandern.

4.4.6 Reproduzierbarkeit und Fehler der Messungen

Im Hinblick auf eine spitere Verwendung zur Differenzierung zwischen unter-
schiedlichen Taxa miissen die morphometrischen Merkmale auch von unter-
schiedlichen Anwendern mit guter Reproduzierbarkeit vermessbar sein. Um
den Fehler abschatzen zu konnen, der durch unterschiedliche Anwender ent-
steht, wurde ein Testdatensatz mit 15 verschieden Aufnahmen von Schalen zu-
fallig ausgewihlter Stamme erstellt. Mit diesem Datensatz wurden Messungen
aller direkt messbaren Parameter von zehn verschiedenen Personen durchge-
fiihrt.

Fiir jeden vermessenen Parameter und jede Aufnahme wurde die Standardab-
weichung tliber die Ergebnisse aller vermessenden Personen errechnet. Fiir die
jeweiligen Parameter wurden aus allen Standardabweichung die Mittelwerte
gebildet und gegeneinander verglichen.
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4.4.7 Eignung zur Abgrenzung zwischen
phylogenetisch begriindeten Gruppen von Stammen

Nach der Abgrenzung genetisch dhnlicher Gruppen wurden die einzelnen
Merkmale der Gruppen, die Spannweiten der Merkmalsauspriagungen inner-
halb der Gruppen und die Uberschneidung zwischen den genetischen Gruppen
ermittelt. Hierzu wurden fiir jede genetische Gruppe zunichst Werte, die mehr
als die zweifache Standardabweichung vom Mittelwert der Gruppe abweichen,
als AusreiBler vermerkt und nicht in die weitere Analyse einbezogen. Von den
verbliebenen Werten wurde die Spannweite der quantitativ erfassten Merkmale
errechnet. Zur Analyse, inwieweit Uberschneidungen vorliegen, wurde die An-
zahl von vermessenen Zellen ermittelt, deren Merkmalsauspragungen auch in
der Spannweite der jeweiligen Vergleichsgruppe liegen.

Als geeignete Differenzialmerkmale werden Merkmale akzeptiert, die zur Ver-
gleichsgruppe keine Uberschneidungen zeigen.

Qualitativ erfassbare Merkmale werden als geeignete Differenzialmerkmale ak-
zeptiert, wenn ihre Ausprigungen innerhalb der Gruppen konstant sind und
zwischen den Gruppen differieren.
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5. Ergebnisse

5.1 Vergleich unterschiedlicher Ndhrmedien

In der Startphase der Arbeit wurde zur Kultivierung der Diatomeenstimme zu-
nachst WC-Medium in der Modifikation von Goos (1999) verwendet. Die An-
wachs- und Vermehrungsraten der Isolate auf diesem Medium blieben hinter
den Erwartungen zuriick, worauf die in Punkt 4.2.4 beschriebenen Versuche
mit weiteren Medien durchgefiihrt wurden.

Dabei erbrachte das Medium CHU-10 die besten Kultivierungsergebnisse (Tab.
11). Auf fiinf von zehn angeimpften Platten wuchsen die Algen gut. In zwei Fal-
len wurde ein schlechtes Wachstum beobachtet, unter anderem von einem der
Stamme aus dem Lustsee, die bei der Verwendung anderer Medien tiberhaupt
nicht anwuchsen. Beim modifizierten WC-Medium (Goos 1999) wuchsen die
Algen auf drei der zehn Platten gut an, auf drei weiteren Platten wuchsen die
Algen nur schlecht. Von den Platten mit DIAT-Medium wurde nur eine besie-
delt.

Tabelle 11: Ubersicht der Wachstumsbonitierung der im Vorversuch getesteten Nihrbéden,

0: kein Wachstum, (+): schlechtes Wachstum, +: gutes Wachstum

Stamm CHU-10 wcC DIAT
Unbenannter o 0] 0
Stamm(1) aus dem

0 0 0
Lustsee
Unbenannter o 0] 0
Stamm(2) aus dem )
Lustsee 0 0
0Go2 + (+) 0
(aus dem Grobensee) + (+) o
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Stamm CHU-10 wcC DIAT
ORo1 + + 0
(aus dem Forchen- (+) + o
see)

ORo2 + + 0
(aus dem Forchen- + (+) (+)
see)

Mit sterilem Wasser 0 o 0
sangeimpft*

Ein Vergleich der Anwachsraten von frisch isolierten Einzelzellen iiber den ge-
samten Zeitraum dieser Arbeit (siehe Tabelle 12) zeigt, dass mit 19 % die An-
wachsraten auf CHU-A, einem CHU-10 Medium (fliissig) mit einem Zusatz von
63 mg Chloramphenicol pro Liter Ndhrmedium am hochsten waren. Die zweit-
beste Erfolgsquote bei der Isolation der Kieselalgen konnte mit Medium CHU-
E, einem Gemisch aus einer Hilfte CHU-10 und einer Hilfte sterilisiertem
Wasser vom Standort, von dem das Algenmaterial stammt, erreicht werden.
Das als Ersatz fiir das schwer sterilisierbare CHU-E-Medium konzipierte
HWD-Medium und das CR-1-Medium, dessen Rezeptur erfolgreich von der
weltweit grofiten Diatomeenkultur unter der Leitung von David Czarnecki ver-
wendet wird, erwiesen sich dagegen als vollig untauglich.

In der Gesamtzahl lieferte das CHU-E-Medium eine schlechtere Anwachsrate
als das CHU-A-Medium. Aufgrund der (aus den Tabellen nicht hervorgehen-
den) Tatsache, dass das CHU-E-Medium auch bei ,schwierigen“ Gewissern
noch erfolgreiche Isolationen ermoglichte, wurde das CHU-E-Medium fiir die
Arbeit favorisiert. Als Beispiel sind die Proben des Eishaussees zu nennen: Bei
94 Isolationsversuchen auf CHU-A-Medium konnte kein Stamm isoliert wer-
den, bei 205 Isolationsversuchen auf CHU-E-Medium waren es dagegen 15
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Stamme. Bei weiteren neun Versuchen wuchsen Kieselalgen anderer Gattungen
(v.a. Fragilaria), die lebend bei 200 bis 400facher VergroBerung morpholo-
gisch nicht von Nitzschia unterscheidbar waren.

Bei der Ubertragung bereits isolierter Nitzschia-Klone wurden die besten An-
wachsraten auf festem CHU-10 Medium mit 0,5 % Agar erzielt (Tabelle 13). Fiir
die Herstellung von mikroskopischen Priaparaten und die Isolation von DNA
aus den kultivierten Diatomeen miissen Agarreste mit einem gewissen Auf-
wand entfernt werden. Daher wurde bei Algen, die auf festem Niahrboden ange-
zogen wurden, fiir das Umbetten vor allem das fliissige CHU-A-Medium ver-
wendet. Insbesondere fiir Stimme aus Gewdssern, die bei der Isolation grofie
Schwierigkeiten bereiteten, wurde das Medium CHU-E verwendet. In CHU-A-
Medium zeigten die Stamme mit 53 % noch akzeptable Anwachsraten. Auf dem
CHU-E-Medium sind nur 34 % der Isolate angewachsen. Die hohe Erfolgsquo-
te auf dem CR-1-Medium lisst sich dadurch erklaren, dass hierauf vor allem
Stamme umgebetten wurden, die von der Algensammlung in Dubuque bezogen
wurden und somit schon etwas an die chemischen Verhiltnisse eines dhnlichen
Mediums gewohnt waren.

Tabelle 12: Anwachsraten nach Isolationversuchen auf unterschiedlichen Nahrbéden

Nahrme- | Erlauterungen | Anzahl | Anzahl erfolg-| % erfolg-
dium Nahrmedium | Kulturen | reicher Kultu- | reicher
ren Kulturen
CHU10 CHU-10 mit 0,5 % 467 49 10%
Agar
CHU-A CHU-10 mit Chlor- 6%
(fest) amphenicol und
0,5 % Agar 88 5
CHU-A CHU-10 mit Chlor- 19%
amphenicol 314 60
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Ndahrme- | Erlauterungen | Anzahl | Anzahl erfolg-| % erfolg-
dium Nahrmedium | Kulturen | reicher Kultu- reicher
ren Kulturen
CHU-E Halfte CHU-10, 16%
Halfte sterilisiertes
Standortwasser 678 110
WC WC-Medium mit 14%
0,5 % Agar 128 18
HWD Hartwassermedi- 0%
um 145 o)
CR-1 101 0 0%
Tabelle 13: Anwachsraten bei Erhaltungskulturen auf verschiedenen Nihrbéden
Nahrme- | Erlauterungen | Anzahl | Anzahl er- % erfolg-
dium Ndahrmedium | Kulturen | folgreicher reicher
Kulturen Kulturen
CHU1o0 CHU-10 mit 0,5 % 72 70%
Agar 103
CHU-A CHU-10 mit Chlor- 53%
amphenicol 738 389
CHU-E Halfte CHU-10, 222 75 34%
Halfte sterilisiertes
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Ndahrme- | Erlauterungen | Anzahl | Anzahl er- % erfolg-
dium Nahrmedium | Kulturen | folgreicher reicher
Kulturen Kulturen

Standortwasser

WC WC-Medium mit 33%
0,5 % Agar 18 6

HWD Hartwassermedium 435 38 9%

CR-1 56 34 61%

68




Ergebnisse

5.2 Genetik

Verschiedene molekularbiologische Techniken liefern Aussagen iiber die Evo-
lution und die phylogenetische Verwandtschaft von Stimmen oder Taxa. Wah-
rend die meisten Fingerprint-Techniken ein charakteristisches Bandenmuster
liefern, anhand dessen hiufig bis auf die Ebene von Individuen unterschieden
werden kann, liefert die hier verwendete Sequenzierung von bestimmten DNA-
Abschnitten eine charakteristische Basenfolge. Anhand dieser kann, je nach
Auswahl des Abschnittes, bis auf die Ebene von Ordnungen, Gattungen, Spe-
cies, selten auch bis auf Individuen-Ebene unterschieden werden. Der Vorteil
der fiir diese Arbeit ausgewidhlten Sequenzierung ist die Vergleichbarkeit der
Daten und die Verfiigbarkeit von veroffentlichten Datenbanken. Letztere ma-
chen einen Vergleich der eigenen Sequenzen mit denen anderer Studien mog-
lich. Von dieser Moglichkeit wird bei der Analyse der SSU-Bereiche (s.u.) aus-
fiihrlich Gebrauch gemacht. Der Vergleich mit anderen Sequenzdaten erlaubt
auBerdem eine Priifung, wie wahrscheinlich es ist, dass das analysierte Material
tatsichlich vom zu untersuchenden Organismus oder beispielsweise von Kon-
taminationen der Kultur stammt.

Zur Sequenzierung wurden drei Abschnitte der sogenannten ribosomalen DNA
verwendet. Die ribosomale DNA enthilt die Erbinformationen fiir den Bau von
Ribosomen. Sie gliedert sich in verschiedene Bereiche: In die nicht transkri-
bierten Spacer (nontranscribed spacer, NTS) und die rDNA-repeats. Diese be-
stehen jeweils aus einem externen transkribierten Spacer (ETS), der Erbinfor-
mation fiir die 18s-Untereinheit der Ribosomen (small subunit, SSU), dem ers-
ten transkribierten internen Spacer (interal transcribed spacer 1, ITS 1) der Er-
binformation fir die 5.8s-Untereinheit der Ribosomen, dem zweiten transkri-
bierten internen Spacer (internal transcribed spacer 1, ITS 2) und der Erbinfor-
mation fiir die 28s-Untereinheit der Ribosomen (large subunit, LSU).

Der Nachteil der Sequenzierung ist die relativ hohe Anfilligkeit gegeniiber ver-
schiedenen ,Versionen“ der sequenzierten Bereiche. Bereits ein Dimorphismus
des sequenzierten Bereichs kann dazu fiihren, dass die Sequenz unlesbar wird.
Kontaminationen mit fremder DNA, in denen die zu sequenzierenden Bereiche
auch enthalten sind, kénnen ebenfalls dazu fithren, dass die Sequenzen nicht
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auswertbar sind. In derartigen Fillen ware eine Klonierung der DNA-Abschnit-
te notig, um DNA-Sequenzen lesen zu konnen. Da hierbei jedoch transgene
Bakterien erzeugt werden, ist diese Methode gesetzlich stark reglementiert und
stand vor Ort nicht zur Verfligung.

Tatsichlich stellte diese Anfilligkeit der Sequenzierung fiir diese Arbeit ein
groBes Problem dar. Von 74 Stimmen, aus deren Kulturmaterial ausreichend
DNA isoliert werden konnte, gelang es nur bei 27 Stimmen mindestens eine
der drei sequenzierten Abschnitte in guter Qualitdt zu sequenzieren. Bei 12 wei-
teren lesbaren Sequenzen wurde ein Vergleich mit Datenbanken festgestellt,
dass die Sequenzen mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht von dem zu untersu-
chenden Stamm, sondern von anderen Eukaryonten stammen.

5.2.1.1 Internal Transcribed Spacer 1 (ITS 1)

Der erste der drei sequenzierten DNA-Abschnitte, die ITS 1-Region, konnte bei
18 Nitzschia-Stammen erfolgreich sequenziert werden. Eine Auflistung dieser
Stamme findet sich in Tabelle 14.

Von den iibrigen Stammen war entweder die extrahierte DNA-Menge nicht
ausreichend oder Sequenziiberlagerungen machten das Sequenzieren mit der
verwendeten Methodik unmoglich.

Zum Zeitpunkt der Auswertung standen in den Datenbanken keine ITS1-Daten
anderer, fiir ein Alignment ausreichend nah verwandter Nitzschia-Stimme zur
Verfiigung.
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Tabelle 14: Auflistung der Stdmme von denen die ITS 1-Region erfolgreich sequenziert wurde

Stamm Herkunft Isolationstag
+ KGo2 Sammlung fiir Algenkulturen, 1942, genaues Datum
Gottingen unbekannt
LGog Lauterbach, Niahe Golfplatz 12. September 2003
Eschenlohe
+ LG11 Lauterbach, Nihe Golfplatz 12. September 2003
Eschenlohe
OAo2 Ameisensee 21. September 2002
0OAo03 Ameisensee 21. September 2002
OAo5 Ameisensee 01. September 2003
OA11 Ameisensee 01. September 2003
OHoz2 Herrensee 01. Oktober 2002
OHo3 Herrensee 01. Oktober 2002
OHos Herrensee 21. September 2002
OLo1 Lustsee 05. September 2003
0So2 Sengsee 10. Juli 2003
OWo1 Westlicher Breitenauer See 03. September 2003
OWo3 Westlicher Breitenauer See 03. September 2003
OWos5 Westlicher Breitenauer See 03. September 2003
OWo9 Westlicher Breitenauer See 03. September 2003
OW11 Westlicher Breitenauer See 03. September 2003
SGo1 Starnberger See, Nahe 20. August 2003

Garatshausen
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Das Ergebnis der phylogenetischen Analyse unter Verwendung des Parsimony-
Kriteriums ist in Abbildung 15 dargestellt, das der Analyse unter Verwendung
von Distance-Kriterien in Abbildung 16. Als AuBengruppe wurde fiir die Dar-
stellung jeweils Stamm OSo2 verwendet, da dieses der einzige Stamm ist, der
deutlich nicht in den Sippenkomplex um Nitzschia palea gehort. Beide Den-
drogramme zeigen im Wesentlichen die gleichen Zuordnungen. Die Stimme
LG11 und LGo9 werden relativ friih von den iibrigen Stimmen abgetrennt, die
aufgrund der Morphologie dem palea-gracilis-Komplex zugeordnet wurden.
Die restlichen Staimme dieses Komplexes werden in zwei Gruppen separiert.
Innerhalb des blassviolett hinterlegten Verwandtschaftskreises findet sich die
enge Zusammengruppierung der Stimme OHo5 und OAo02 als konstantes, gut
gesichertes Merkmal wieder. Im Falle des Parsimony-Dendrogramms (Abbil-
dung 15) wird der obere Verwandtschaftskreis nicht weiter aufgelost, die Re-
produzierbarkeit bzw. die Bootstrapwerte fiir eine weitere Auflosung lagen so-
mit unter 50%. In der weiter auflosenden Distance-Analyse wird Stamm OLo01
vom Rest des oberen Verwandtschaftskreises abgetrennt, der mit Bootstrap-
werten von 75 % zusammengruppiert. Innerhalb dieser Gruppe findet sich ne-
ben der bereits beschriebenen Zusammengruppierung aus den Staimmen OHo5
und OA02 ein mit einem Bootstrapwert von 68% nur schwach gesichertes Clus-
ter aus den Klonen OHo02, OW11, OA03 und — etwas enger zusammengruppie-
rend — OWo09 und OWo3 (Bootstrap 60%).

Innerhalb der in den Dendrogrammen unteren, hellblau hinterlegten Gruppe
wird Stamm SGo1 in beiden Analysen von den iibrigen Stimmen dieser Gruppe
abgetrennt. Die weitere Untergliederung dieser Gruppe zeigt, wie schon die
vorhergehende Gruppe, im auf Parsimony basierenden Dendrogramm eine zu
schwache statistische Absicherung. Die auf Distance-Kriterien basierende Ana-
lyse schliisselt die Gruppe etwas weiter auf, wobei die Stimme OA11 und OWo5
als am engsten verwandt dargestellt werden. Als einziger Stamm wird KGo2
(in den Dendrogrammen grau hinterlegt) abhingig von den gewéhlten Kriteri-
en zur Errechnung der phylogenetischen Beziehungen unterschiedlich einge-
stuft. So stellt die Parsimony-Analyse KGo2 zur blassviolett hinterlegten Grup-
pe, wiahrend dieser Stamm von der Distance-Analyse als eigene Gruppe klassi-
fiziert wird.
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Abbildung 15: Dendrogramm mit Bootstrapwerten, basierend auf Sequenzanalyse der ITS 1-Region
nach Parsimony-Kriterien (Abkiirzungen siehe Seite 70)
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Abbildung 16: Dendrogramm mit Bootstrapwerten, basiend auf Sequenzanalyse der ITS 1-Region
nach Distance-Kriterien (Abkiirzungen siehe Seite 75)
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5.2.1.2 Internal Transcribed Spacer 2 (ITS 2)

Aus den oben erwidhnten Griinden konnten auch hier nicht alle vorhandenen
Stamme zur DNA-Sequenzierung erfolgreich verwendet werden. Von der ITS2-
Region wurden 18 Sequenzen analysiert, die von den in Tabelle 15 aufgelisteten
Nitzschia-Stimmen stammen.

In den zur Verfiigung stehenden Datenbanken waren zum Zeitpunkt der Analy-
se keine ITS2-Sequenzen von Taxa verfligbar, die fiir ein klassisches Alignment
ausreichend nahe verwandt waren.

Die Dendrogramme der Parsimony- (Abbildung 17) und Distance-Analysen
(Abbildung 18) zeigen ein sehr dhnliches Bild. In beiden findet sich eine durch
hohe Bootstrapwerte von stets 100% gestiitzte Gruppe, in der die Stimme
0A08, 0Q09, SGo1 und SUo01 vereint werden (tiirkisblau hinterlegt). Der Rest
der Stimme — den als AuBengruppe definierten Stamm OSo02 ausgenommen —
findet sich in einer, wie die Bootstrapwerte anzeigen, nicht sehr gut gesicherten
Gruppe, die sich wiederum in zwei sehr gut gesicherte Untergruppen aufspal-
tet. Im Dendrogramm der Parsimony-Analyse werden diese beiden Untergrup-
pen nicht weiter aufgelost. In den Ergebnissen der Distance-Analyse wird in
der oben dargestellten, blassviolett hinterlegten Gruppe jeder Stamm einzeln
aufgelost wobei die Staimme SU02 und OA03 als am nichsten verwandt darge-
stellt werden. In der darunter dargestellten, hellblau hinterlegten Gruppe wer-
den die Stimme OWo1 und OA11 mit Bootstrapwerten von 100% fiir die Rest-
gruppe jeweils einzeln gestellt, die Stimme ORo02, OAo05, SU03 und OW5 in
eine Gruppe vereint.
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Tabelle 15: Auflistung der Stamme, von denen die ITS 2-Region erfolgreich sequenziert wurde

Stamm Herkunft Datum der Isolation
LGog Lauterbach, Ndhe Golfplatz Eschenlohe|12. September 2003
OAo03 Ameisensee 21. September 2002
OAoj5 Ameisensee 01. September 2003
0OAo08 Ameisensee 01. September 2003
OA11 Ameisensee 01. September 2003
OEo3 Eishaussee 04. November 2003
OHog4 Herrensee 21. September 2002
OHos Herrensee 21. September 2002
OLo1 Lustsee 05. September 2003
0Qo9 Waschsee 16. Februar 2004
ORoO2 Forchensee 13. November 2002
0OSoz2 Sengsee 10. Juli 2003
OWo1 Westlicher Breitenauer See 03. September 2003
OWos5 Westlicher Breitenauer See 03. September 2003
SGo1 Starnberger See, Nihe Garatshausen |20. August 2003
SUo1 Starnberger See, Nidhe Unterzeisme-|05.Juni 2003
ring

SUo2 Starnberger See, Nidhe Unterzeisme-|/05.Juni 2003
ring

SUo3 Starnberger See, Nidhe Unterzeisme-|/05.Juni 2003
ring
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Abbildung 17: Dendrogramm mit Bootstrapwerten, basierend auf Sequenzanalyse der

ITS 2-Region nach Parsimony-Kriterien (Abkiirzungen siehe Seite 75)
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Abbildung 18: Dendrogramm mit Bootstrapwerten, basierend auf Sequenzanalyse der
ITS 2-Region nach Distance-Kriterien (Abkiirzungen siehe Seite 75)
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5.2.1.3 Small Subunit (SSU)

Bei der dritten der untersuchten Sequenzen handelt es sich um die Erbinforma-
tionen fiir die 18s-Untereinheit der Ribosomen. Die Stimme der Gattung Nitz-
schia, deren SSU-Bereiche sich erfolgreich sequenzieren lieen, sind in Tabelle
16 aufgefiihrt.

Tabelle 16: Stdmme, deren SSU-Bereich erfolgreich sequenziert wurde

Stamm Herkunft Isolationstag

KGo2 |Sammlung fiir Algenkulturen, Gottingen | 1942, genaues Datum
unbekannt

+ OA02 |Ameisensee 21. September 2002

+ 0OA09 |Ameisensee 01. September 2003

+ OA11 |Ameisensee 01. September 2003

+ OLo1 |Lustsee 05. September 2003

+ 0OSo2 |Sengsee 10. Juli 2003

+ OWo5 |Westlicher Breitenauer See 03. September 2003

+ SGo1 |Starnberger See bei Garatshausen 20. August 2003

+ SUo1 |Starnberger See, Niahe Unterzeismering | 05. Juni 2003

+ SUo2 |Starnberger See, Niahe Unterzeismering | 05. Juni 2003

+ SUo2 |Starnberger See, Niahe Unterzeismering | 05. Juni 2003
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Des weiteren konnten SSU-Sequenzen anderer, fiir das Alignment der Sequen-
zen ausreichend nahe verwandter Taxa in den unter NCBI vereinten Datenban-
ken gefunden und in die Analyse mit einbezogen werden. Die verwendeten Se-
quenzen sind mit ihren gi-Nummern, die die Sequenzen in den Datenbanken
eindeutig identifizieren, in Tabelle 17 aufgelistet.

Tabelle 17
Kiirzel Taxon gi-Nummer Referenz

NPAL2 |Nitzschia palea 58416149 RivET, BESZTERI ET AL, 2004 (1)
NPAL3 |Nitzschia palea 58416150 RivET, BESzIERI ET AL. 2004 (1)
NPAL6 |Nitzschia palea 58416151 RuvEr, BESZTERI ET AL. 2004 (1)
NPAL7y |Nitzschia palea 58416152 RivET, BESZTERI ET AL, 2004 (1)
NPALS8 |Nitzschia palea 58416153 RivET, BESzIER! ET AL. 2004 (1)
NPAL9 |Nitzschia palea 58416154 RuvET, BESZTERI ET AL. 2004 (1)
NPAL11 |Nitzschia palea 58416155 RivET, BESZTERI ET AL, 2004 (1)
NPAL12 |Nitzschia palea 58416156 RivET, BESzIERI ET AL. 2004 (1)
NPAL13 |Nitzschia palea 58416157 RuvET, BESZTERI ET AL. 2004 (1)
NZSP Nitzschia palea 58416158 RivET, BESZTERI ET AL, 2004 (1)
Namph |Nitzschia amphibia 56398975 RivET, BESzZIER ET AL. 2004 (2)
NINC1 |Nitzschia inconspicua 58416169 RiMET, BESzZTERI ET AL. 2004 (1)
NFON1 |Nitzschia fonticola 58416170 RivET, BESZTERI ET AL, 2004 (1)
NDIS1 |Nitzschia dissipata 58416166 RivET, BESzIERI ET AL. 2004 (1)
NLIN1 |Nitzschia linearis 58416159 RuvET, BESZTERI ET AL. 2004 (1)
NLIN2 |Nitzschia linearis 58416160 RivET, BESZTERI ET AL, 2004 (1)
NLIN3 |Nitzschia linearis 58416161 RivET, BESzIERI ET AL. 2004 (1)
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Kiirzel Taxon gi-Nummer Referenz
NCOMz1 |Nitzschia communis 58416162 RivET, BESZTERI ET AL, 2004 (1)
Ncom |Nitzschia communis 56398976 RivET, BESZTERI ET AL, 2004 (2)
NIPU1 |Nitzschia pusilla 58416163 RivET, BESZTERI ET AL. 2004 (1)
NIPU2 |Nitzschia pusilla 58416164 RivET, BESZTERI ET AL. 2004 (1)
Nfrus Nitzschia frustulum 41393016 MepLiN & KACZMARSKA 2002
NFIL1 |Nitzschia filiformis 58416147 RiMET, BESZTERI ET AL, 2004 (1)
Napi Nitzschia apiculata 26024181 BuarracHARYA, MEDLIN ET AL.

1992

Nvit Nitzschia vitrea 56398978 RivET, BESZTERI ET AL. 2004 (2)
Nsig Nitzschia sigma 56398977 RiMET, BESZTERI ET AL. 2004 (2)
NPAE1 |Nitzschia paleacea 58416144 RuMET, BESZTERI ET AL. 2004 (1)
Nlong |Nitzschia longissima 58293961 L1, YANG ET AL. 2005
Nlecoi |Nitzschia lecointei 51104829 PassMORE 2004
CylM-  |Cylindrotheca closterium |66096301 L1, WU ET AL. 2005
Go50
Cyl Cylindrotheca closterium |58293932 L1, YANG ET AL. 2004

Das Dendrogramm der phylogenetischen Analyse (Parsimony - Abbildung 19)
stellt die als AuBengruppe gewahlten Stimme von Cylindrotheca closterium als
deutlich von den eigentlichen Nitzschia-Stimmen, die laut Analyse eine ge-
schlossene Gruppe mit 93 % Bootstrapsupport darstellen, getrennt dar. Inner-
halb der Nitzschia-Stamme werden die unterschiedlichen, als konspezifisch an-
gesehen Stdimme von Nitzschia pusilla, Nitzschia communis und Nitzschia li-
nearis jeweils als monophyletisch zusammengruppiert. Die Bootstrapwerte lie-
gen bei allen erwdhnten Fillen bei 99 %. Nitzschia dissipata, N. fonticola, N.
inconspicua, N. amphibia sowie der Stamm 0So02, der als N. amphibia be-
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stimmt wurde, bilden eine gemeinsame Gruppe (in den Dendrogrammen oran-
ge hinterlegt), wobei OSo2 und N. amphibia am engsten zusammengruppieren,
mit N. inconspicua als niachster Verwandter. Etwas weiter entfernt von N. am-
phibia und N. inconspicua wird zunachst N. fonticola gestellt, dann N. dissipa-
ta. Alle eigenen Klone — OS02 ausgenommen — und die als Nitzschia palea be-
stimmten Klone aus der Literatur gruppieren sich mit einem Bootstrapwert von
97 % in ein kaum weiter aufgelostes Monophylum (blau hinterlegt) zusammen.
Innerhalb dieses Monophylums werden lediglich die Stimme OA09 und OA11
sowie die Stimme SGo1, SU01 und NPAL6 als jeweils untereinander etwas
dhnlicher zusammengefasst. Die Bootstrapwerte sind jedoch hier mit 65 % und
52% sehr niedrig, so dass die Gruppe mit SGo1, SUo1 und NPAL6 gerade noch
aufgelost wird.

Die iibrigen Nitzschia-Taxa sind innerhalb der Gattung Nitzschia nicht weiter
aufgelost. Allerdings liegen hier fiir jedes Taxon nur die Sequenzdaten eines
einzelnen Stammes vor. Die Analyse nach genetischer Distanz (Abbildung 20)
zeigt anderes als bei den ITS-Sequenzen gewisse Unterschiede zur Parsimony-
Analyse. So wird NPAE1 — von Riment, Beszrert et aL. als Nitzschia paleacea
Klassifiziert — in die gleiche Untergruppe gestellt, wie die als Nitzschia pusilla
bestimmten Stamme. Der Bootstrapwert fiir diese Gruppierung ist allerdings
mit 55% sehr niedrig.

Ein weiterer Unterschied findet sich bei der Gruppe um Nitzschia amphibia, N.
inconspicua, N. fonticola, N. dissipata und Stamm OSo02 (orange hinterlegt).
Hier werden die Staimme Namph (Nitzschia amphibia) und NINC1 (Nitzschia
inconspicua) als am nichsten verwandt angesehen, dann erst als nichstver-
wandter Stamm OSo2. Insgesamt liegen jedoch die Bootstrapwerte fiir diese
Gruppe niedriger als bei der Analyse nach Parsimony-Kritierien. Fiir die Grup-
pe, in der die Nitzschia palea-Stamme und die eigenen Stimme vereinigt wer-
den, gibt es ebenfalls einige Unterschiede. So wird Stamm SUo01 vom ganzen
Rest dieser Gruppe abgegrenzt, die mit einem Bootstrapwert von 67% zusam-
mengruppiert. Innerhalb der Restgruppe werden, wie schon bei der Parsim-
ony-Analyse die Stimme OA09 und OA11 in eine eigene Untergruppe vereinigt.
Der Bootstrapwert fiir diese Untergruppe betragt 77%. Ferner werden die
Stimme NPAL12, NPALg, SUo2, NPAL3, NPAL2, NPAL13, NPAL11, NZSP,
NPALS8, NPAL7 und NPALG in einer weiteren Untergruppe zusammengestellt,
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in der NPAL12, NPAL9 und SU02, NPAL3 und NPAL2, NPAL13 und NPAL11,
NPALS8 und NZSP jeweils eigene Untergruppen bilden, deren Bootstrapwerte
aber hochstens 71% erreichen.
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Abbildung 19: Dendrogramm mit Bootstrapwerten, basierend auf
Sequenzanalyse der SSU-Region nach Parsimony-Kriterien (Abkiirzungen
siehe Seiten 78 ff)
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Abbildung 20: Dendrogramm mit Bootstrapwerten, basierend auf
Sequenzanalyse der SSU-Region nach Distance-Kriterien (Abkiirzungen
siehe Seiten 78 ff)
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5.2.1.4 Supertree Genetik

Nach der Kombination der Daten der separat berechneten phylogenetischen
Beziehung zu einem ,Supertree ergeben sich als Gesamtiibersicht aller Se-
quenzdaten die beiden Baumdiagramme, die in Abbildung 21 und Abbildung
22 dargestellt sind. Abbildung 21 zeigt dabei den ,strict consensus” aller gefun-
denen Biaume, also alle Gruppen, die allen gefundenen Biumen gemein sind.
Es ist festzustellen, dass die Nitzschia palea-Stimme aus der NCBI-Datenbank
und die eigenen Stimme, die aufgrund ihrer Schalenmorphologie dem Sippen-
komplex um Nitzschia palea zugeordnet werden, in ein gemeinsamen Cluster
gestellt werden, dass im strict consensus nicht weiter aufgelost ist.

Im ,Adams consensus® (Abbildung 22), der alle Gruppen darstellt, zu denen es
keinen Widerspruch innerhalb aller gefundenen Baume gibt, wird die Gruppe
um Nitzschia palea weiter aufgeltst. Es werden allerdings viele als N. palea be-
stimmte Stimme aus der Literatur, von denen zum Zeitpunkt der Analyse noch
keine ITS-Sequenzen vorlagen, nicht weiter zugeordnet. Neben diesen nicht
aufgelosten Stimmen gibt es jedoch innerhalb dieses ,,Palea-Zweiges“ drei Un-
tergruppen. In der ersten Untergruppe (tiirkisblau hinterlegt) werden die
Stamme OA08, SU01, SGo1, 0Q09 PAL6 sowie PAL11 zusammengefasst, eine
weitere Auflosung dieser Untergruppe erfolgt nicht. In der zweiten Untergrup-
pe (hellblau hinterlegt) werden die Staimme OWo5 SU03, OAo5, OWo01, OR02,
OAo09 und OA11 zusammengestellt, letztere zwei als etwas ndher zueinander
verwandt, als der nicht weiter aufgeloste Rest dieser Untergruppe. In der drit-
ten Untergruppe (blassviolett hinterlegt) befinden sich nicht weiter aufge-
schliisselt die Stamme OHo4, SU02 und OE03 sowie eine aus den Stammen
LGo9 und LG11 gebildete ndhere Verwandtschaft (helltiirkis hinterlegt) und
eine Gruppe aus den Stimmen OLo1, OAo3, OHo3, OHo2, OW11, OWo09,
OWo03, KGo2, OAo2 und OHos5, wobei OHo5 und OAo02 als zueinander dhnli-
cher dargestellt werden (violett hinterlegt).

Die iibrigen, nicht als Nitzschia palea klassifizierten Stimme, deren Sequenz-
daten aus der Literatur stammen, werden im Supertree genauso zugeordnet
wie im Dendrogramm, das auf SSU-Daten basiert.
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Abbildung 21: Strict-Konsensus aus den most parsimonious Supertrees
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Abbildung 22: Adams-Konsensus aus den most parsimonious Supertrees
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5.3 Morphologie

5.3.1 Eignung der Messmethoden

5.3.1.1 Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit einer Messung, die mit einer bestimmten Methode aus-
gefiithrt wurde, stellt ein wesentliches Kriterium fiir Verlasslichkeit die Mess-
methode dar. Erst wenn eine Messung gut reproduzierbar ist, kann ein Ver-
gleich mit anderen Messwerten erfolgen. Diese Vergleichsmoglichkeit stellt
eine wichtige Basis fiir die Verwendung von morphometrischen Daten zur Be-
stimmung von Taxa dar. Um ein MaB fiir die Reproduzierbarkeit der hier
durchgefiihrten morphometrischen Messungen zu erhalten, wurden Parallel-
messungen von unterschiedlichen Bearbeitern durchgefiihrt.

Die erste MessgroBen, die auf diesem Weg untersucht wurden, sind die 1- und
10 um Balken. Diese liefern Anhaltspunkte, wie groB der Fehler der Messme-
thode an sich ist, d.h. der planometrischen Messung an digitalen Photografien
mittels des Programms Metreo aus dem Kappa-Datenpaket. Bei der Festlegung
des 1 um-Balkens liegt die mediane Standardabweichung bei 0,86 %, beim
10 um-Balken liegt die mediane Standardabweichung bei 0,17 %. Dies bestitigt,
dass die prozentualen Messfehler bei kleinen MessgréBen generell hoher aus-
fallen.

Die Vermessungen der Zelllinge weisen eine mediane Standardabweichung
von 0,45 % auf, die Messungen der Zellbreite eine mediane Standardabwei-
chung von 1,64 %. Beide Merkmale spielen unter den metrisch erfassbaren
Merkmalen in der Literatur die groBte Rolle. Die geringen Fehler bei der Be-
stimmung dieser beiden Zelldimensionen zeigen, dass die Messungen mit der
gewdhlten Methodik sehr gut reproduzierbar sind. Erwartungsgemil hat das
aus beiden GrofBlen abgeleitete Verhiltnis von Lange zu Breite eine ebenfalls ge-
ringe Standardabweichung und somit eine hohe Reproduzierbarkeit.
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Tabelle 18: Standardabweichungen bei der Vermessung quantitativer Merkmale durch

unterschiedliche Bearbeiter

Anzahl Bilder Mediand. Minimale Maximale
Standard- Standard- Standard-

Merkmal Messun- vermess- . . q

en bar abwei- abwei- abwei-

g chungen chung chung
10 um Balken 108 15 0,17% 0,06% 0,40%
1 um Balken 96 15 0,86% 0,11% 1,93%
Lange 119 15 0,45% 0,25% 2,03%
Breite(max) 118 15 1,64% 0,72% 14,99%
L/B 114 15 1,37% 0,59% 14,00%
Kopfchenbreite 106 15 7,06% 2,68% 34,15%
Istmusbreite 104 15 9,79% 3,24% 38,31%
K/I 103 15 8,98% 0,95% 37,76%
Linge Fibulae 109 13 8,00% 5,51% 22,01%
Breite Fibulae 109 13 14,98% 9,84% 42,84%
Abstand Fibulae 108 13 16,98% 4,66% 24,52%
Flache 115 15 3,51% 2,08% 18,61%
Umfang 115 15 0,61% 0,42% 1,90%
Rundheit 114 15 2,77% 1,30% 14,61%
Spitzenwinkel 110 15 21,99% 5,23% 36,80%
Fibulaedichte 109 13 0,62 (o} 4,68
Streifendichte 99 14 1,39 0,6 14,5
Areolendichte 78 14 0,49 o) 2,02
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Die Vermessungen der Kopfchenbreite, der Isthmusbreite und der daraus ab-
geleiteten ,Kopfigkeit” hingegen weisen wesentlich hohere mediane Standard-
abweichungen von 7,96 %, 9,79 % bzw. 8,98 % auf und sind somit deutlich
schlechter reproduzierbar als die Bestimmung von Zelllinge oder Zellbreite.
Das Problem bei der Bestimmung der Kopfchen- und Isthmusbreite besteht
darin, dass die Punkte zwischen denen gemessen wird, in vielen Fillen nicht
eindeutig sind. Innerhalb der Messungen eines Bearbeiters sind die Schwan-
kungen kleiner. Der Quotienten aus Kopfchenbreite und Isthmusbreite ist so-
mit nur bedingt dafiir geeignet, die kopfige Erweiterung des Zellpoles zu quan-
tifizieren.

Die Standardabweichungen bei den Vermessungen der Fibulae sind relativ
hoch. Diese Tatsache ist in der natiirlichen UnregelméBigkeit der Fibulae be-
griindet. So ist der Raphenkanal, den die Fibulae {iberspannen, zu den Zellen-
den hin ein wenig schmaéler, wodurch distale Fibulae etwas kiirzer sind als pro-
ximale Fibulae. Die hédufige Verwachsung zweier Fibulae zu einer sehr breiten
Fibula sowie die fiir einige Taxa typischen UnregelmaBigkeiten bei der Stellung
und der Breite der Fibulae tragen ebenfalls zur relativ hohen Streuung der
Werte bei. Im Einzelnen liegt die mediane Standardabweichung bei der Linge
der Fibulae bei 8,00 %, der Breite der Fibulae bei 14,98 % und des Abstandes
der Fibulae bei 16,98 %. Trotz ihrer naturgeméaB hohen Streuung konnen die
Vermessungen von Fibulae von groBem taxonomischen Interesse sein. Bei-
spielsweise ist ein wichtiger Aspekt in der Charakterisierung von Nitzschia
sublinearis in Krammer & Lange-Bertaror (1988) die ,deutlich unregelmaBige
Stellung“ der Fibulae. Vermessungen der Fibulae, wie sie hier durchgefiihrt
wurden, liefern eine eindeutige Aussage liber die RegelmiBigkeit der Fibulae
und stellen somit eine deutliche Objektivierung bei der Bewertung der Fibulae-
stellung dar.

Relativ geringe Standardabweichungen wurden bei der Vermessung von Zell-
umfang und Projektionsfliche in der Valvaransicht festgestellt. Die mediane
Standardabweichung aller Umfinge betrigt nur 0,61 % und ist somit geringer,
als die der Zelllange. Die mediane Standardabweichungen der Flichen ist mit
3,51 % ebenfalls relativ gering. Auch die aus Zellumfang und -fliche abgeleitete
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»~Rundheit“ besitzt folglich eine hohe Reproduzierbarkeit und stellt somit eine
auschlussreiche Kenngrofe einer Zelle dar, die bisher nicht Eingang in die gén-
gigen Bestimmungsliteratur gefunden hat.

Die mediane Standardabweichung der Messungen des Winkels, in dem die
Zellwinde an den Zellpolen aufeinander zulaufen, liegt in Prozent ausgedriickt
bei 21,99 % und ist somit die hochste mediane Standardabweichung aller hier
untersuchten Falle. Betrachtet man die Standardabweichung nicht als prozen-
tuale Angabe, sondern als Angabe in Winkelgraden und differenziert fiir die
einzelnen Bilder der Messung, ist festzustellen, dass vor allem bei Frusteln mit
relativ stumpfen Ende die Standardabweichungen im Bereich von 10° liegen
konnen. Bei den eher spitz zulaufenden Zellen liegen die Werte zwischen 2 und
6°. Da die Winkel bei diesen eher spitzen Zellen um die 20° schwanken, fallen
die prozentualen Angaben der Standardabweichung hier besonders hoch aus.
Winkelunterschiede von 2 — 6° sind mit bloBem Auge jedoch nur im direkten
Vergleich festzustellen. Daher liefern die Messungen der Spitzenoffungswinkel
zumindest prazisere Angaben als die verbalen Umschreibungen in der gdngigen
Bestimmungsliteratur.

Die Bestimmungen der Dichte der Fibulae, der Streifen und der Areolen erwie-
sen sich bei den Testmessungen als gut reproduzierbar. Die Fibulaedichte zeig-
te eine Standardabweichung von 0,6/10 um, die Streifendichte von 1,39/10 um
und die Areolendichte von 0,49/um. Diese Werte sind im Vergleich zu den
Bandbreiten innerhalb der Taxa, wie sie beispielsweise von Kramver & LanGE-
Berraror (1988) angegeben werden, sehr gering. Zur Ermittlung der Fibulae-
und Streifendichten wird die Zahl der Fibulae bzw. die Zahl der Streifen unter
einem zufallig positionierten, in Langsrichtung der Zelle orientierten Balken
mit 10 um Linge gezdhlt. Da bereits ein geringfiigiges Verschieben dieses Bal-
kens bewirken kann, dass zwei Fibulae bzw. Streifen gerade noch oder eben ge-
rade nicht mehr mitgezahlt werden, ist der Fehler bei diesen Zahlungen er-
staunlich gering.
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5.3.1.2 Konstanz der Merkmale

Eine weitere wichtige Vorraussetzung fiir die Eignung morphologischer Eigen-
schaften fiir die taxonomische Anwendung ist die Konstanz der Eigenschaft in
einem Taxon bzw. die Kenntnis der Variabilitiat der Eigenschaft im Zusammen-
hang mit den Umweltbedingungen und dem Alter der Zelllinie.

Freilanduntersuchungen

Zur Untersuchung von Zusammenhingen zwischen Merkmalsausprigungen
und Umweltbedingung wurden Freilanduntersuchungen in Zusammenarbeit
mit Silvia Czanderle (CzanperLE 2003) zum Einfluss unterschiedlicher Umwelt-
parameter durchgefiihrt. Diese zeigen in einigen Fallen Korrelationen von Lan-
ge, Breite oder Fibulaedichte mit dem Phosphatgehalt und der Trophie der
Seen. An dieser Stelle seien nur die Ergebnisse der Taxa aufgefiihrt, die dem
Komplex um Nitzschia palea angehoren oder diesem nahestehen. Von den
zwoOlf untersuchten Taxa der Gattung Nitzschia sind dies N. fonticola, N. graci-
lis, N. lacuum, N. palea var. debilis und N. sublinearis® (Tabelle Fehler: Refe-
renz nicht gefunden). Die Zellen von N. fonticola sind in Gewassern hoher
SRP-Konzentration kiirzer und breiter. Die Gesamtphosphorkonzentration
korreliert ebenfalls positiv mit der Breite der Zellen. Exemplare von N. gracilis
sind kiirzer, wenn sie aus Gewdissern mit hohen Gesamtphosphorgehalten
stammen. Auferdem nimmt die Streifendichte mit zunehmender Trophie des
Ursprungsgewissers ab. Anzumerken ist bei N. gracilis, dass nur 11 Schalen-
hélften fiir die Untersuchung verwendet werden konnten und die Korrelationen
nur auf einem Niveau von < 0,05 signifikant sind. Daher sind hier die Ergeb-
nisse statistisch kaum gesichert.

Wie bei N. gracilis standen auch bei N. lacuum nur 11 Zellen zur Auswertung
zur Verfiigung. Das Signifikanzniveau ist bei den gefundenen positiven Korrela-
tionen zwischen SRP, Gesamtphosphat und der Zellbreite jedoch < 0,01. Die
vermessenen Schalen von N. palea var. debilis zeigten schwach positve Korre-

3 Nitzschia sublinearis wird entgegen den iibrigen hier behandelten Taxa nicht den Lanceolatae
sondern der Lineares zugeordnet (Siiwasserflora). Aufgrund der insbesondere bei kleineren
Exemplaren oft nicht eindeutigen Abgrenzung gegeniiber N. gracilis werden die Ergebnisse von N.
sublinearis hier mit einbezogen.
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lationen der Zellange mit der Trophie des Ursprungsgewéssers und eine hoch-
signifikante, aber schwache, negative Korrelation der Zellbreite mit der SRP-
Konzentration. AuBerdem ist die Fibulaedichte schwach mit der SRP-Konzen-
tration korreliert.

Ahnlich wie bei N. gracilis und N. lacuum standen bei N. sublinearis nur eine
kleine Zahl (14) Schalenhélften zur Verfiigung, weswegen die Korrelationen
statistisch nicht optimal gesichert sind. Die SRP-Konzentrationen der Ur-
sprungsgewasser korrelieren bei diesem Taxon negativ mit der Zelllinge, posi-
tiv mit der Zellbreite und der Fibulaedichte. Die beiden zuletzt erwdhnten Gro-
Ben korrelieren auch positiv mit dem Gesamtphosphatgehalt, die Zelllinge
auch mit der Trophie des Herkunftsgewassers.
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Tabelle 19: Korrelationen von Schalenmerkmalen mit Umweltparametern der Ursprungsgewdsser;
Werte mit * sind auf einem Niveau < 0,05 signifikant, Werte mit ** auf einem Niveau < 0,01
signifikant. Verwendete Abkiirzungen: TP = Gesamtphosphat; SRP = gelistes reaktives Phosphat; T =
Trophie des Ursprungsgewdssers; p = Pearson-Korrelationskoeffezient, s = Spearman rho-
Korrelationskoeffizient

Taxon Unter- Korrelationen Korrelationen Korrelationen
suchte der Zellinge der Zellbreite | der Fibulaedich-
Schalen- mit: mit: te mit:
halften
N. fonticola 33 SRP p=-0,345* |SRP p=0,429*
s = 0,380%
TP p=0,377*
s = 0,399*
N. gracilis 11 TP p=-0,603* T, p =-0,703*
s =-0,641%
N. lacuum 11 SRP P =o0,747**
TP  p=0,746"*
N. palea 235 T;s p = 0,160* SRP s=-0,200"* |SRP p=0,182%*
var. debilis
s = 0,132* s = 0,154*
N. sublinea- 14 SRP p=-0,798** |SRP P =0,688** |SRP p=0,712%*
s s = 0,632**
T, p=0593* |TP p=0,755"* |TP  p=0,879**
s = 0,630%* s = 0,728**
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Laborversuche

Die Untersuchungen an Freilandproben bieten nicht die Moglichkeit, Auswir-
kungen des Alters einer Zelllinie auf die Morphologie zu untersuchen. Aufler-
dem ist es nicht moglich festzustellen, inwieweit es sich bei dem Material, dass
als konspezifisch klassifiziert wurde, tatsichlich um Material des gleichen na-
tlirlichen Taxons und nicht um das morphologisch sehr dhnliche Material un-
terschiedlicher natiirlicher Taxa handelt. Aus diesen Griinden wurden Labor-
versuche mit monoklonalen Staimmen durchgefiihrt. Bei diesen Laboruntersu-
chungen wuchsen drei der vier verwendeten Stimme nicht an, so dass zur Aus-
wertung nur der Stamm aus dem Starnberger See (SGo3) zur Verfiigung stand.
Dieser wurde aufgrund seiner morphologischen Eigenschaften als Nitzschia
palea var. debilis bestimmt.

Im Versuch mit unterschiedlichen Phosphatkonzentrationen gibt es im Kon-
zentrationsbereich bis 89 pug PO,-P pro 1 hochsignifikante, aber schwache, ne-
gative Korrelationen der Linge mit der Phosphatkonzentration (Tabelle 20).
Im Konzentrationsbereich iiber 89 ug/l1 ist eine positive Korrelation der Linge
mit dem Phosphatgehalt des Mediums festzustellen. Die Breite der Zellen zeigt
iiber den gesamten Phosphatgradienten des Versuches hinweg eine signifikante
positive Korrelation mit der Phosphatkonzentration. Dieses Ergebnis steht in
einem deutlichen Widerspruch zu den Ergebnissen des Freilandes, wo eine
Tendenz zu schmileren Zellen bei hoherem Phosphatangebot zu beobachten
ist.

Tabelle 20: Signifikante Korrelationen von Zelldimensionen mit dem Phosphatangebot; Werte mit *
sind auf dem Niveau < 0,05 signifikant, Werte mit ** sind auf dem Niveau <o0,01 signifikant;

Korrelationsko- Lange Lange Breite Lange/
effizient (bis 89 g1 (ab 89 11g/1 Breite
PO,-P) PO,-P)
Pearson - 0,209 ** 0,155 * 0,231 ** - 0,194 **
Spearman-rho - 0,143 ** 0,209 ** 0,168 ** - 0,153 **
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Im Versuch mit unterschiedlichen Silikatkonzentrationen wurden keinerlei si-
gnifikante Zusammenhinge zwischen dem Gehalt an gelostem Silikat im Nahr-
medium und der Schalenmorphologie gefunden.

Beim kombinierten Phosphat- und Nitratversuch (Tabelle 21) gibt es lediglich
im Konzentrationsbereich von 8,9 ug PO,-P/1 eine signifikante Korrelation mit
dem Nitratgehalt und der Fibulaedichte. Negative Kruskal-Wallis-, Mann-
Whitney- und Mediantests zeigen jedoch, dass auch hier die Tendenz zur Ab-
nahme der Fibulaedichte bei hoheren Nitratkonzentration statistisch kaum ge-
sichert ist.

Allerdings gibt es zwischen den vier gewihlten Nitratkonzentrationen Unter-
schiede in den Korrelationen von morphologischen Parameter mit den Phos-
phatgehalten. So ist eine hochsignifikante negative Korrelation der Lange mit
der Phosphatkonzentration nur im Bereich von 0,5 mg NO,-N/I und 1 mg NO,-
N/1 feststellbar. Auch die Dichte der Fibulae zeigt nur im Bereich zwischen
0,5 mg NO,-N/1 und 2 mg NO,;-N/1 hochsignifikante negative Korrelation mit
der Phosphatkonzentration.

Bei Nitratkonzentrationen von 4 mg/1 schlieBlich gibt es keine Korrelationen
morphologischer KenngréBen mit dem Phosphatangebot im Medium mehr.
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Tabelle 21: signifikante Korrelation quantitativer Merkmale mit dem Phosphatgehalt bet
unterschiedlichem Stickstoffangebot; Werte mit * sind auf dem Niveau < 0,05 signifikant; Werte mit
** sind auf dem Niveau von <0,01 signifikant;

Konzentration | Korrelations- Lange Fibulae pro
von NO;-N koeffizient 10 um

0,5 mg/1 Pearson -0,102 % -
Spearman-rho - - 0,130 **

1mg/1 Pearson - 0,144 **
Spearman-rho - 0,147 ** -0,124 *

2 mg/l Pearson - -
Spearman-rho - - 0,154 **

4 mg/1 Pearson - -

Spearman-rho
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5.3.2 Beschreibung der Stamme

5.3.2.1 Allgemeine Merkmale

Abgesehen von Merkmalen, die bei Schalenpriparaten besser beobachtet wer-
den konnen, wurden bei der Untersuchung von lebenden bzw. fixierten Materi-
al wurden keine zur Differenzierung zwischen den Stimmen geeigneten Cha-
rakteristika beobachtet. Es wurden jedoch einige Eigenschaften festgestellt, die
allen untersuchten Stimmen gemein sind.

So zeigen alle untersuchten Stimme eine gewisse Beweglichkeit. Da bei der Un-
tersuchung der Stimme mehrfach beobachtet wurde, dass die Mobilitdt durch
mechanische Reize angeregt werden kann und diese generell von von duBeren
Faktoren, wie Lichteinfall oder Nihrmedium beeinflusst wird, wurde auf eine
Quanitifizierung verzichtet.

Bei den untersuchten Klonen ist die Raphe, das Bewegungsorgan der pennaten
Kieselalgen, in Form einer Kanalraphe ausgebildet, wie bei den Bacillariaceae
im Allgemeinen. Alle Staimme weisen eine nitzschioide Anordnung der beiden
Raphen auf Epi- und Hypotheka auf. Es wurden keine Zellen mit hantz-
schioider Anordnung der beiden Raphen gefunden. Entlang des Raphenkanals
wurden bei keinem der untersuchten Stimme ein Conopeum beobachtet.

Farbeversuche des Zellkerns mit Nigrosin verliefen zwar negativ, aber bei fluo-
reszenzmikroskopischen Untersuchungen nach einer Farbung mit Rhodamin B
konnte beobachtet werden, dass der an sich nicht gefarbte, von der gefarbten
Kernmembran umgebene, runde Zellkern sich bei allen untersuchten Stimmen
im Zentrum der Zellen befindet. Um den Zellkern herum gruppieren sich die
Membranstapel des endoplasmatischen Retikulums. Zu den Zellpolen hin be-
findet sich pro Zellpol ein Chloroplast (Abbildung 23), der mit einer mehrfa-
chen Membran umgeben ist. Die Chloroplasten sind plattenférmig, jedoch ent-
lang der Zellwand réhrenférmig gerollt. Die Rinder der Chloroplasten sind un-
regelmiBig gelappt. Meist befindet sich distal der Chloroplasten je ein groBes,
stark lichtbrechendes Liposom, wobei die Grof3e innerhalb der Klone stark va-
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riiert. Sie kann zwischen kugelig mit etwa 2 um Durchmesser bis fast das halbe
Zelllumen ausfiillend schwanken. Daneben finden sich vor allem in der Nihe
des Zellpols eine variable Zahl deutlich kleinerer Liposomen (Abbildung 25).

Nach Farbungen mit Janusgriin B konnten nur bei wenigen Zellen Mitochon-
drien beobachtet werden. Diese waren rund und hatten eine Durchmesser von
2 — 3 um (Abbildung 24). Da alle Beobachtungen von Mitochondrien bei Zellen
mit degradierten Chloroplasten gemacht wurden, wird in Zellen mit intakten
Chloroplasten vermutlich die griinblaue Farbung der Mitochondrien durch Ja-
nusgriin B durch das Chlorophyll der wandstiandigen Chloroplasten ,,maskiert®.
GroBere Vakuolen wurden bei keinem der intakten Stimme gefunden. Auf die
Untersuchung weitererer Zellorganelle wurde aufgrund des relativ hohen zeitli-
chen und technischen Aufwandes verzichtet.
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Abbildung 23: Lebende Zellen
verschiedener Nitzschia-Stamme;
linkes und mittleres Bild in
Valvaransicht; rechtes Bild in
Giirtelbandansicht

Abbildung 24: Liposomen (rot geféirbt) Abbildung 25: Mitochondrium (griinlich-blau
in Nitzschia-Zellen; Firbung mit gefarbt) in Nitzschia-Zelle; Farbung mit
Sudan IV Janusgriin B
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5.3.2.2 Einzelbeschreibungen der Stamme

Erlauterungen zu den Einzelbeschreibungen

Die Messgroflen werden teilweise in der Form ,,30 (28 — 32) um“ angegeben.
Hierbei gibt der erste Wert den Mittelwert an, die Werte in Klammern die Ex-
trema. In den Ubersichtstabellen zu jedem Stamm wird diese Darstellungswei-
se beibehalten. Wegen der geringen Reproduzierbarkeit der Messungen zur
kopfigen Erweiterung der Pole wird auf eine Darstellung der Mittelwerte ver-
zichtet, da diese kaum einen Beitrag zum Vergleich der Stimme untereinander
liefern kann.

Eigenschaften, die aufgrund unzureichender Préaparate nicht untersucht wer-
den konnten, sind in den Ubersichtstabellen mit ,n.b.“ gekennzeichnet.

Bei Stimmen, von denen nur lichtmikroskopische Untersuchungen vorliegen,
ist das Vorhandensein von zentralen Raphenenden nicht oder nur in seltenen
Ausnahmen direkt zu beobachten. Die regelmaBig auftretende dquidistante
Stellung der Fibulae bzw. die regelmiBig weitere Stellung der Fibulae im Zen-
tralbereich der Frustel ist jedoch ein lichtmikroskopisch erkennbares, sekun-
diares Merkmal, das auf das Fehlen bzw. Vorhandensein zentraler Raphenen-
den hinweist (Bonik & Lance-Berraror 1978). Daher wird bei den entsprechen-
den Stammen das Merkmal ,zentrale Raphenenden” in den Ubersichtstabellen
aufgefiihrt, obwohl aufgrund der indirekten Bestimmung eine gewisse Unsi-
cherheit besteht.
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Stamm KG02
Tafel1(1-3)

Tabelle 22

Die Zellen des Stammes sind ungewohnlich klein und sehr rund, es treten viele
teratoforme Frusteln auf. Die Liange der Zellen liegt nur zwischen 13,6 und
16,6 um, die Breite zwischen 2,7 und 4,1 um. Diese Tatsache ist ohne Zweifel
eine Folge des hohen Alters des Stammes. Er wurde schon 1942 von H. v.
Witsch aus einer Erdprobe, die in G6ttingen gesammelt wurde, isoliert und be-
findet sich seitdem in Kultur in der Sammlung von Algenkulturen in Gottingen
(SAG). Die Nummer des Stammes in der SAG lautet ,,1052-3a“. Entsprechend
der Benennung der iibrigen Stimme wurde dieser Stamm unter der eigenen
Bezeichnung KGo2 gefiihrt.

Die Form kann als breit-rundlich mit stumpf gerundeten und kaum kopfigen
oder schnabelformig vorgezogenen Enden beschrieben werden. Die Zellspitzen
haben eine Offnungswinkel, der im Mittel bei 40° liegt.

Die Raphe ist bei den weniger teratoformen Frusteln deutlich am Rand der
Schalenflache gelegen. Zentralknoten konnten keine festgestellt werden. Unter
der Raphe liegen 12 — 19 Fibulae pro 10 um, die zwischen 0,30 und 0,51 um
lang und 0,13 — 0,45 um breit sind. Aussagen {iiber die RegelmaBigkeit der Fi-
bulae sollen hier wegen der zahlreichen Verformungen, die die Zellen dieses
Stamms aufweisen, nicht gemacht werden.

Die Streifung der Zellen ist mit 40 (38-43)/10 um zu dicht, um am Lichtmikro-
skop noch gut erkennbar zu sein. Sie ist aber im Vergleich zu den iibrigen un-
tersuchten Stimmen durchschnittlich. Auf den Streifen liegen 5-6 Punkte pro
um.

Stamm KGo2 wurde in Gottingen als Nitzschia palea bestimmt. Die altersbe-
dingte, starke morphologische Verinderung des Stammes macht eine Uberprii-
fung dieser Einteilung aufgrund von Schalenmerkmalen sehr schwer.
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Tabelle 22: Ubersicht iiber morphologische Charakteristika des Stammes KGo2

Zelllinge 14,6 (13,6 —16,5) um
Zellbreite 3,6 (2,7—4,1) um

2 | Linge / Breite 4,2 (3,7-54)

; Kopfige Erweiterung des Pols (73,2-107,4) %

@

E Spitzenwinkel 40 (33-55) °

5 Projektionsflache 40,5 (36,3 —48,2) um?2
Umfang 32,1 (29,3-37,8) um
Rundheit 51,7 (48,7-55,8) %
Fibulaedichte 16 (12 —19) /10 um
Fibulaeldnge 0,42 (0,30-0,51) um

E Fibulaebreite 0,24 (0,13 -0,45) um

:T Standardabweichung Fibulaebreite 4,7 (2,4 - 8,3) %

° Fibulaeabstand 0,43 (0,20 —0,68) um
Standardabweichung Fibulaeabstand 11,6 (8,1-14,4) %

| Streifendichte 40 (38-43) /10 um

;' Areolendichte 5 (5—6) "/ um

5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand nein

E Zentrale Raphenenden nein

CE Verzweigte Areolenreihen nein
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Stamm LG09

Tafel1(4—6)
Tabelle 23

Mit einer Linge von 35,2 bis 37,0 um, einer Breite von 3,2 — 3,8 um gehodren
die Frusteln des Stammes LGo9 innerhalb der untersuchten Stimme eher den
langen schmalen Formen an. Der Umriss kann als schmal lanzettlich bis linear
beschrieben werden. Das Verhiltnis von Linge zu Breite betragt 10,5 (9,6 —
11,5), die Rundheit schwankt zwischen 21,8 und 24,8 %. Die Enden sind zu-
meist nur angedeutet kopfig erweitert, mit einem Offnungswinkel von etwa 18°
relativ spitz zulaufend und am Pol gerundet.

Die Raphe verlauft ohne Zentralknoten marginal und wird durch 17 (15 — 20)
Fibulae /10 um stabilisiert. Die Fibulae sind jeweils um die 0,41 um lang und
0,25 um breit und etwas unregelmifig angeordnet.

Am Lichtmikroskop ist die Streifung mit einer Dichte von 40/10 pm kaum
mehr auflosbar, die Dichte der Areolen liegt bei bei 5/um.

LGo9g wurde am 12. September 2003 aus Characeenaufwuchs isoliert. Die Pro-
ben stammten aus dem Lauterbach zwischen Eschenlohe und Garmisch-Par-
tenkirchen, einem raschflieBenden oligotrophen Quellfluss, der durch den ho-
hen Kalkgehalt sehr elektrolytreich ist.

Stamm LGo9 wurde als Nitzschia palea bestimmt. Alle morphologischen
Merkmale liegen innerhalb der Spannweite, die KrammEer & LaNGE-BERTALOT
(1997) fiir Nitzschia palea angeben.
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Tabelle 23: Ubersicht iiber morphologische Eigenschaften des Stammen LG09

Zelllinge 36,1 (35,2—-37,0) um
Zellbreite 3,5 (3,2—-3,8) pm

2 | Linge / Breite 10,5 (9,6 — 11,5)

; Kopfige Erweiterung des Pols (90,3-109,9) %

(¢’]

E Spitzenwinkel 17 (14 —21) ©

5 Projektionsflache 102,3 (98,3 -108,7) um?2
Umfang 74,3 (72,7-75,9) pm
Rundheit 23,3 (21,8 —-24,8) %
Fibulaedichte 17 (15 —20) /10 um
Fibulaeldnge 0,41 (0,27-0,51) um

E Fibulaebreite 0,25 (0,14-0,37) pm

:T Standardabweichung Fibulaebreite 3,2 (2,0 —4,5) %

° Fibulaeabstand 0,41 (0,19 —0,59) um
Standardabweichung Fibulaeabstand 10,0 (6,6 —11,7) %

— | Streifendichte 40 (38 -40) /10 ym

;' Areolendichte 5 (5—-6) */ um

5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand nein

E Zentrale Raphenenden nein

CE Verzweigte Areolenreihen nein
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Stamm LG11

Von diesem Stamm war nicht ausreichend Material vorhanden, um nach einer
erfolglosen Praparation fiir die morphologischen Untersuchungen eine weitere
Préaparation durchzufiihren. Die als Backup angelegten Erhaltungskulturen
verpilzten, bevor der Stamm angewachsen war.

Daher gibt es von diesem Stamm leider keinerlei mikroskopische Aufnahmen.

Stamm LG11 wurde wie auch Stamm LGo9 am 12. September 2003 aus einer
Probe von Characeenaufwuchs aus dem Lauterbach isoliert.

Stamm OA02
Tafel 1 (7 — 10)
Tabelle 24

Mit einer Lange von 24,1 — 26,3 um und einer Breite von 3,1 — 4,0 um handelt
es sich beim Stamm OAo02 um einen Klon mit vergleichsweise kurzen, breitlan-
zettlichen Schalen. Die Schalenfldche hat eine Streifung mit 41 (39-43) Streifen
pro 10 um und 5 Areolen pro um. Die Enden sind stumpf gerundet, meist
schwach kopfig mit einem Offnungswinkel von 26°. Die Raphe verlduft ohne
Zentralknoten am Rand der Schalenflache. OAo2 weist eine Fibulaedichte von
20 (16-23)/10 um auf. Die einzelnen Fibulae sind im Mittel 0,40 um lang und
0,19 um breit. Ingesamt sind die Fibulae leicht unregelmaBig gestellt.

Der Klon OA02 wurde am 21. September 2002 aus einer Sedimentprobe iso-
liert, die vom Ostufer des Ameisensees im Osterseegebiet stammt. Der betref-
fende Uferabschnitt wurde bei den Makrophytenkartierungen von 1994 und
2004 (SanpManNN 1995, Beck 2005) als gering nahrstoffbelastet eingestuft.

Obwohl die Streifendichte etwas hoher ist, als von KramMer & LANGE-BERTALOT
angegeben, wurde OA02 als Nitzschia palea bestimmt.
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Tabelle 24: Ubersicht iiber die morphologischen Eigenschaften des Stammes OA02

Zelllange 25,6 (24,1 —26,3) um
Zellbreite 3,5 (3,1 —4,0) um

2 | Linge / Breite 7,3 (6,4 —8,3)

; Kopfige Erweiterung des Pols 90,5 (68,1 —118,1) %

% Spitzenwinkel 26 (20— 32) °

5 Projektionsfliche 74,4 (69,3 -79,5) um2
Umfang 53,8 (51,1-55,6) pm
Rundheit 32,3 (29,9-34,5) %
Fibulaedichte 20 (16 — 23) /10 um
Fibulaeldnge 0,40 (0,24 -0,52) um

E Fibulaebreite 0,19 (0,13-0,34) um

:T Standardabweichung Fibulaebreite 2,7 (1,3 -5,9) %

° Fibulaeabstand 0,31 (0,10 — 0,64) um
Standardabweichung Fibulaeabstand 7,7 (2,4 —15,3) %

— | Streifendichte 41 (39-43) /10 um

;' Areolendichte 5 (4-6) "/ um

5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand nein

E Zentrale Raphenenden nein

CE Verzweigte Areolenreihen nein
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Stamm OAO03
Tafel 2 (1 - 6)
Tabelle 25

GroBe Ahnlichkeit mit dem zuvor beschriebenen Stamm weist Stamm OA03
auf. Die Lange variiert etwas stirker. Im Mittel ist sie mit 23,9 um kleiner als
die von OAo2 (Mittelwert: 25,6). Die Breite liegt zwischen 3,2 und 3,8 um. Die
Frusteln dieses Klones haben eine marginal verlaufende Kanalraphe ohne zen-
trale Raphenenden, 19 (12-23) Fibulae /10 um, 41 (40-43) Streifen /10 pm mit
5 Areolen /pm, stumpf gerundeten Enden mit einem Offnungswinkel von 27°
und nur angedeutetem Kopfchen. Die Fibulae sind etwas unregelmaBig ange-
ordnet.

OAo03 wurde ebenfalls am 21. September 2002 aus der gleichen Probe wie
OAo02 isoliert.
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Tabelle 25: Ubersicht iiber die morphologischen Eigenschaften des Stammes OA03

Zelllinge 23,9 (21,8 — 27,5) um
Zellbreite 3,5 (3,2—-3,8) pm

2 | Linge / Breite 6,8 (6,1-7,9)

; Kopfige Erweiterung des Pols (71,5 — 89,7) %

% Spitzenwinkel 27 (22 —32) °

5 Projektionsflache 67,3 (61,7—73,1)  um?
Umfang 50,0 (45,7 -56,7)  um
Rundheit 34,0 (28,6 —37,6) %
Fibulaedichte 19 (12 —23) /10 um
Fibulaeldnge n.b.

E Fibulaebreite n.b.

:T Standardabweichung Fibulaebreite n.b.

° Fibulaeabstand n.b.
Standardabweichung Fibulaeabstand n.b.

— | Streifendichte 41 (40 -43) /10 um

;' Areolendichte 5 (5-6) "/ um

5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand nein

E Zentrale Raphenenden nein

CE Verzweigte Areolenreihen nein
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Stamm OAO05
Tafel 2 (8 — 10)
Tabelle 26

Das untersuchte Material dieses Stammes hat lanzettlich-lineare, 32,8 —
35,7 um lange und 3,3 — 4,3 um breite, am Ende sich mit einem Winkel von 15 -
26° keilformig verschmailernde und kopfig gerundete Schalen. Die Areolenrei-
hen sind mit einer Dichte von 41 (39-43)/10 um angeordnet, die Areolen sitzen
mit einer Dichte von 5/um auf den Areolenreihen. Die Raphe verlauft deutlich
exzentrisch am Rand der Schalenfliche. Ein Zentralknoten, verzweigte Areo-
lenreihen im Bereich des Raphenkanals oder Poroide zwischen Helictoglossa
und Schalenrand wurden nicht beobachtet. Uber dem Raphenkanal liegen pro
10 um 15 (13-17) jeweils um die 0,4 pum lange und 0,3 pm breite Fibulae in un-
regelméfBiger Anordnung. RegelmifBig finden sich zu einer Fibula ,,verschmol-
zene“ Doppelfibulae.

Die Isolation des Stammes OAo05 erfolgte am 01. September 2003 aus einer Se-
dimentprobe, die vom Westufer des Ameisensees im Osterseengebiet stammte.
Die Nihrstoffbelastung des Ameisensees an der Probestelle wurde bei den Ma-
krophytenkartierungen von 1994 als gering und 2004 als sehr gering eingestuft
(SanpMmaNN 1995, BEck 2005).

Aufgrund des regelmafBig gut ausgepréagten Kopfchens und der hohen Streifen-
dichte wurde OAo05 als Nitzschia palea var. debilis bestimmt.
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Tabelle 26: Ubersicht iiber die morphologischen Eigenschaften des Stammes OA05

Zelllinge 34,0 (32,8 -35,7) um
Zellbreite 3,9 (3,3—4,3) pm

2 | Linge / Breite 8,7 (7,9 — 10,4)

; Kopfige Erweiterung des Pols (89,7-119,1) %

(¢’]

E Spitzenwinkel 21 (15— 26) °

5 Projektionsflache 101,7 (95,2 — 112,19 pum?2
Umfang 70,3 (67,9 -71,9)  pm
Rundheit 25,9 (23,6 —27,7) %
Fibulaedichte 15 (13 -17) /10 um
Fibulaeldnge 0,42 (0,27 —-0,51) um

E Fibulaebreite 0,31 (0,17 — 0,71) um

:T Standardabweichung Fibulaebreite 6,7 (3,0 —15,1) %

° Fibulaeabstand 0,41 (0,18 —0,66) um
Standardabweichung Fibulaeabstand 10,9 (7,5 —16,5) %

— | Streifendichte 41 (39-43) /10 um

;' Areolendichte 5 (5-6) "/ um

5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand nein

E Zentrale Raphenenden nein

CE Verzweigte Areolenreihen nein
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Stamm OA08

Tafel 2 (7)
Tabelle 27

Die Schalen des Stammes OA08 sind gekennzeichnet durch eine schmal lan-
zettlich bis lineare Form mit spitzen Enden, die beim untersuchten Material
deutlich kopfig sind. Die vermessenen Frusteln sind 52,7 und 53,7 um lang, 4,1
und 4,4 um breit und haben somit ein Verhiltnis von Liange zu Breite von ca.
12,5. Die Streifendichte betragt 35/10 um, die Dichte der Fibulae 17/10 um.

Wie der zuvor beschriebene Stamm wurde der Stamm OA08 am 1. September
2003 aus einer Sedimentprobe vom Westufer des Ameisensees isoliert. Da lei-
der nur sehr wenig brauchbares Material gewonnen werden konnte, beziehen
sich die hier angegebenen MaBe auf die zwei einzigen, teilweise vermessbaren
Frusteln. Mehrere morphologische Parameter konnten nicht erfasst werden.

Taxonomisch kann das Material von Stamm OAo08 aufgrund der morphologi-
schen Merkmale zu Nitzschia gracilis Hanrtzsca 1860 oder Nitzschia palea var.
tenuirostris sensu Lance-Bertaror 1976 nec. Grunow in Van Heurck 1881 zuge-
ordnet werden.
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Tabelle 27: Ubersicht iiber die morphologischen Parameter des Stammes OA08

Zelllinge 53,2 (52,7-53,7)  um
Zellbreite 4,2 (4,1 - 4,4) um
ff Liange / Breite 12,5 (12,2 —12,9)
; Kopfige Erweiterung des Pols n.b.
(¢’]
% Spitzenwinkel n.b.
5 Projektionsflache n.b.
Umfang n.b.
Rundheit n.b.
Fibulaedichte 17 /10 um
Fibulaeldnge n.b.
E Fibulaebreite n.b.
:T Standardabweichung Fibulaebreite n.b.
° Fibulaeabstand n.b.
Standardabweichung Fibulaeabstand n.b.
| Streifendichte 35 /10 ym
;' Areolendichte n.b.
5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand ja
E Zentrale Raphenenden nein
CE Verzweigte Areolenreihen n.b.
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Stamm OA11

Tafel 3(1-3)
Tabelle 28

Stamm OA11 besitzt 44,7 (41,5-52,0) um lange und 3,2 (2,6 — 4,2) um breite
Frusteln. Mit einem Léngen/Breiten-Verhiltnis von 12,2 — 16,4 sind die Scha-
len relativ schmal, die Form ist linear bis etwas lanzettlich mit spitz zulaufen-
den, kopfigen Enden (Offnungswinkel 9 — 12°). Die Raphe verliuft stark exzen-
trisch. Die zentrale Fibulae stehen dquidistant, daher ist anzunehmen, dass kei-
ne zentralen Raphenenden ausgeprigt sind. Unter dem Raphenkanal liegen
16 (-17) Fibulae /10 um.

Weitere Merkmale konnten nicht erfasst werden, da von diesem Klon nur licht-
mikroskopische Priaparate existieren.

OA11 wurde am 1. September 2003 aus einer Sedimentprobe isoliert, die am
Westufer des Ameisensees im Osterseengebiet entnommen wurde. Der ent-
sprechende Uferbereich wurde durch die Makrophytenkartierungen von 1994
und 2004 (SanpmanN 1995, Beck 2005) als gering bzw. als sehr gering nidhrstoff-
belastet klassifiziert.

Der Stamm wurde als Nitzschia gracilis Hantzscu 1860 bzw. N. palea var. te-
nuirostris Lance-BertaLoT 1976 bestimmt.
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Tabelle 28: Ubersicht iiber die morphologischen Eigenschaften des Stammes OA11

Zelllinge 44,7 (41,5 —-52,0) um
Zellbreite 3,2 (2,6 —4,2) um

ff Liange / Breite 14,2 (12,2 — 16,4)

; Kopfige Erweiterung des Pols (113,2-144,7) %

(¢’]

% Spitzenwinkel 11 (9 —12) °

5 Projektionsflache 125,0 (80,6 —180,5) um2
Umfang 94,5 (86,7 —107,5) um
Rundheit 17,2 (13,5 — 19,6) %
Fibulaedichte 16 (16 —17) /10 um
Fibulaeldnge 0,49 (0,47 -0,55) pm

E Fibulaebreite 0,18 um

:T Standardabweichung Fibulaebreite n.b.

° Fibulaeabstand 0,29 um
Standardabweichung Fibulaeabstand n.b.

— | Streifendichte n.b.

;' Areolendichte n.b.

5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand n.b.

E Zentrale Raphenenden nein

CE Verzweigte Areolenreihen n.b.
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Stamm OE03

Tafel 3 (5, 6)
Tabelle 29

Die einzige zur morphologischen Analyse brauchbare Frustel, die nach mehre-
ren Praparationsversuchen gefunden werden konnte, hat eine Linge von 31,1
um, eine Breite von 3,1 um und ist mit einem Verhéltnis Linge/Breite von 10,1
und einer Rundheit von 23,5 % eine der schmileren Formen dieser Untersu-
chung. Die Form der Frustel ist lanzettlich-linear, mit deutlich kopfigen, sich
im Winkel von 18° verschmaélernden Enden. Die Schale besitzt 12 Fibulae / 10
um, die Streifung ist am Lichtmikroskop nicht auflosbar. Die Fibulae stehen
leicht unregelmaBig, die mittleren Fibulae scheinen im Rahmen der Unregel-
maBigkeit der tibrigen Fibulae dquidistant, was gegen das Vorhandensein eines
Zentralknotens spricht.

Das Isolat stammt vom Siidostufer des Eishaussees (Osterseengebiet), das als
maBig ndhrstoffbelastet eingestuft ist (Sanomann 1995, Beck 2005). Es wurde am
4. November 2003 aus einem 1,2 ¢cm dicken Biofilm auf einem abgestorbenen
Schilfstangel gewonnen.

Aufgrund der kontrastarmen und sehr feinen, daher lichtmikroskopisch nicht
auflosbaren Streifung und dem deutlich Képfchen am Zellende kann der
Stamm als Nitzschia palea var. debilis klassifiziert werden.
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Tabelle 29: Ubersicht iiber die morphologischen Eigenschaften des Stammes OE03

Zelllange 31,1 um
Zellbreite 3,1 um

ff Liange / Breite 10,1

; Kopfige Erweiterung des Pols (107,2-125,7) %

(¢’]

% Spitzenwinkel 18 (17 -18) °

5 Projektionsflache 77,5 um2
Umfang 64,4 um
Rundheit 23,5 %
Fibulaedichte 12 /10 um
Fibulaeldnge n.b.

E Fibulaebreite n.b.

:T Standardabweichung Fibulaebreite n.b.

° Fibulaeabstand n.b.
Standardabweichung Fibulaeabstand n.b.

— | Streifendichte n.b.

;' Areolendichte n.b.

5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand n.b.

E Zentrale Raphenenden nein

CE Verzweigte Areolenreihen n.b.
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Stamm OHO02

Tafel 3 (4)
Tabelle 30

Die Frusteln des Stammes OHo2 sind durch eine Linge von 33,8 (33,1 —
34,7) um, eine Breite von 4,4 (3,5 — 4,9) um, einer lanzettlich-linearen Form
mit sich keilformig im Winkel von 20° verschmilernden, deutlich kopfigen En-
den und einer am Rand der Schalenfliche gelegenen Kanalraphe charakteri-
siert. Die Fibulae sind mit einer Dichte von 19/10 pm angeordnet, die mittleren
Fibulae erscheinen dquidistant gestellt. Die Streifung ist am Lichtmikroskop
nicht aufzulosen. Wegen der sehr geringen Menge Material, dass vom Stamm
OHo2 gewonnen werden konnte, lieB sich kein Praparat fiir das REM herstel-
len. Messungen zur Streifendichte, Aroelendichte und den Fibulaedimensionen
konnten daher nicht durchgefiihrt werden.

Anhand der vorhandenen Daten und Bilder wurde OHo2 unter Vorbehalt als
Nitzschia palea bestimmt.

Der Stamm wurde am 1. Oktober 2002 aus dem Ausstrich einer Aufwuchssus-
pension isoliert. Das Rohmaterial fiir den Ausstrich stammt von einem Objekt-
trager, der als Kunstsubstrat in ein Exclosure eingebracht wurde. Das Exclos-
ure verblieb vier Wochen im Herrensee, dessen Nahrstoffbelastung als sehr ge-
ring beurteilt wird (Sanomann 1995, BEck 2005). Die Aufwuchssuspension wurde
am 21. September 2002 ausplattiert.
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Tabelle 30: Ubersicht iiber die morphologischen Eigenschaften des Stammes OHo2

Zelllinge 33,8 (33,1-34,7) um
Zellbreite 4,4 (3,5 4,9) pm

2 | Linge / Breite 7,7 (6,8 —9,8)

; Kopfige Erweiterung des Pols (91,6 —141,9) %

% Spitzenwinkel 20 (11-27) °

5 Projektionsflache 114,3 (93,3 —128,4) um?2
Umfang 70,0 (68,8 —71,0) um
Rundheit 23,3 (24,0-32,5) %
Fibulaedichte 19 /10 um
Fibulaeldnge n.b.

E Fibulaebreite n.b.

:T Standardabweichung Fibulaebreite n.b.

° Fibulaeabstand n.b.
Standardabweichung Fibulaeabstand n.b.

— | Streifendichte n.b.

;' Areolendichte n.b.

5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand n.b.

E Zentrale Raphenenden nein

CE Verzweigte Areolenreihen n.b.
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Stamm OHO03

Tafel 3 (7—-10); 4
Tabelle 31

Stamm OHo03 besitzt lineare bis leicht lanzettliche Frusteln mit sich keilformig
verjlingenden, am Zellpol deutlich kopfigen Enden. Die Zellen sind 31,4 (29,4 —
42,0) um lang und 3,5 (3,1 — 4,8) um breit. Das keilférmige Ende verjiingt sich
im Winkel vom 22°. Die Raphe verlduft am Rand der Schalenfliche ohne Zen-
tralknoten, der Raphenkanal wird durch 18 (16 — 20)/10 um Fibulae stabili-
siert, wobei die einzelnen Fibulae um 0,41 um lang und 0,26 um breit sind. Die
Anordnung der Fibulae ist nur leicht unregelméBig. Auf der Schalenflache sind
41 Transapikalrippen/10 pm gelegen. Zwischen den Transapikalrippen liegen
Areolenreihen mit 5 Areolen/um. Im Bereich zwischen Helictoglossa und Scha-
lenrand befinden sich keine Poroide.

Aufgrund der morphologischen Daten wurde der Klon in den Formenkreis um
Nitzschia palea eingeordnet. Die relativ dichten Streifen und das ausgeprigte
Kopfchen deuten auf die Varietit debilis hin.

Die Isolation von OH03 erfolgte am 1. Oktober 2002 aus einer Sedimentprobe
des bereits bei Stamm OHo2 beschriebenen Herrensees.
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Tabelle 31: Ubersicht iiber die morphologischen Eigenschaften des Stammes OH03

Zelllinge 31,4 (29,4 —42,0) um
Zellbreite 3,5 (3,1—4,8) um

2 | Linge / Breite 9,0 (8,2-9,9)

; Kopfige Erweiterung des Pols (103,5 — 126,6) %

% Spitzenwinkel 22 (18 —27) °

5 Projektionsflache 85,6 (78,2 -97,7) um2
Umfang 64,5 (62,2 —-67,0) um
Rundheit 25,9 (23,5-27,6) %
Fibulaedichte 18 (16 — 20) /10 um
Fibulaeldnge 0,41 (0,24 —0,49) um

E Fibulaebreite 0,26 (0,21 —0,40) um

:T Standardabweichung Fibulaebreite 3,6 (2,5 —(6,0) %

° Fibulaeabstand 0,33 (0,12-0,60) um
Standardabweichung Fibulaeabstand 11,4 (6,3 —16,3) %

— | Streifendichte 41 (40 - 42) /10 ym

;' Areolendichte 5 "/ um

5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand nein

E Zentrale Raphenenden nein

CE Verzweigte Areolenreihen nein
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Stamm OHO04

Tafel 5 (1- 4)
Tabelle 32

Langlich-lanzettliche bis spindelférmige, 43,9 (42,1 — 46,4) um lange und 3,8
(3,4 — 4,2) um breite Frusteln mit kopfig gerundeten Enden kennzeichnen
Stamm OHo04. Die Spitzen 6ffnen sich in einem Winkel von 14 (10 -17)°. Das
Verhiltnis von Linge zu Breite von 11,5 (10,1 — 12,7) und die vergleichsweise
geringe Rundheit von 20,1 (18,0 — 21,6) belegen, dass es sich um eine der etwas
langlicheren Formen handelt. Die Raphe liegt stark exzentrisch am Rand der
Schalenflache. Ein Zentralknoten fehlt. Die Areolenreihen im Bereich der Ra-
phe sind nicht verzweigt. Der Stamm besitzt 14 (12 -14)/10 um Fibulae und 40
(36 — 45)/10 um Streifen.

Morphologisch wurde Stamm OHo4 als Nitzschia gracilis bzw. Nitzschia palea
var. tenuirostris bestimmt. Zu den bestehenden Differenzierungsproblemen
zwischen diesen Taxa siehe KrammeR & LanGe-Bertaror (1988).

Das Isolat, aus dem der Stamm OHo4 herangezogen wurde, stammt aus einer
Sedimentprobe, die am 21. September 2002 aus dem Herrensee (Beschreibung
des Sees siehe ,Stamm OHo02%) entnommen wurde.
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Tabelle 32: Ubersicht iiber die morphologischen Eigenschaften des Stammes OHo04

Zelllinge 43,9 (42,1—46,4) um
Zellbreite 3,8 (3,4 —4,2) um

2 | Linge / Breite 11,5 (10,1 —12,7)

; Kopfige Erweiterung des Pols (94,7 -118,6) %

(¢’]

E Spitzenwinkel 14 (10 —17) °

5 Projektionsflache 133,0 (119,1 —149,0) um2
Umfang 91,2 (87,5-950) um
Rundheit 20,1 (18,0-21,6) %
Fibulaedichte 13 (12-14) /10 um
Fibulaeldnge 0,63 (0,55-0,72) um

E Fibulaebreite 0,38 (0,31—0,44) um

:T Standardabweichung Fibulaebreite 6,0 %

° Fibulaeabstand 0,52 (0,19 —0,77) um
Standardabweichung Fibulaeabstand 18,4 %

| Streifendichte 40 (36 -45) /10 ym

;' Areolendichte n.b.

5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand n.b.

E Zentrale Raphenenden nein

CE Verzweigte Areolenreihen nein
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Stamm OHO05

Tafel 5 (5, 6)
Tabelle 19

Die mit einem Lingen zu Breiten-Verhiltnis von 8,5 relativ breit-gedrungenen,
lanzettlich-linearen Schalen des Stammes OHo5 sind 31,3 — 32,3 um lang und
3,6 — 3,8 um breit. Die Enden laufen mit 2 - 24° keilférmig zu und enden mit
einem mafBig ausgepriagten Kopfchen. Die Raphe verlauft ohne Zentralknoten
oder verzweigte Areolenreihen in ihrem Bereich stark exzentrisch. Der Raphen-
kiel ragt kaum aus der Schalenfliche heraus. Die Schalenfldche ist mit 40-41
Areolenreihen bzw. Streifen pro 10 um gestreift, auf denen 5 Areolen pro um
liegen. Die Fibulae sind leicht unregelmaBig gestellt. Thre Dichte betragt 16 —
18/10 um.

Aufgrund der Schalenmorphologie wurde der Stamm als Nitzschia palea be-
stimmt. Die gelegentlich kopfigen Enden und die fiir das Taxon sehr dichte
Streifung deuten dabei eher auf die Varietidt debilis hin, wihrend die ver-
gleichsweise kurze gedrungene Form eher der Nominatform entsprechen.

OHojs wurde am 21. September 2002 zunidchst aus der gleichen Probe isoliert
wie OHo4. Aufgrund einer offensichtlichen Kontamination mit Griinalgen wur-
de das endgiiltig verwendete Material bei einer Aufreinigung am 10. Oktober
2002 isoliert.
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Tabelle 33: Ubersicht iiber die morphologischen Eigenschaften des Stammes OHo05

Zelllinge 31,8 (31,3-32,3) pm
Zellbreite 3,7 (3,6 —3,8) pm

2 | Linge / Breite 8,5 (8,3—-8,9)

; Kopfige Erweiterung des Pols (88,3-114,7) %

(¢’]

E Spitzenwinkel 22 (20 -24) °

é’ Projektionsfliche 94,2 (93,4-94,7) pm?2
Umfang 65,0 (65,0 —65,1) um
Rundheit 28,0 (27,7—28,2) %
Fibulaedichte 17 (16 —18) /10 um
Fibulaeldnge 0,38 (0,21 - 0,51) um

E Fibulaebreite 0,24 (0,17-0,50) um

:T Standardabweichung Fibulaebreite 4,1 (8,2-1,8) %

° Fibulaeabstand 0,37 (0,14—0,55) um
Standardabweichung Fibulaeabstand 12,1 (11,0 —12,9) %

— | Streifendichte 41 (40 -41) /10 ym

;' Areolendichte 5 (4-5) "/ um

5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand nein

E Zentrale Raphenenden nein

CE Verzweigte Areolenreihen nein
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Stamm OLO01

Tafel 6 (1 — 3)
Tabelle 18

Mit einem Verhiltnis Lange/Breite von 12,9 — 15,5 gehort OLo1 zu den sehr
langgestreckten Formen innerhalb der untersuchten Stimme. Die Linge der
schmal lanzettlichen, in der Mitte linearen Frusteln schwankt dabei zwischen
43,7 und 44,7 um, die Breite zwischen 2,8 und 3,4 um. Der Offungswinkel der
sich keilféormig verschmailernden Enden liegt bei 13 (9-16)°. Die Spitzen sind
stets kopfig erweitert. Die Raphe verlauft deutlich exzentrisch. Ein Conopeum
oder ein Zentralknoten sind nicht vorhanden. Der Raphenkanal ist kaum als
Kiel ausgebildet. Uber dem Raphenkanal liegen 15 Fibulae pro 10 um, wobei
die einzelne Fibula 0,32 (0,26 - 0,37) um lang und 0,31 (0,21 — 0,49) um breit
ist. Die Anordnung der Fibulae ist leicht unregelmiafig. Auf der Schalenfldche
liegen 39 Streifen/10 pym. Die Areolen auf den Streifen sind mit einer Dichte
von 5/um angeordnet.

Mit dieser Merkmalskombination entspricht Stamm OL01 den von Lance-
Berraror & Krammer (1988) fiir Nitzschia gracilis bzw. Nitzschia palea var. te-
nuirostris angebenen Merkmalen. Zur Problematik N. gracilis — N. palea var-.
tenuirostris siche KramMmeR & LANGE-BERTALOT 1996

Der Stamm OLo1 wurde am 5. September 2003 aus einer Probe der Sedimen-
toberfliche aus dem Lustsee im Osterseengebiet isoliert. Der Gewisserab-
schnitt am nordostlichen Ende des Sees, aus dem die Probe stammte, wurde
bei den Makrophytenkartierungen von 1994 und 2004 als sehr gering mit
Nahrstoffen belastet eingestuft (Sanomann 1995, Beck 2005).
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Tabelle 34: Ubersicht iiber die morphologischen Eigenschaften des Stammes OLO1

Zelllange 44,0 (43,7 -44,7) um
Zellbreite 3,2 (2,8 -3,4) um

2 | Linge / Breite 13,8 (12,9 - 15,5)

; Kopfige Erweiterung des Pols (91,3-112,7) %

% Spitzenwinkel 13 (10 —17) °

5 Projektionsflache 114,0 (99,7 —126,4) um2
Umfang 90,0 (89,2-91,9) um
Rundheit 17,7 (15,8 - 20,0) %
Fibulaedichte 15 (14 — 16) /10 um
Fibulaelinge 0,32 (0,25-0,37) um

E Fibulaebreite 0,31 (0,21-0,49) um

:T Standardabweichung Fibulaebreite 6,0 (2,9-17,3) %

° Fibulaeabstand 0,38 (0,14 —-0,82) um
Standardabweichung Fibulaeabstand 11,3 (6,9 — 20,5) %

— | Streifendichte 39 (38-40) /10 um

;' Areolendichte 5 (5-6) "/ um

5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand nein

E Zentrale Raphenenden nein

CE Verzweigte Areolenreihen nein
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Stamm OQO09

Tafel 6 (4 - 5)
Tabelle 35

Aufgrund von Problemen bei der Préparation konnte nur eine einzige Frustel
dieses Stammes komplett vermessen werden. Diese ist 35,9 um lang, 3,9 um
breit, schmal lanzettlich und hat leicht kopfig gerundete Enden. Die Streifung
der Frustel sowie der vermessbaren Bruchstiicke ist mit 25/10 pm im Verhalt-
nis zu den iibrigen vermessenen Klonen ziemlich grob. Die Areolen auf den
Streifen sind mit einer Dichte von 4/pm angeordnet, die Fibulae mit 12/10 um.
Interessanterweise weist 0Q09 abweichend von den iibrigen rasterelektronen-
mikroskopisch untersuchten Stimmen im Bereich der Raphe eine gabelférmige
Verzweigung der Areolenreihen auf. Die Raphe verlauft stark exzentrisch. Der
Raphenkanal scheint nicht stark kielformig oder rohrenformig ausgebildet zu
sein. Im vorliegenden Material war keine Raphe direkt sichtbar, so dass hier
auch keine gesicherten Aussagen iiber das Vorhandensein zentraler Raphenen-
den gemacht werden konnen. Fehlende UnregelmiBigkeiten der Areolenreihen
im zentralen Bereich des Raphenkanals legen aber den Schluss nahe, dass kein
Zentralknoten vorhanden ist. Eine Bestimmung anhand morphologischer
Merkmale bleibt dennoch problematisch. Eine Einordnung als Nitzschia palea
scheidet lt. Krammer & Lance-Berraror (1997) jedoch aufgrund der verzweigten
Areolenreihen sicher aus. Unter der Vorraussetzung, dass zentrale Raphenen-
den tatsichlich fehlen, konnte der Stamm als Nitzschia perminuta Klassifiziert
werden. Im Falle vorhandener zentraler Raphenenden konnte OQo9 dem For-
menkreis um N. hantzschiana und N. acidoclinata zugeordnet werden.

Genetisch wird Stamm OQog9 in die gleiche Gruppe gestellt, wie beispielsweise
Stamm OA08, Stamm SU01 oder Stamm SGo1. Bei allen letztgenannten Staim-
men handelt es jedoch um Formen, die als N. palea bzw. N. palea var. tenui-
rostris bestimmt wurden.

Auch aus oOkologischer Sicht ist die Diagnose als Nitzschia perminuta, N.
hantzschiana oder N. acidoclinata problematisch. Krammer & LANGE-BERTALOT
(1997) geben fiir die Verbreitung aller drei Taxa elektrolytarme Gewasser, ver-
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mutlich mit einer Praferenz fiir geringe oder sehr geringe Belastungen an.
Stamm OQo9 wurde jedoch aus Aufwuchsmaterial von Hippuris vulgaris iso-
liert. Die Hippuris-Triebe wurden am 16. Februar 2004 aus den Limnokrenen
im Westen des Waschsees entnommen. Der zu den Osterseen gehorende
Waschsee und seine Quellen weisen bedingt durch den stark kalkhaltigen
Grundwasserleiter sowie anthropogener Einfliisse der unmittelbar angrenzen-
den Ortschaft Iffeldorf hohe Elektrolytgehalte und sehr starke Néhrstoffbelas-
tungen auf (SanpManN 1995, Beck 2005).
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Tabelle 35: Ubersicht iiber die morphologischen Eigenschaften des Stammes 0Q09

Zelllinge 35,9 pm
Zellbreite 3,9 (3,6 —4,3) um

ff Liange / Breite 10,1

; Kopfige Erweiterung des Pols (95,8 —1224) %

(¢’]

% Spitzenwinkel 14 (11-18) °

5 Projektionsflache 95,8 um2
Umfang 73,5 um
Rundheit 23,3 %
Fibulaedichte 12 /10 um
Fibulaeldnge n.b.

E Fibulaebreite n.b.

:T Standardabweichung Fibulaebreite n.b.

° Fibulaeabstand n.b.
Standardabweichung Fibulaeabstand n.b.

— | Streifendichte 25 /10 ym

;' Areolendichte 4 "/ um

5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand nein

E Zentrale Raphenenden nein

CE Verzweigte Areolenreihen ja
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Stamm ORO02
Tafel 6 (6 — 8)
Tabelle 36

Mit einer Lange von 36,8 — 38,4 um und einem Verhéltnis von Linge zu Breite
von 8,6 — 10,9 gehoren die Zellen des Stammes ORo02 zu den nur leicht langge-
streckten Formen, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden. Die Scha-
len sind dabei zwischen 3,5 und 4,4 um breit, besitzen eine deutlich exzentri-
sche Raphe ohne Zentralknoten, mit leicht rohrig-kielartig hervorgehobenem
Raphenkanal und stumpf gerundete, leicht vorgezogene, jedoch kaum kopfig
erweiterte Enden, die sich in einem Winkel von 19 (17 - 20)° verjiingen. Der
Umriss ist als schmal linear bis leicht lanzettlich zu beschreiben. Auf der Scha-
lenflache liegen 37 - 39 Areolenreihen/10 um, auf denen 4 - 5 Areolen pro um
angeordnet sind. Die Fibulaedichte betrug bei allen vermessenen Exemplaren
konstant 16/10 um. Die einzelne Fibula ist 0,43 (0,41 — 0,47) um lang und 0,20
(0,16 — 0,27) um breit. Die Fibulae sind nur leicht unregelméBig angeordnet.

In duBerer Form, ihren GroBenverhiltnissen und ihren Streifen- und Fibulae-
dichten entsprechen die Zellen des Stammes ORo02 weitgehend den fiir Nitz-
schia palea gemachten Angaben. Abweichend von diesen ist jedoch der iiber
die Schalenoberfliche erhabene Raphenkanal. Desweiteren sind die Fibulae
vergleichsweise schmal wirkend, ihre Dichte liegt an der oberen Grenze der fiir
N. palea angegebenen Werte.

Der Stamm wurde am 13. November 2002 aus einem Ausstrich von Sedimento-
berflichenmaterial isoliert, das am 23. Oktober 2002 dem Forchensee entnom-
men wurde. Der entsprechende Uferabschnitt am Nordwestufer des zu den Os-
terseen gehorenden Forchensees wurde bei der Makrophytenkartierung von
1994 als gering mit Nihrstoffen belastet, bei der Makrophytenkartierung von
2004 als sehr gering belastet eingestuft (Sanpmann 1995, Beck 2005) Zum For-
chensee ist ferner anzumerken, das dieser See, der zu den kleinsten der Oster-
seen gehort, starker als die meisten iibrigen Seen durch anliegende Moorgebie-
te beinflusst wird. So ist das Wasser des Forchensees deutlich mit Huminstof-
fen gefarbt und die Sedimentoberflache enthilt viele torfige Bestandteile.
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Tabelle 36: Ubersicht iiber die morphologischen Eigenschaften des Stammes OR02

Zelllinge 37,8 (36,8 -38,4) um
Zellbreite 3,9 (3,5—4,4) pm

2 | Linge / Breite 9,7 (8,6 —10,9)

; Kopfige Erweiterung des Pols (95,1 —106,8) %

% Spitzenwinkel 19 (17 —20) °

5 Projektionsflache 119,7 (113,5 — 124,8) um2
Umfang 77,9 (76,2-78,9)  um
Rundheit 24,8 (22,9 -26,4) %
Fibulaedichte 16 /10 um
Fibulaeldnge 0,43 (0,41 -0,47) um

E Fibulaebreite 0,20 (0,16 —0,27) um

:T Standardabweichung Fibulaebreite 3,3 %

° Fibulaeabstand 0,43 (0,31-0,59) um
Standardabweichung Fibulaeabstand 9,3 %

| Streifendichte 38 (37-39) /10 um

;' Areolendichte 5 (4-5) "/ um

5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand n.b.

E Zentrale Raphenenden nein

CE Verzweigte Areolenreihen nein
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Stamm 0S02

Tafel7 (1—4)
Tabelle 37

Die Zellen des Stammes OSo02 sind 33,6 — 35,8 um lang und 4,1 — 4,9 um breit
mit einem beziiglich der Langsachse und der Transapikalachse weitgehend
symmetrischen Umriss. Das Verhiltnis von Linge zu Breite variiert zwischen
7,3 und 8,7, die Rundheit der Zellen zwischen 28,8 und 34,6 %, womit der Um-
riss als eher breit gerundet beschrieben werden kann. Die stumpf gerundeten,
nur leicht schnabelférmig vorgezogenen Spitzen 6ffnen sich in einem Winkel
von ca. 21,2°. Die Kanalraphe ist deutlich an den Rand der Frusteln verscho-
ben. Ein Zentralknoten konnte beim untersuchten Material nicht gefunden
werden.

Die Streifen des Stammes sind mit 16 — 20 Streifen pro 10 um sehr grob und
auch lichtmikroskopisch gut erkennbar. Gleiches gilt fiir die Areolen, die eine
Dichte von 3 pro um langs der Streifen aufweisen. Pro 10 um weisen die Frus-
teln dieses Stammes 7 - 10 Fibulae auf, die leicht unregelmiBig gestellt sind
und etwas in die Schalenflache hinein verlangert erscheinen. Die einzelne Fibu-
la ist zwischen 0,52 und 1,07 um lang und im Mittel 0,44 pm breit.

Stamm OSo2 wurde am 10. Juli 2003 aus Aufwuchs auf Blittern von Nuphar
lutea isoliert, die vom Siidwestufer des Sengsees stammten. Dieser Abschnitt
des Sengsees wird in den Makrophytenkartierungen von 1994 als stark mit
Nihrstoffen belastet und 2004 als miaBig — erheblich belastet eingestuft
(SanpmanN 1995, BEck 2005).

Stamm OSo2 wurde als Nitzschia amphibia Grunow 1862 Kklassifiziert. Alle er-
fassten Merkmale entsprechen den von Lance-Berraror & Krammer (1997) fiir
die Nominatform f. amphibia angegebenen Eigenschaften.
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Vergleichende Untersuchungen der SSU-Daten von LoisL (2005) zeigen, dass
N. amphibia verwandtschaftlich N. amphibioides relativ nahe steht. Diese
Gruppe relativ grob strukturierter Nitzschia-Taxa steht ausserdem in einem re-
lativ engen Zusammenhang mit den schon als ,Nitzschioidea“ bezeichneten
Taxa der Gattung Denticula, wie z.B. Denticula kuetzingii.

Tatsichlich findet man im Freiland immer wieder Populationen mit Frusteln,
bei denen lichtmikroskopisch eine Unterscheidung zwischen N. amphibia und
Denticula kuetzingii problematisch ist.

Innerhalb der in dieser Arbeit untersuchten Stimme ist Stamm OSo2 der einzi-
ge, der sich deutlich vom Formenkreis um Nitzschia palea abgrenzt.
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Tabelle 37: Ubersicht iiber die morphologischen Eigenschaften des Stammes 0S02

Zelllinge 35,2 (33,6 —35,8) um
Zellbreite 4,5 (4,1 —4-9) um

2 | Linge / Breite 7,9 (7,3-8,7)

; Kopfige Erweiterung des Pols (57,0 —102,8) %

% Spitzenwinkel 21,2 (14,4 - 34,9) °

5 Projektionsflache 129,6 (114,7 —139,9) um2
Umfang 72,8 (69,8 —75,9) um
Rundheit 30,4 (28,8 -34,6) %
Fibulaedichte 9 (7-10) /10 um
Fibulaeldnge 0,75 (0,52 —1,07) um

E Fibulaebreite 0,44 (0,18 -0,95) um

:T Standardabweichung Fibulaebreite 10,2 (0 —2,1) %

o

Fibulaeabstand

0,63 (0,13 -1,07) um

Standardabweichung Fibulaeabstand

15,7 (5,5 —2,4) %

uain 3 YN isu 19 4

Streifendichte 18 (16 - 20) /10 um
Areolendichte 3(2-3) "/ um
Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand n.b.

Zentrale Raphenenden ja

Verzweigte Areolenreihen n.b.
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Stamm OWO01

Tafel 7 (5, 6)
Tabelle 38

Charakterisiert durch eine langgestreckte, lineare bis leicht lanzettliche Form
und kopfig erweiterte Enden der sich keilformig im Winkel von 12° — 17° ver-
schmilernden Spitzen, gehoren die Frusteln des Stammes OWo1 mit 48,3 (37,5
— 50,2) um Linge zu den lingsten Formen, die innerhalb dieser Studie unter-
sucht wurden. Die Breite liegt bei 3,9 (3,4 — 4,5) um, das Verhiltnis von Linge
zu Breite bei 12,5 (11,2 — 13,9) und die Rundheit bei 18,7 (17,0 — 20,6) %. Die
Dichte der leicht unregelmiBig angeordneten Fibulae betrégt bei allen vermes-
senen Schalen 15/10 um, die Dichte der Streifen 39 (36-42)/10 um. Auf den
Streifen liegen 5 - 6 Areolen pro um. Die Raphe ist durchlaufend, ohne Zentral-
knoten und stark exzentrisch am Rand der Schalenfliche angeordnet. Ver-
zweigte Areolenreihen im Bereich des Raphenkanals oder eine deutlich kiel-
oder rohrenformige Ausbildung des Raphenkanals sind nicht vorhanden.

Aufgrund der langgestreckten Form mit dem kopfig erweiterten Ende, der
Streifen und Fibulaedichte wurde der Stamm als Nitzschia palea var. tenui-
rostris bzw. Nitzschia gracilis bestimmt.

Stamm OWo01 stammt aus einer Probe von der Sedimentoberfliche vom Nord-
ufer des Westlichen Breitenauer Sees. Der entsprechende Seeabschnitt wurde
von SAaNDMANN (1995) als maBig nahrstoffbelastet eingestuft, von Beck (2005) als
gering nahrstoffbelastet. Die Isolation des Stammes erfolgte am 3. September
2003.
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Tabelle 38: Ubersicht iiber die morphologischen Eigenschaften des Stammes OWoz1

Zelllinge 48,3 (37,5—-50,2) um
Zellbreite 3,9 (3,4 —4,5) pm
v | Linge / Breite 12,5 (11,2 - 13,9)
;i Kopfige Erweiterung des Pols (87,4-139,7) %
;:sD Spitzenwinkel 14 (12 -17) °
é Projektionsflache 152,7 (136,0 — 174,1) um2
“ Umfang 101,4 (100,2 um
103,0)
Rundheit 18,7 (17,0 —20,6) %
Fibulaedichte 15 (15— 16) /10 um
Fibulaeldnge 0,37 (0,30-0,48) um
E Fibulaebreite 0,28 (0,15-0,43) um
E Standardabweichung Fibulaebreite 5,9 (4,2-17,5) %
° Fibulaeabstand 0,44 (0,15-0,73) um
Standardabweichung Fibulaeabstand 12,6 (9,1 —15,0) %
- Streifendichte 39 (36 —42) /10 um
;' Areolendichte 6 (5-06) "/ um
5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand nein
E Zentrale Raphenenden nein
(E Verzweigte Areolenreihen nein
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Stamm OWO05

Tafel 7 (7—- 10)
Tabelle 39

Die Frusteln des Stammes OWo5 sind 38,8 (32,7 — 42,8) um lang und 4,1 (3,4
— 4,9) um breit, von schmal lanzettlicher, in der Mitte linearer Form mit leicht
kopfig gerundeten Enden. Die Fibulae des Klones sind mit einer Dichte von 12
— 17/10 um unter der deutlich exzentrischen, durchgingigen Raphe angeord-
net. Auf der Schalenfliche befinden sich 39 - 42 Areolenreihen/10 um auf de-
nen 5 Areolen pro um liegen.

OWos5 wurde aufgrund der morphologischen Eigenschaften Nitzschia palea zu-
geordnet, wobei die Streifendichte an der oberen Grenze des von Krammer &
Lange-Bertalot angegebenen Rahmens ist und bei einigen der vermessenen
Frusteln auch dariiber liegt.

Aus der gleichen Probe stammend wie OWo01, wurde Stamm OWo05 am 3. Sep-
tember 2003 isoliert.
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Tabelle 39: Ubersicht iiber die morphologischen Eigenschaften des Stammes OWo5

Zelllinge 38,8 (32,7-42,8) um
Zellbreite 4,1 (3,4 —4,9) um

2 | Linge / Breite 9,4 (8,0-10,3)

; Kopfige Erweiterung des Pols (87,7—115,4) %

(¢’]

E Spitzenwinkel 19 (13-24) °

5 Projektionsflache 115,3 (96,3 —138,4) um2
Umfang 77,1 (67,7-87,5)  um
Rundheit 24,5 (21,1 —28,2) %
Fibulaedichte 14 (12-17) " 10 um
Fibulaeldnge 0,39 (0,31 -0,51) um

E Fibulaebreite 0,25 (0,16 — 0,41) um

:T Standardabweichung Fibulaebreite 56,5 (3,4 —6,9) %

° Fibulaeabstand 0,39 (0,13-0,57) um
Standardabweichung Fibulaeabstand 10,2 (7,9 — 14,3) %

- Streifendichte 40 (39 -42) /10 um

;' Areolendichte 5 */1um

5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand ja

E Zentrale Raphenenden nein

CE Verzweigte Areolenreihen nein
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Stamm OW09
Tafel 8 (6, 7)
Tabelle 40

Die mit 44,1 (43,9 — 44,2) um Linge und 3,7 (3,6 — 3,8) um Breite zu den rela-
tiv schmalen und langen Formen gehorenden Frusteln des Stammes OWo9
sind linear bis schwach lanzettlich geformt und besitzen sich keilférmig, im
Winkel von 17 (14 — 20) ° verschmilernde, am Ende kopfig gerundete Enden.
Die Raphe verlauft auf den untersuchten Schalen stark exzentrisch. Zentrale
Raphenenden, verzweigte Areolenreihen oder deutlich réhren- oder kielformi-
ge Auspriagungen des Raphenkanals konnten nicht beobachtet werden. Die
leicht unregelmifig angeordneten Fibulae sind in einer Dichte von 15/10 um
angeordnet, die Streifen in einer Dichte von 41/10 um mit 4 — 5 Areolen/um.

Die langgestreckte Form der Zellen dieses Stammes, zusammen mit dem kopfi-
gen Ende und der relativ hohen Streifendichte legt eine taxonomische Einord-
nung bei Nitzschia gracilis bzw. Nitzschia palea var. tenuirostris nahe.

Wie schon OWo01 und OWo5 wurde auch der Stamm OWo09 am 3. September
2003 aus der gleichen Probe von der Sedimentoberflache des Westlichen Brei-
tenauer Sees isoliert.
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Tabelle 40: Ubersicht iiber die morphologischen Eigenschaften des Stammes OW09

Zelllange 44,1 (43,9 —44,2) pm
Zellbreite 3,7 (3,6 —3,8) pm

2 | Linge / Breite 12,0 (11,6 —12,3)

; Kopfige Erweiterung des Pols (74,6 —114,2) %

(¢’]

E Spitzenwinkel 17 (14 - 20) °

5 Projektionsflache 129,1 (128,5 —129,7) um?2
Umfang 90,1 (90,0 — 90,5) um
Rundheit 20,0 (19,9 -20,0) %
Fibulaedichte 15 /10 um
Fibulaeldnge 0,33 (0,13-0,47) um

E Fibulaebreite 0,27 (0,13—-0,47) um

:T Standardabweichung Fibulaebreite 4,1 (3,0 —5,0) %

° Fibulaeabstand 0,44 (0,18 -0,57) um
Standardabweichung Fibulaeabstand 10,9 (8,8 —12,9) %

— | Streifendichte 41 /10 ym

;' Areolendichte 5 (4-5) "/ um

5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand nein

E Zentrale Raphenenden nein

CE Verzweigte Areolenreihen nein
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Stamm OW11

Tafel 8 (9)
Tabelle 41

Da es beim Stamm OW11 erhebliche Probleme mit der Praparation der ohnehin
schon sehr geringen Mengen gegeben hat, standen fiir die morphologischen
Untersuchungen keine rasterelektromikroskopischen Bilder und nur ein licht-
mikroskopisches Bild zur Verfiigung. Infolgedessen konnten nicht alle Merk-
male erfasst werden.

Die einzige vermessene Schale diese Klones ist 33,3 um lang und 2,8 um breit.
Die Form ist schmal linear mit keilférmigen, am Ende kopfig erweiterten Zell-
polen. Die Raphe liegt deutlich exzentrisch, die 4quidistanten mittleren Fibulae
sprechen gegen einen Zentralknoten. Gesicherte Aussagen hierzu sind jedoch
aus o. g. Griinden nicht moglich. Auf der Schalenflache sind 14 Fibulae/10 um
sichtbar. Die Streifen sind lichtmikroskopisch nicht auflosbar. Der stellenweise
streifige Eindruck des lichtmikroskopischen Bildes legt jedoch nahe, dass die
Streifen vergleichsweise grob sind.

Aufgrund der fehlenden Daten ist eine Bestimmung des Stammes OW11 mit
morphologischen Merkmalen problematisch. Am ehesten entsprechen die
Merkmale denen von Nitzschia palea. Die Breite ist im Vergleich zu den iibri-
gen untersuchten Stimmen sehr gering, liegt aber noch in dem fiir N. palea an-
gegeben Bereich (Krammer & Lange-Bertalot)

Das Material aus dem der Stamm OW11 am 3. September 2003 isoliert wurde,
stammt vom nordlichen Ufer des Westlichen Breitenauer Sees, das aktuell als
gering mit Nahrstoffen belastet eingestuft wird (Beck 2005).
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Tabelle 41: Ubersicht iiber die morphologischen Eigenschaften des Stammes OW11

Zelllinge 33,3 um
Zellbreite 2,8 um

2 | Linge / Breite 11,8

; Kopfige Erweiterung des Pols (109,7-114,7) %

(¢’]

% Spitzenwinkel 20 °

5 Projektionsflache 84,4 um2
Umfang 68,8 pum
Rundheit 224 %
Fibulaedichte 14 /10 um
Fibulaelinge 0,58 (0,47 -73,8) um

E Fibulaebreite 0,32 (0,29 -0,38) um

:T Standardabweichung Fibulaebreite 4,6 %

° Fibulaeabstand 0,34 (0,18 -0,37) um
Standardabweichung Fibulaeabstand n.b.

— | Streifendichte n.b.

;' Areolendichte n.b.

5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand n.b.

E Zentrale Raphenenden nein

CE Verzweigte Areolenreihen n.b.
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Stamm SGO01

Tafel 8 (1 - 5)
Tabelle 42

Stamm SGo1 besitzt schmal lineare Frusteln von 47,6 (46,1 — 48,6) um Linge
und 3,2 (2,9 — 3,5) um Breite. Die Enden verschmaélern sich keilfé6rmig im Win-
kel von 13 (9 — 18) °, sind etwas ausgezogen und kopfig gerundet. Die Erweite-
rung des Kopfchens am Ende ist nur schwach.

Auf der Schalenflache liegen 40 (37 - 44) Areolenreihen/10 pm, auf denen 5 — 6
Areolen/um angeordnet sind.

Die durchlaufende Raphe verlauft stark exzentrisch. Unter dem Raphenkanal
liegen 13 (12 — 15) Fibulae pro 10 um, die um 0,42 ym lang und 0,35 um breit
sind und somit eher kurz und breit wirken. Die Anordnung der Fibulae ist et-
was unregelméifig. Es treten haufig ,,Doppelfibulae“ auf.

Die Merkmalskombination entspricht vollstindig Nitzschia gracilis, soweit von
Krammer & Lance-Bertaror (1997) angegeben.

Die Isolation des Stammes erfolgte am 20. August 2003 aus Aufwuchs von Na-
Jjas marina. Das Material wurde am Tag zuvor aus dem Starnberger See bei Ga-
ratshausen aus ca. 2 m Tiefe entnommen. Die Nihrstoffbelastung der Probe-
nahmestelle wurde von MEeLzer & ZimmerMANN (2001) als maBig — erheblich ein-
gestuft.
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Tabelle 42: Ubersicht iiber die morphologischen Eigenschaften des Stammes SGo1

Zelllinge 47,6 (46,1 —48,6) um
Zellbreite 32 (2,9-3,5) um

2 | Linge / Breite 14,6 (13,6 —16,3)

; Kopfige Erweiterung des Pols (78,2-119,3) %

% Spitzenwinkel 13 (9-18) °

5 Projektionsflache 127,6 (117,1-136,0) um?2
Umfang 97,3 (94,9-99,5) um
Rundheit 16,9 (15,9 —18,1) %
Fibulaedichte 13 (12-15) /10 um
Fibulaeldnge 0,42 (0,31—0,65) um

E Fibulaebreite 0,35 (0,23-0,59) pm

:T Standardabweichung Fibulaebreite 6,2 (3,1—17,8) %

° Fibulaeabstand 0,42 (0,14-0,79) um
Standardabweichung Fibulaeabstand 13,7 (6,9 —20,1) %

| Streifendichte 40 (37-44) /10 um

;' Areolendichte 6 (5-06) "/ um

5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand nein

E Zentrale Raphenenden nein

CE Verzweigte Areolenreihen nein
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Stamm SU01

Tafel 9 (1-15)
Tabelle 43

Die Frusteln des Stammes SU01 sind bei einer Breite von 4,7 (4,1-5,2) um 31,7
(30,1 — 33,0) um lang und von breit lanzettlicher bis leicht linearer Form mit
keilformig, sich im Winkel von 25 (17 — 32) ° verjiingenden, gerundeten Enden.
Gelegentlich ist die Rundung am Zellpol als leichtes Kopfchen ausgebildet. Der
Stamm hat 13 (10 — 16) Fibulae/10 um, die deutlich unregelmaBig gestellt sind.
Die Raphe verlauft stark exzentrisch. Ein Zentralknoten oder verzweigte Areo-
lenreihen konnten nicht gefunden werden. Es liegen allerdings fiir diesen
Stamm keine rasterelektromikroskopischen Bilder vor, so dass eine gesicherte
Aussage zu diesen beiden Merkmalen nicht getroffen werden kann.

Die Streifen konnten am Lichtmikroskop nicht aufgelost werden. Aus o.g.
Griinden kann somit zur Streifen- und Areolendichte ebenfalls keine Aussage
getroffen werden.

Die morphologisch basierte Klassifizierung stellt Stamm SU01 zu Nitzschia pa-
lea.

SUo01 wurde am 05. Juni 2003 aus Aufwuchs von Potamogeton perfoliatus iso-
liert. Das Pflanzenmaterial von Potamogeton perfoliatus wurde aus ca. 3 m
Tiefe aus dem Starnberger See bei Unterzeismering entnommen. Der entspre-
chende Gewisserabschnitt wurde bei einer Makrophytenkartierung im Jahr
2000 als erheblich mit Nahrstoffen belastet eingestuft (MeLzEr & ZIMMERMANN
2001).
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Tabelle 43: Ubersicht iiber die morphologischen Eigenschaften des Stammes SUo1

Zelllinge 31,7 (30,1-33,0) pum
Zellbreite 4,7 (4,1 -5,2) um

2 | Linge / Breite 6,8 (6,0 —8,0)

; Kopfige Erweiterung des Pols (78,4 —123,7) %

% Spitzenwinkel 25 (17-32) °

5 Projektionsflache 114,9 (101,5 —125,6) um2
Umfang 67,1 (63,8 —69,4) um
Rundheit 32,0 (28,8 -35,3) %
Fibulaedichte 13 (10 -16) "/ 10 um
Fibulaeldnge 0,63 (0,28 -0,82) um

E Fibulaebreite 0,35 (0,18 — 0,52) um

:T Standardabweichung Fibulaebreite 6,0 (4,1 - 8,9) %

° Fibulaeabstand 0,41 (0,11 - 0,90) um

Standardabweichung Fibulaeabstand

13,0 (9,5 —22,0)

%

uain 3 YN isu 19 4

Streifendichte n.b.
Areolendichte n.b.
Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand n.b.
Zentrale Raphenenden nein
Verzweigte Areolenreihen n.b.
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Stamm SU02
Tafel 9 (11 — 12)
Tabelle 44

Die Schalen des Stammes SU02 sind 39,8 (37,6 — 40,9) um lang und 2,8 (2,5 —
3,1) um breit. Das Verhéltnis von Lange zur Breite liegt somit bei 14,4, womit
die Zellen dieses Stammes im Vergleich zu Zellen anderer Stimme zu auffal-
lend langgestreckten Formen gehoren. Der Umriss der Frusteln ist linear mit
keilformig, im Winkel von 12 (8 — 16) ° sich verschmilernden, am duBersten
Ende gerundeten Zellpolen. Eine kopfige Erweiterung der Enden ist nicht vor-
handen. Die Raphe verlauft stark exzentrisch. Die Fibulae weisen eine Dichte
von 16 (13-19)/10 um auf. Wie schon beim Stamm SUo01 liegen von den Frus-
teln des Stammes SU02 keine Bilder vom REM vor. Daher konnten einige
Merkmale, wie die Dichte der Streifen oder das Vorhandensein eines Zentral-
knotens nicht ermittelt werden.

Der Stamm wurde vorlaufig als Nitzschia gracilis bestimmt. Etwas untypisch
sind jedoch die nicht kopfig erweiterten Enden des Klones.

SUo02 wurde am 05. Juni 2003 aus Aufwuchs von Ranunculus circinatus aus
dem gleichen Gewisserabschnitt wie Stamm SUO1 isoliert.
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Tabelle 44: Ubersicht iiber die morphologischen Eigenschaften des Stammes SUo2

Zelllinge 39,8 (37,6 —40,9) um
Zellbreite 2,8 (2,5 -3,1) um

2 | Linge / Breite 14,4 (12,6 — 16,0)

; Kopfige Erweiterung des Pols 96,1 (68,2 -129,0) %

% Spitzenwinkel 12 (8-16) °

5 Projektionsflache 90,6 (81,0 —111,4) pum?2
Umfang 80,8 (77,2-83,9) um
Rundheit 17,4 (15,4 — 19,9) %
Fibulaedichte 16 (13-19) /10 um
Fibulaeldnge 0,49 (0,28 —0,67) um

E Fibulaebreite 0,32 (0,18-0,50) um

:T Standardabweichung Fibulaebreite 5,1 (3,6 —7,0) %

° Fibulaeabstand 0,37 (0,177-0,81) um
Standardabweichung Fibulaeabstand 11,0 (0 —19,6) %

— | Streifendichte n.b.

;' Areolendichte n.b.

5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand n.b.

E Zentrale Raphenenden nein

CE Verzweigte Areolenreihen n.b.
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Stamm SU03
Tafel 9 (6 — 10)
Tabelle 45

Stamm SUO03 besitzt lanzettliche Frusteln mit 30,1 (24,5 — 31,3) um Linge und
3,9 (3,4 — 4,3) um Breite. Die Zellpole laufen in einem Winkel von 23 (15 —
27) © keilformig zu und sind am Ende kopfig gerundet. Die stark exzentrisch
verlaufende Raphe wird durch 15 (13- 18) Fibulae/10 pum stabilisiert. Die Fibu-
lae sind leicht unregelméaBig angeordnet und wirken im Lichtmikroskop kurz
und breit. Die Streifung des Klones ist lichtmikroskopisch nicht auflésbar.
Zentral finden sich gelegentlich einzelne, deutlicher hervortretende Transapi-
kalrippen. Von diesem Stamm liegen keine REM-Bilder vor, so dass eine Er-
mittlung der Streifen- und Areolendichte nicht moglich war. Auch konnen kei-
ne gesicherten Aussagen iiber zentrale Raphenenden und die Auspriagung des
Raphenkiels gemacht werden. Die dquidistante Stellung der zentralen Fibulae
legt jedoch den Schluss nahe, dass kein Zentralknoten ausgebildet ist.

Die erfassbaren morphologischen Merkmale des Stammes entsprechen den
Merkmalen von Nitzschia palea.

Stamm SUo03 wurde am 05. Juni 2003 aus Potamogeton perfoliatus-Aufwuchs
aus der gleichen Probe wie Stamm SUo1 isoliert.
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Tabelle 45: Ubersicht iiber die morphologischen Eigenschaften des Stammes SU03

Zelllinge 30,1 (24,5-31,3) um
Zellbreite 3,9 (3,4 —4,3) pm

2 | Linge / Breite 7,7 (6,5—09,1)

; Kopfige Erweiterung des Pols (96,8 -143,2) %

% Spitzenwinkel 23 (15-27) °

5 Projektionsflache 87,2 (66,9 —94,0) um?2
Umfang 61,6 (50,9 —63,1) um
Rundheit 28,9 (27,2-32,3) %
Fibulaedichte 15 (13 -18) /10 um
Fibulaeldnge 0,70 (0,39 —1,01) um

E Fibulaebreite 0,34 (0,21-0,65) um

:T Standardabweichung Fibulaebreite 5,6 (2,4 —16,9) %

° Fibulaeabstand 0,32 (0,23 -0,44) um
Standardabweichung Fibulaeabstand 9,9 (4,8 —18,2) %

— | Streifendichte n.b.

;' Areolendichte n.b.

5 Poroide zw. Helictoglossa und Schalenrand n.b.

E Zentrale Raphenenden nein

CE Verzweigte Areolenreihen n.b.
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5.3.3 Bildtafeln
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Tafel 1
alle Abbildungen REM, x 3000

1-3 Stamm KGo2, Innenansichten der Frusteln

4 Stamm LGo9, Innenansicht einer abgebrochen Spitze

5,6 Stamm LGo9, komplette Schale, Auenansicht mit Einblick in
untere Frustel

7,9, 10 Stamm OAo02, Innenansicht der Frusteln

8 Stamm OAo02, AuBenansicht der Frustel mit erkennbarem

durchlaufenden Raphenkiel
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Tafel 2
Alle Abbildungen REM, x 3000

1-5 Stamm OA03, Frusteln in Innenansicht

4 Stamm OAo03, stark korrodierte Frustel in Innenansicht, Raphe
gut erkennbar

6 Stamm OA03, AuBlenansicht mit erkennbarem Raphenkiel und
durchlaufender Raphe

7 Stamm OA08, zwei Frusteln, davon rechte in Innenansicht,
aber verschmutzt

8 Stamm OAo05, zwei aufeinanderliegende Frusteln, untere Theka

in Innenansicht, obere in AuBenansicht

9 Stamm OAo05, AuBBenansicht
10 Stamm OAo05, Innenansicht einer Frustel, unterer Zellpol
abgebrochen
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Tafel 3

Sofern nicht anders angegeben, VergréBerung x 3000

1—3 Stamm OA11, lichtmikroskopische Aufnahmen, x 1500

4 Stamm OHo2, lichtmikroskopische Aufnahme, x 1500

5 Stamm OEo03, lichtmikroskopische Aufnahme, x 1500

6 Stamm OEo03, REM-Aufnahme, AuBenansicht einer
gebrochenen Frustel;

7,8 Stamm OHo3, REM-Aufnahme, Innenansicht

9 Stamm OHo3, REM-Aufnahme, zwei zusammenhingende

Frusteln, obere Frustel in AuBenansicht, untere in
Innenansicht, Fibulae zum Teil von Giirtelband tiberdeckt

10 Stamm OHo3, REM-Aufnahme, Frustel in Au3enansicht
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Tafel 4

Stamm OHo3, REM-Aufnahme, x 20000, Ausschnitt einer Hypotheka mit Ra-
phenkiel, Bruchstiicke einer Zelle: Hypotheka mit Raphenkiel und Epitheka
mit Fibulae
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Tafel 5

alle Bilder REM, x 3000

1-3 Stamm OHo4, AuBenansicht in Valvaransicht

4 Stamm OHo4, mehrere Zellen in Giirtelbandansicht

5 Stamm OHos, REM-Aufnahme, Innenansicht einer Frustel
6 Stamm OHo5, REM-Aufnahme
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Tafel 6

Alle Abbildungen REM, x 3000

1 Stamm OLo1, Innenansicht einer Frustel
2,3 Stamm OLo1, Frusteln in AuBenansicht
4 Stamm OQo9, Frustel in AuBenansicht, Verzweigungen der

Areolenreihen im Bereich des Raphenkanals erkennbar

5 Stamm OQo9, Frustel in Innenansicht, Raphenkanal mit
Fibulae groBtenteils verdeckt

6 Stamm ORo02, abgebrochenen Enden zweier Frusteln, untere
Frustel in Innenansicht obere stark korrodiert, in AuBenansicht

7,8 Stamm ORo02, Frusteln in AuBSenansicht
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Tafel 7

Alle Abbildungen x 3000

1—4 Stamm 0OSo02, lichtmikroskopische Bilder

5,6 Stamm OWo1, jeweils beide, nicht vollstindig getrennte Thekae
einer Zelle, Giirtelbander erkennbar, die Fibulae teilweise
verdeckend

7,8 Stamm OWos5, Frusteln in AuBenansicht

9 Stamm OWo5, Innenansicht

10 Stamm OWo05, noch zusammenhingende Frusteln einer relativ
groBen Zelle
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Tafel 8

Soweit nicht anders angegeben: REM-Aufnahmen, x 3000

1-3 Stamm SGo1, Innenansichten, Fibulae zum Teil durch Reste
von Zwischenbandern verdeckt

4 Stamm SGo1, AuBenansicht
Stamm SGo1 komplette Zelle in Pleuralansicht

6-8 Stamm OWo09, Innenansichten, Fibulae teilweise durch Reste
von Zwischenbandern verdeckt

9 Stamm OW11, lichtmikroskopische Aufnahme, x 3000
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Tafel 9

1—-5 Stamm SUO01, lichtmikroskopische Aufnahmen, x 3000
6 —10 Stamm SU03, lichtmikroskopische Aufnahmen, x 3000
11—12 Stamm SU02, lichtmikroskopische Aufnahmen, x 3000
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5.4 Vergleich der morphologischen Eigenschaften
zwischen phylogenetisch begriindeten Gruppen.

Im Absatz 5.2 wurden die Ergebnisse der phylogenetischen, auf DNA-Sequen-
zen basierenden Analyse beschrieben. Hierbei konnen verschiedene Gruppen
von Stimmen gebildet werden. Um festzustellen, inwieweit diese Gruppen
auch morphologisch nachvollziehbar sind, werden im folgenden die morpholo-
gischen Parameter der phylogenetischen Gruppen miteinander verglichen. In
Abbildung 26 sind die Gruppen, wie sie im folgenden verwendet werden, dar-
gestellt.

Gruppe 0

Von den eigenen Stimmen ist in Gruppe 0 ausschlieBlich OSo2 enthalten. Die-
ser Stamm wurde aufgrund seines Erscheinungsbildes als Nitzschia amphibia
identifiziert. Er stellt somit den einzigen vollstindig untersuchten Stamm die-
ser Arbeit dar, der nicht dem Sippenkomplex um Nitzschia palea angehort. Die
Messwerte und die Anzahl der Schalenhélften von OS02, bei denen die entspre-
chenden Merkmale Uberschneidungen mit den Merkmalen anderer phylogene-
tischer Gruppen zeigen, finden sich in Tabelle 46.

Die im Gegensatz zu den iibrigen phylogenetisch begriindeten Gruppen relativ
geringe Varianz der morphologischen KenngréBen ist in der relativ geringen
Zahl der Messungen und der Monoklonalitdt des Stammes begriindet. Lange,
Breite und das Verhaltnis aus Lange zu Breite zeigen, dass es sich im Vergleich
um etwas unterdurchschnittlich groBe Zellen von eher gedrungener Form han-
delt. Zellumriss und Zelldimensionen iiberlappen aber mit Messwerten der an-
deren Gruppen. Keine Uberscheidungen zu anderen Gruppen finden sich bei
der Dichte der Fibulae, der Streifen und der Areolen. Stamm OSo2 ist aufgrund
der relativ groben Schalenstrukturen gegeniiber den iibrigen untersuchten
Stammen eindeutig abgrenzbar. Diese drei Merkmale sind also als Differenzial-
merkmale gegeniiber den tibrigen Gruppen geeignet.
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Abbildung 26: Adams-Konsensus aus den most

parsimonious Supertrees, rot eingerahmt: Phylogenetisch

begriindete Gruppen mit eigenen Stdmmen

Gr.1

Gr.2

Gr.3
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Tabelle 46: Minima, Maxima und Uberschneidungen der morphologischen Parameter von Gruppe 0
gegentiber den tibrigen Gruppen von Stammen

Zahl der| Uberschneidungen zu
Parameter | Minimum Maximum Messun-
Gr.1 | Gr.2 | Gr.3
gen
Zelllange 33,7 um 35,8 um 16 16 16 16
Zellbreite 4,1 um 4,9 um 17 8 8 17
Lange/Breite 7,3 8,7 16 16 16 16
Verdickung Kopf-|57,0 % 102,8 % 22 14 5 6
chen
Fibulae /iopm |7 10 14 0 0] 0
Streifen /1o um |16 20 14 o) 0 0
Areolen /1 um 2 3 5 0] 0 o]
Projektionsflache |114,7 um2 139,9 um?2 |16 16 16 12
Umfang 69,8 um 759 um |15 15 15 15
Rundheit 28,8 % 34,6 % 16 11 4 13
Gruppe 1

In Gruppe 1 werden die Staimme KGo2, LGo9, LG11, OAo2, OA03, OE03,
OHoz2, OHo3, OHo4, OHos, OLo1, OW03, OW09, OW11 und SU02 zusam-
mengefasst.

Diese Gruppe beinhaltet mit nur 13,6 pym Lange die kiirzesten Frusteln aller
hier untersuchten Gruppen. Obwohl die Zellen dieser Gruppe tendenziell zu
den kiirzeren gehoren und die ermittelte maximale Zelllinge von 46,4 um deut-
lich unter den maximalen Zelllingen der Gruppen 2 und 3 liegt, gibt es grofe
Uberschneidungen hinsichtlich der Zelllinge (Tabelle 47). Ahnlich verhilt es
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sich mit Projektionsfliche und Umfang: Die Extremwerte von Fliche und Um-
fang liegen unter denen der Gruppen 2 und 3, die Uberschneidungen mit die-
sen Gruppen ist aber sehr groB. Somit sind neben den o.g. Unterscheidungs-
moglichkeiten gegeniiber Stamm OSo02 bzw. Gruppe 0 keine Merkmale erfasst
worden, die eine Unterscheidung der Gruppe 1 gegeniiber den anderen unter-
suchten Gruppen erlauben.

Tabelle 47: Minima, Maxima und Uberschneidungen der morphologischen Parameter von Gruppe 1
gegentiiber den iibrigen Gruppen von Stimmen

Zahl der| Uberschneidungen zu
Parameter | Minimum Maximum Messun-
Gr.o Gr.2 | Gr.3
gen
Zelllange 13,6 um 46,4 um 131 80 113 89
Zellbreite 2,5 Um 4,9 um 128 8 122 109
Lange/Breite 10,1 16,0 122 24 96 114
Verdickung Kopf-|68,1 % 141,9% 152 75 130 150
chen
Fibulae /10 ym |12 19 92 0 67 43
Streifen /10 um |36 45 90 0 90 90
Areolen /1 um 4 6 47 0 47 47
Projektionsflache |77,5 um2 149,0 um2 |94 19 80 26
Umfang 64,4 um 95,0 um |94 6 58 55
Rundheit 15,4 % 23,5 % 89 4 76 79
Gruppe 2

Die in Abbildung 26 als Gr. 2 gekennzeichnete Gruppe beinhaltet die eigenen
Stimme OA05, 0A09, OA11, OR02, OW01, OW05 und SU03.
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Ein Vergleich der Extrema der morphologischen Parameter (Tabelle 48) zeigt,
dass in Gruppe 2 tendenziell eher langgestreckte, grofe Frusteln mit eher dich-
ter Streifung enthalten sind. Wie auch schon bei Gruppe 1 festzustellen war,
finden sich aber gegeniiber den Ergebnissen der iibrigen Gruppen nur gegen-
iiber Gruppe 0 Merkmale ohne Uberschneidungen. Wie bei Gruppe 0 bereits
dargelegt wurde, handelt es sich um die Dichten von Fibulae, Streifen und
Areoloen, die eine Differenzierung ermoglichen.

Tabelle 48: Minima, Maxima und Uberschneidungen der morphologischen Parameter von Gruppe 2
gegentiiber den iibrigen Gruppen von Stdmmen

Zahl der| Uberschneidungen zu
Parameter | Minimum Maximum Messun-
Gr.o | Gr.1 | Gr.3
gen

Zelllange 24,5 um 52,0 um 101 48 81 75
Zellbreite 2,6 um 4,9 um 83 22 81 82
Lange/Breite 6,5 16,4 83 19 22 81
Verdickung Ko6pf-|87,4 % 144,65 % |120 47 119 116
chen

Fibulae /1o ym |12 17 50 0 44 39
Streifen /10 yum |39 43 45 o) 35 42
Areolen /1 um 4 6 16 0 16 16
Projektionsflache |66,6 um?2 180,5 um2 |60 16 57 26
Umfang 50,9 um 107,5um |58 9 57 36
Rundheit 17,0 % 32,3 % 61 1 61 61
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Gruppe 3

Als Gruppe 3 werden die Stimme OA08, 0Qo09, SGo1 und SU0O1 zusammen-
gruppiert.

Die Spannweiten der morphologischen Parameter sind in Tabelle 49 zusam-
mengestellt. Bei den Extremwerten kann man feststellen, dass die Zellen dieser
Gruppe etwas langer und etwas grober gestreift erscheinen. Wie man aus den
Beschreibungen zu den oben behandelten Gruppen schlieBen kann, gibt es aber
auch hier auBer der Dichte von Fibulae, Streifen und Areolen gegeniiber OSo2
keine iiberschneidungsfreien und somit als Differenzialmerkmal geeignete
Merkmale.

Tabelle 49: Minima, Maxima und Uberschneidungen der morphologischen Parameter von Gruppe 3
gegentiiber den iibrigen Gruppen von Stimmen

Zahl der| Uberschneidungen zu
Parameter | Minimum Maximum Messun-
Gr.o | Gr.1 | Gr.2
gen

Zelllange 30,1 um 53,7 um 33 21 22 33
Zellbreite 2,9 um 5,2 um 38 17 20 17
Lange/Breite 6,0 16,3 33 4 22 19
Verdickung Kopf-|78,2 % 123,7 % 39 24 39 37
chen

Fibulae /1o uym |10 17 30 o) 30 30
Streifen /10 um |25 44 10 0 7 9
Areolen /1 um 4 6 10 0 10 10
Projektionsflache | 95,8 um2 136,0 um2 |25 16 25 25
Umfang 63,8 um 99,5 um 26 1 17 17
Rundheit 15,9 % 35,3 % 24 11 22 12
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6. Diskussion

6.1 Artkonzepte in der Systematik

Ziel dieser Arbeit ist es, durch phylogenetische DNA-Analysen natiirliche Grup-
pen innerhalb des Formenkreises um Nitzschia palea aufzuspiiren und mittels
vergleichender morphologischer Analysen Merkmale zu finden, anhand derer
sich die natiirlichen Gruppen innerhalb des Sippenkomplexes differenzieren
lassen.

Mit der gewihlten Methodik soll also ein Beitrag zur (natiirlichen) Systematik
der Gattung Nitzschia geleistet werden.

Die heutige biologische Systematik geht in wesentlichen Grundziigen auf das
von Linné etablierte, hierarchische System zuriick. Bis zur allgemeinen Durch-
setzung der Evolutionstheorie von Charles Darwin erfiillte die Systematik allei-
ne den Zweck, die Lebewesen in ein iibersichtliches, geordnetes System einzu-
ordnen. Durch die Evolutionstheorie wandelte sich dieses System zu einer Dar-
stellung der Evolution der Lebewesen. Die Systematik hatte nun den Anspruch,
sich moglichst nahe an den natiirlichen Abstammungslinien zu orientieren und
somit die tatsachlichen Verwandtschaftsverhiltnisse wiederzugeben. In die Be-
nennung von Lebewesen flieBen von diesem hierarchischen System nur die
Ebene der Gattung (Genus) und die Ebene der Art (Spezies) ein. Zusammen er-
geben sie den binomiellen Artnamen, also z.B. ,,Nitzschia palea“. Die Art oder
Spezies stellt dabei das Basiselement der Systematik dar. Wahrend die tibrigen
hierarchischen Ebenen der Systematik abstrakte Einheiten darstellen, ist die
Spezies der einzige Teil der Systematik, der in Form von Populationen lebender
Organismen tatsiachlich in der Biosphire in Erscheinung tritt.

Aufgrund der Probleme, die sich bei Abgrenzungen von Arten ergeben, ist es
wichtig, den Begriff der ,Art“ genau zu definieren. Hierzu verfolgen diverse Au-
toren unterschiedliche Anséatze. Maypen (1997) unterschied 22 Konzepte, die
sich zum Teil nur in Nuancen unterscheiden. Die im folgenden kurz skizzierten
Artkonzepte stellen die wesentlichen, derzeit diskutierten Richtungen dar.
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Das biologische Artkonzept nach Mayr

Ernst Mavr (1996) definiert die biologische Art als Gruppe von Populationen,
die miteinander im regelméaBigen genetischen Austausch stehen, aber von an-
deren Gruppen von Populationen reproduktiv isoliert sind. Gelegentlicher ge-
netischer Austausch zwischen Individuen aus Populationen, die sich in der Re-
gel nicht genetisch austauschen, also sporadisch auftretende Hybriden, schlieft
Mavr hierbei ausdriicklich als Fehler des Individuums aus und beriicksichtigt
diese nicht bei der Umgrenzung einer Art.

Das Henningsche Spezies-Konzept

In weiten Teilen dhneln sich die Artkonzepte von Hexnic (1950) und Mayr
(1996). Bei Hennig ist die Art als potentielle Reproduktionsgemeinschaft defi-
niert (MeEr & Witiman 2000). Die Abgrenzung von Arten gegeneinander erfolgt
iiber sexuelle Isolation, wobei zwischen einer raumlichen Isolation und einer
echten sexuellen Isolation unterschieden wird. Dabei ist eine raumliche Isolati-
on alleine nicht zur Abgrenzung von Spezies geeignet, da dabei die potentielle
Reproduktionsgemeinschaft erhalten bleibt, sich also potentiell Individuen un-
terschiedlicher raumlich getrennter Populationen nach Authebung der Tren-
nung wieder miteinander sexuell fortpflanzen konnen. Dariiber hinaus gibt
Hennic im Gegensatz zu Mavr der Art auch eine zeitliche Dimension. Eine Art
hat zeitlich einen Beginn, definiert als die Aufspaltung einer Mutterart in zwei
Tochterarten und ein zeitliches Ende, also das Aussterben oder die Aufspaltung
in Tochterarten.

Sowohl das Konzept von Mavr als auch das Hennigsche Artkonzept definieren
die Art zunachst unabhéngig von Merkmalen ausschlieBlich iiber sexuelle Kom-
patibilitdt bzw. Isolation.

Das phylogenetische Artkonzept (sensu MisHLer & THERIOT)

Einen anderen Ansatz verfolgen die Autoren Misurer & TrerIOT (2000). Ausge-
hend von phylogenetischen Analysen wird die Art von ihnen als das am wenigs-
ten umfassende Taxon in einer Klassifikation definiert, in der die Organismen
aufgrund von Anzeichen fiir Monophylie gruppiert werden. Entgegen den bei-
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den vorher erwidhnten Konzepten liegen hier tatsdchliche Merkmale als Aus-
gangspunkt phylogenetischer Untersuchungen der Klassifikation in Spezies zu-
grunde.

Das phylogenetische Artkonzept (sensu WHeeLErR & PLATNICK)

Unter gleichem Namen wie Misurer & Tuerior (2000) entwickelten WheeLER &
Prarnick (2000) ein anderes Artkonzept. Hier wird die biologische Art definiert
als ,, die kleinste Aggregation von Populationen (sexuell) oder Abstammungsli-
nien (asexuell), die durch eine einzigartige Kombination von Merkmalszustan-
den in vergleichbaren Individuen erkannt werden konnen“. Eine phylogeneti-
sche Untersuchung per se nicht vorraussetzend, unterscheidet sich das Konzept
von WueeLEr auf den ersten Blick deutlich vom Ansatz von MisuLer & THERIOT.
Da eine gut abgesicherte Monophylie nach einer phylogenetischen Analyse
auch stets einer einzigarten Merkmalskombination entspricht, unterscheiden
sich beide Ansitze letztlich nicht so wesentlich wie dies auf den ersten Blick
scheinen mag. Entgegen den Konzepten von Mavr und Hennic setzten aber bei-
de phylogenetischen Artkonzepte keinerlei Kenntnis von sexueller Kompatibil-
tiat vorraus. Einerseits erweitert dies das Spektrum, auf das die Konzepte an-
wendbar sind, andererseits bergen beide ausschlieBlich auf Merkmalskombina-
tionen gestiitzte Konzepte insbesondere bei polymorphen Populationen mit
diskontinuierlicher Morphokline das Risiko, Artefakte bei der Klassifikation zu
erzeugen.

Das evolutionadre Artkonzept

Das Artkonzept von WuiLey & Maypen (2000) sieht die Art als ,eine einzelne
Abstammungslinie von voneinander abstammenden Populationen (ancestral
descendant populations) aus Organismen, die ihre eigene Identitit gegeniiber
anderen derartigen Abstammungslinien behalten und ihre eigenen evolutiven
Tendenzen und ihre eigene historische Geschichte besitzen.“ In diesem sehr
umfassenden Konzept vereint der Autor sowohl phylogenetische, merkmalsge-
bundenen Ansitze als auch zeitliche Aspekte.
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Als Kritikpunkte am Konzept von WhiLEy & Mavpen nennen die Verfechter an-
derer Artkonzepte, dass ,eigene evolutive Tendenzen® und ,eigene (historische)
Geschichte“ eines Taxons im Regelfall kaum greifbare GrofSen darstellen, also
letztlich willkiirlich sind. Auch die genaue Festlegung dessen, was eine eigene
Identitat ausmacht, stellt sich nach der Definition von WaiLey & Maypen als
schwierig heraus.

Das ,,Artkonzept” von Recan

Die Aussage von Recan (1926) ist zwar nicht Teil aktueller Diskussionen und
hinsichtlich des Anspruchs, dass biologische Systematik nicht willkiirlich,
kiinstlich sein soll, sondern natiirliche Relationen zwischen Taxa wiedergeben
soll, eigentlich vollig indiskutabel. Dennoch sei seine wohl etwas augenzwin-
kernde ,Definition®: ,A species is what a competent taxonomist says it is.“ hier
aufgefiihrt, da es keine Seltenheit ist, dass Beschreibungen von Arten etwas den
Eindruck erzeugen, als lige der Beschreibung das , Artkonzept® von Recan zu-
grunde.

6.2 Verwendbarkeit von Merkmalen fiir
merkmalsbasierte Artkonzepte

Grundlage der hier vorgestellten Artkonzepte von WHeELER & PraTnick sowie von
Whariey stellen Merkmale bzw. Merkmalskombinationen dar. Indirekt gilt das
auch fiir das Artkonzept von Misuier & Tuerior, da phylogenetische Analysen
letztlich auch auf Merkmalskombinationen beruhen. Allen systematischen
Konzepten, die auf Merkmalen basieren, ist gemein, dass die Qualitat der Re-
sultate wesentlich von der Eignung der zur Analyse herangezogenen Charakte-
ristika abhingt. Eine der &ltesten bekannten Klassifikation von Lebewesen
durch Plato erscheint aus heutiger Sicht fremdartig, da die Kriterien zur Klassi-
fikation, also die dem System zugrunde liegenden Merkmale fiir eine Beschrei-
bung natiirlicher Abstammungsverhaltnisse (was Anspruch aktueller Systema-
tik ist bzw. sein sollte) nicht geeignet sind. Als Beispiel hierfiir sei die vorge-
nommene Unterscheidung in landlebende und wasserlebende Tiere genannt.
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In der Konsequenz miissen wegen ihrer grundsatzlichen Wichtigkeit vor der
Verwendung von Merkmalen zur Klassifikation einige Fragen geklart sein:

Ist das Auftreten eines Merkmals bei zwei Taxa Folge einer
Homologie oder einer Analogie?

Um eine natiirliche Systematik zu erstellen, die die realen Verwandtschaftsver-
héltnisse und die evolutive Geschichte eines Taxons wiedergibt, ist es wichtig
zu unterscheiden, ob ein Merkmal bei zu vergleichenden Taxa infolge einer ge-
meinsamen Abstammung (Homologie) auftritt oder infolge einer unabhingig
voneinander erfolgten Anpassung der Taxa an Umweltbedingungen (Konver-
genz od. Analogie).

Zur Bewertung, ob eine Homologie vorliegt, definierte RemanE 1952 seine Ho-
mologiekriterien. Remane zufolge sind Merkmale homolog, wenn sie ,,...trotz un-
terschiedlicher Auspriagung in Gestalt und Anzahl in einem vergleichbaren Ge-
fiigesystem stets die gleiche Lagebeziehung aufweisen...“ oder ,,...durch Zwi-
schenformen (evolutiv) kontinuierlich verbunden...“ sind. Zwischenformen
konnen laut Remane neben rezenten Zwischenformen auch Rudimente und Ata-
vismen, embryonale Zwischenformen und fossile Zwischenformen sein. Henni
(1950) prazisiert bzw. ersetzt den Begriff ,Homologie“ durch folgende Begriffe:

« Apomorphie

= Ein Merkmal, das vergleichsweise abgeleitet ist.
+ Autoapomorphie

= Ein Merkmal, das in einer Stammart neu erworben ist.
+  Synapomorphie

= Ein Merkmal, das in Stammart und deren Tochterarten neu erworben
ist.

+  Plesiomorphie
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= Ein Merkmal, das vergleichsweise friih erworben ist.
«  Symplesiomorphie

= Ein Merkmal, das bei Arten auftritt, die nicht Tochterarten sind, aber
eine frithere gemeinsame Stammart haben.

Angewendet auf die Merkmale von Nitzschia-Frusteln kann man aufgrund ih-
rer ,Lagebeziehung im Gefligesystem® die meisten Schalenstrukturen wie Areo-
len, Raphe, Zentralknoten oder Fibulae als homologe Merkmale einstufen, bzw.
bezogen auf die Gattung Nitzschia als Plesiomorphien. Die Vorraussetzungen
fiir eine Anwendung dieser Merkmale fiir Fragestellungen der Systematik er-
scheint somit unproblematisch. Eine Anwendung der Homologiekriterien von
Remane auf die Zelldimensionen und Zellform/-umriss ist dagegen kaum mog-
lich. Die Gefahr, hier aufgrund von Anpassungen an Umweltsituationen, also
von Konvergenzen ,Apfel mit Birnen“ zu vergleichen und dann, um bei dem
Bild zu bleiben, die Apfel und Birnen mit groBem Durchmesser in eine Klasse
und Apfel und Birnen mit kleinem Durchmesser in eine andere Klasse einzu-
ordnen, wire relativ hoch. In Verbindung mit zusatzlichen Informationen, die
die zu vergleichenden Taxa als Tochterarten einer gemeinsamer Stammform
ausweisen, konnen trotz dieser Gefahr Zelldimensionen und Zellform verwen-
det werden, um zwischen diesen nahe verwandten Taxa zu differenzieren.

Besonders wertvoll sind im Hinblick auf die Verwendbarkeit fiir die Systematik
die Informationen, die wir durch die Analyse und den Vergleich von Gense-
quenzen erhalten. Ein korrektes Alignment der Sequenzen vorausgesetzt, ist
das Vorliegen von Homologien als sicher anzunehmen (Lunter, Rocco ET AL
2008).

Bereiche geringer Konservierung stellen meist Bereiche dar, in denen Mutatio-
nen selten zur Funktionsunfihigkeit wichtiger Zellbestandteile fiihren. Ein
Evolutionsdruck, der Analogien in diesen variablen oder sehr variablen DNA-
Bereichen herrufen konnte, ist somit sehr unwahrscheinlich. Des weiteren ist
die Wahrscheinlichkeit extrem gering, dass ein bestimmter DNA-Bereich nach
mehreren Mutationen im Laufe der evolutiven Geschichte mehrerer Taxa bei
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zwei systematisch entfernt stehenden Taxa so mutiert, dass die mutierten Se-
quenzen untereinander dhnlicher sind, als die von nahe verwandten Taxa (per-
sonliche Mitteilung G. HaszpruNAR).

Ist das Vorhandensein bzw. das Fehlen eines Merkmals typisch
fur das Taxon, oder handelt es sich um eine individuelle
Anpassung an bestimmte Umweltbedingungen?

Merkmale, die fiir die Phylogenie und die Systematik verwendet werden sollen,
sollten innerhalb eines Taxons mit einer gewissen Konstanz zumindest bei ei-
ner bestimmten Entwicklungsstufe der Organismen vorkommen. Thre Auspra-
gungen sollten nicht fakultativ als Anpassung an bestimmte Umweltbedingun-
gen wie Lichtstarke, Nahrstoffversorgung oder Frafdruck sein.

Ein Einfluss von Umweltparametern auf die individuell vorhandene Erbinfor-
mationen ist nach heutigem Kenntnisstand nicht vorhanden.

Umgekehrt aber konnen verschiedene genetische Informationen in unter-
schiedlichen Stammen dazu fiihren, dass die Staimme aufgrund sich unterschei-
dender Habitatqualitit lokal selektiert werden. Diese ,Mikroevolution®, die aus
Okologischer Sicht als Einnischung bezeichnet wird, fiihrt gegebenenfalls. dazu,
dass bestimmte Genotypen an forderlichen Standorten abundanter sind als Ge-
notypen, die auf dem konkreten Standort bezogen, eine schlechtere genetische
Ausstattung haben.

Fiir die Verwendbarkeit von DNA-Sequenzen fiir phylogenetische Studien
bleibt diese lokale Selektion ohne negativen Einfluss. Vielmehr kann man hier
durch Aufspiiren mehr oder weniger kryptischer Taxa unterschiedlicher Um-
weltanspriiche wertvolle Zusatzinformationen gewinnen.
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Hangen Merkmalsauspragungen bzw. die Ausbildung oder das
Fehlen von Merkmalen mit unterschiedlichen Stadien des
Entwicklungszyklus eines Taxon zusammen?

Fiir die Beurteilung, inwieweit Merkmale oder Merkmalsauspragungen fiir sys-
tematische Untersuchungen geeignet sind, ist es wichtig, zu klaren, ob und ge-
gebenenfalls wie sich ein Merkmale eines Organismus im Laufe seiner Indivi-
dualentwicklung verindert. Treten im Entwicklungszyklus eines Taxons unter-
schiedliche Morphotypen auf, kann das bei mangelnder Kenntnis zu erhebli-
chen Problemen bei der korrekten Einordnung bestimmter Formen in die Sys-
tematik fiihren. Historische Beispiele wie die Auftrennung von Gametopyten
und Sporophyten von Batrachospermum in die zwei Gattungen Batrachosper-
mum und Chantransia (Err. 1980, Esser 1986) legen hiervon Zeugnis ab. Ins-
besondere bei Mikroalgen gestaltet sich die Beobachtung unterschiedlicher Sta-
dien im Entwicklungszyklus in situ als extrem schwierig, da de novo eine ein-
deutige Zuordung der verschiedenen Entwicklungsstadien zu einem Taxon in
der Regel unmoglich ist. Kulturversuche erlauben dagegen eine Abschitzung
der morphologischen Plastizitdt und die Unterscheidung verschiedener Mor-
photypen wihrend der Individualentwicklung, den Zellteilungszyklen und der
sexuellen Fortpflanzung bei Mikroalgen.

Im Hinblick auf die durchgefiihrten genetischen Analysen sind unterschiedli-
che Entwicklungstadien in den Kulturen ohne Relevanz. Da die Kulturen als
monoklonal angelegt werden, liegt innerhalb einer Kultur nur ein (diploider)
Satz Erbinformation vor. Dieser wird im Laufe der Kultivierung nur vervielfal-
tigt, eine Anderung findet nicht statt. Die Selbstinkompatibilitiit von vielen mo-
noklonalen Kieselalgenkulturen (Mann & Curepurnov 2004.) verhindert zudem,
dass durch Crossing-Over-Vorgéange bei der Meiose die beiden Chromosomen-
sitze der diploiden Nitzschia-Zellen vermischt wiirden.

Sollte eine Kultur nicht monoklonal vorliegen, sondern als Gemisch zweier
oder mehrerer Stimme lieBen sich bei der DNA-Sequenzierung mit der ver-
wendeten Methodik keine eindeutig lesbaren Sequenzen gewinnen, da sich die
Sequenzen der Stamme, die in der entsprechenden Kultur vorliegen, iiberla-
gern wiirden. Da in diese Arbeit nur morphologische Daten von Stimmen mit
eindeutig lesbaren Sequenzdaten iibernommen wurden, kann davon ausgegan-
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gen werden, dass keine Mischkulturen in die Auswertung eingeflossen sind und
die somit gemachten Aussagen beziiglich unterschiedlicher Entwicklungsstadi-
en fiir alle in dieser Arbeit dargestellten Staimme Giiltigkeit besitzen.

Wie beurteilen unterschiedliche Bearbeiter das gleiche Merkmal?

Fiir taxonomische und systematische Fragestellungen ist es auch von groBem
Interesse, wie Merkmale von unterschiedlichen Betrachtern bewertet werden.
Insbesondere Charakteristika, bei denen nicht das bloBe Vorhandensein oder
Fehlen, sondern die Auspriagung bzw. die AusmaBe wichtig fiir die Klassifizie-
rung sind, bereiten haufig Probleme, wenn sie nicht objektiv genau erfasst wer-
den. Was ein Autor beispielsweise als ,relativ lang“ bezeichnet, kann von einem
anderen Bearbeiter anders interpretiert werden und so zu Fehlbestimmungen
und Unklarheiten fiihren. Eine Vermessung von Merkmalen kann hier Proble-
me vermeiden, sofern sichergestellt ist, dass die MessgroBe ausreichend genau
definiert ist, um von unterschiedlichen Vermessern reproduzierbar, d.h. mit
nur kleinen Abweichungen gegeniiber anderen Bearbeitern vermessen zu wer-
den.

Bei molekularbiologischen Verfahren wie RFLP und AFLP kann es ebenfalls
Probleme durch unterschiedliche Bewertung der Daten geben. Als Ergebnis der
erwiahnten Analysen erhilt man zunichst ein Bandenmuster der beim jeweili-
gen Verfahren amplifizierten Fragmente (Vos, Hogers ET AL. 1995). Die Auswer-
tung dieser Bandenmuster bringt jedoch Probleme mit sich: Nicht alle Banden
sind gleich stark. Banden unterhalb einer gewissen Intensitidt werden unter
Umstidnden gar nicht detektiert, meist werden Banden unterhalb einer gewis-
sen Stiarke vom Auswerter diskriminiert. Auch unter den nahezu konstanten
Bedingungen wihrend der Gelelektrophorese konnen winzige Storungen im
Gel und andere kleine, technisch kaum auszuschlieBende Storquellen wie Tem-
peratur- oder Spannungsschwankungen unterschiedliche Laufgeschwindigkei-
ten der DNA-Fragmente im Gel bewirken. Deshalb fiihrt die Umformung des
Bandenmusters in eine weiter auswertbare Datenmatrix oft zu einer mangel-
haften Vergleichbarkeit der Ergebnisse zwischen verschiedenen Arbeitsgrup-
pen. In der vorliegenden Arbeit wurde als molekularbiologisches Werkzeug
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ausschliefllich die Sequenzierung einzelner DNA-Abschnitten verwendet. Da
hier als Ergebnis eine Abfolge von Basen des entsprechenden Abschnittes gelie-
fert wird, ist eine weitere Bewertung eines Merkmals nicht n6tig und somit die
Moglichkeit, dass zwei unterschiedliche Bearbeiter das gleiche Merkmal unter-
schiedlich beurteilen, nicht gegeben.

6.3 Anwendbarkeit der untersuchten Merkmale

Homologie

Inwieweit erfiillen die hier untersuchten Merkmale diese Kriterien? Wie bereits
im vorhergehenden Absatz diskutiert wurde, treten bei der Analyse von DNA-
Sequenzen viele der Probleme prinzipiell nicht auf, die bei der Bewertung von
Charakteristika eines Stammes Schwierigkeiten bereiten konnen. Schwieriger
als bei der Verwendung der DNA-Sequenzen stellt sich die Bewertung der mor-
phologischen Parameter hinsichtlich ihrer Verwendbarkeit fiir systematische
Analysen dar. Eines der wichtigsten Kriterien fiir die Verwendbarkeit eines
Merkmals ist Homologie. Bei Strukturen wie Areolen, Raphe oder Fibulae ist
mit hoher Wahrscheinlichkeit von homologen Strukturen auszugehen Sie ent-
sprechen mehreren Homologiekriterien von Remane. Fiir die untersuchten
Stamme sind die erwdhnten Charakteristika als Plesiomorphien zu bezeichnen.
Schwieriger ist die Beurteilung in Féllen, in denen das Fehlen einer Struktur
verbreitetet ist. Hier konnen drei Situationen vorliegen: Ein einfacher Verlust
einer ehemals plesiomorphen Struktur, der Neuerwerb einer Struktur bei ei-
nem Tochertaxon oder die Reduktion einer Struktur infolge der Ausbildung an-
derer neu erworbener Merkmale. Da ein einfacher Verlust einer Struktur leich-
ter erfolgt als die Auspragung einer neuen Struktur, kann im Falle eines einfa-
chen Verlustes nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden, dass der Verlust in-
folge einer Standortanpassung mehrfach unabhéngig voneinander erfolgte.
Fehlt ein Merkmal bei einigen Taxa dagegen deshalb, weil das Merkmal erst
spéter in der Evolution erworben wurde, ist es eher unwahrscheinlich, dass
sich das gleiche Merkmal mehrfach unabhingig voneinander entwickelte. Setzt
das Fehlen eines Merkmales die Bildung anderer Strukturen voraus, ist die
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Wahrscheinlichkeit ebenfalls geringer, dass der gleiche Entwicklungsschritt
mehrfach unabhéngig voneinander passierte. Problematisch fiir die Verwen-
dung eines Charakteristikums in der Systematik ist vor allem der erste Fall, in
dem ein plesiomorphes Merkmal nicht in allen Tochtertaxa ausgebildet ist.

Im Falle von zentralen Raphenenden und Zentralknoten ist davon auszugehen,
dass die Entwicklung der Raphe von zwei verlangerten Poren ausgegehend zu-
nichst in zwei Raphenaéste erfolgte (Mann, Cuepurnov & Iper 2003). Durch stabi-
lisierende Silikatspangen unter dem Raphenspalt (=Fibulae) wurden Zellen mit
stabiler Schale auch mit reduzierten und, weiter abgeleitet, ohne stabilisieren-
den Zentralknoten moglich. Man kann also von einem apomorphen Merkmal
sprechen. Eine Verwendung zur systematischen Einordnung ist somit moglich,
wenn auch der Wert im konkret vorliegendem Fall nur sehr eingeschriankt ist,
da sich bei keinem untersuchten Stamm auBer Stamm OSo02, der als einziger
nicht dem Nitzschia palea-Komplex zuzuordnen ist, Anzeichen fiir zentrale Ra-
phenenden respektive Zentralknoten finden.

Conopea sind bei keinem der untersuchten Stimme festgestellt worden. Die
Frage, inwieweit es sich bei einem Conopeum um eine Apomorphie oder eine
Symplesiomorphie handelt, kann hier nicht schliissig beantwortet werden. Oh-
nehin wire der Nutzen bezogen auf die untersuchten Staimme (unabhéngig von
groBeren Kontexten) wegen der Konstanz des Merkmals sehr gering. Gleiches
gilt fiir das Fehlen sigmoider Kriimmungen oder das Fehlen von Stacheln.

Die stark exzentrische Anordnung der Raphen bei den untersuchten Frusteln
dagegen stellt bezogen auf alle raphiden Diatomeen ein apomorphes Merkmal
vieler Nitzschien dar. Eine Verwendbarkeit fiir phylogenetische Anwendungen
ware somit prinzipiell gegeben. Fiir die in dieser Arbeit einbezogenen Algen ist
das Merkmal jedoch konstant. Eine Differenzierung der Stamme aufgrund der
Anordnung der Raphe ist in diesem Rahmen nicht méglich.

Die hohe Zahl konstanter morphologischer Merkmale bei den untersuchten
Stammen legt den Schluss nahe, dass diese sich phylogenetisch relativ nahe
stehen. Unter dieser Annahme wire die Vorrausetzung gegeben, GrofSen-
auspragungen von unterschiedlichen Strukturen und Zellformen als Merkmale
in eine phylogenetische Analyse ausreichend kleinen MaBstabes mit einzube-
ziehen.
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Merkmalskonstanz

Fiir die haufigsten in der Literatur verwandten Merkmale (z.B Hustepr 1928,
Krammer & Lance-Bertaror 1988) wurden vergleichende Untersuchungen durch-
gefiihrt, inwieweit die Merkmale individuell anders ausgepragt werden.

Die Freilanduntersuchungen, die im Rahmen der vorliegenden Studie in Zu-
sammenarbeit mit Czanperie (2003) durchgefiihrt wurden, zeigen einen schwa-
chen Zusammenhang zwischen der Breite von Kieselalgenzellen und der Nahr-
stoffversorgung im Gewésser. Zellen des eutrophen Waschsees waren insge-
samt kleiner als die aufgrund ihrer Morphologie als konspezifisch eingestuften
Zellen des gering nahrstoffbelasteten Herrensees. Speziell bei Zellen, die dem
N. palea-Formenkreis zugerechnet werden konnen, tritt in situ mit hoherer
Nihrstoffbelastung eine geringfiigig groBere Breite und eine etwas hohere
Dichte der Fibulae auf. Die Laborversuche zu Einfliissen der Nihrstoffversor-
gung auf die Zelldimensionen eines Stammes, der als Nitzschia palea var. de-
bilis Klassifiziert wurde, hingegen zeigen, dass sich nur in einem Konzentrati-
onsbereich von 10 bis 89 pg/l PO,-P die Liange der Frusteln mit zunehmender
Phosphatkonzentration geringfiigig verringert. Bei héheren Konzentrationen
vergroBert sich die Zelllange leicht bei zunehmender Phosphorversorgung. Im
gleichen Versuch wurde auch eine schwache positive Korrelation der Breite mit
der Phosphatkonzentration im Medium festgestellt. Die widerspriichlichen Er-
gebnisse der beiden Untersuchungen sind vermutlich darin begriindet, dass die
Proben aus dem Freiland einer Reihe synokologischer Einfliisse wie Beschaf-
fenheit des Sediments, Grazing, Konkurrenz, Stérungen etc. unterlagen, wah-
rend fiir die Untersuchung im Labor Stimme ohne den Einfluss anderer Orga-
nismen untersucht wurden bzw. werden sollten*.

Die in dieser Arbeit untersuchten Algenstimme wurden unter weitgehend glei-
chen Bedingungen kultiviert. Licht und Temperatur waren in der Klimakam-
mer fiir alle Algenkulturen annidhernd gleich. Die oben erwahnten Einfliisse im
Freiland waren in den Kulturen grundsitzlich ausgeschlossen. Die Verwendung
von Kulturmedien mit Standortwasser kann gewisse Unterschiede fiir die Algen

4  Bei genetischen Untersuchungen des verwendeten Stammes stellte sich im Nachhinein heraus, dass
neben den kaum vermeidbaren geringen Kontaminationen durch Bakterien auch ein Pilz in den
Kulturen enthalten war.
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bedeuten. Da zumindest die Konzentrationen der Makronahrstoffe im Stand-
ortwasser im Verhiltniss zu den zugesetzten Mengen im fertigen Medium sehr
gering sind, ist zu vermuten, dass der ohnehin geringe Einfluss der Nahrstoff-
versorgung auf die Morphologie weitgehend minimiert wird.

Es ist also wahrscheinlich, dass die hier untersuchten morphologischen Merk-
male bzw. Merkmalsunterschiede tatsichlich von genetischen Anlagen und
nicht von Standortunterschieden hervorgerufen wurden.

Durch die oben beschriebenen Untersuchungen konnte auch gezeigt werden,
dass die Nitzschia-Kulturen zumindest wihrend einer achtwochigen Kulturzeit
keine statistisch nachweisbare Schrumpfung erfahren. Die schon im Jahr 1942
isolierte Kultur aus Gottingen (Stamm KGo2 bzw. 1052-3a) zeigte dagegen An-
zeichen fiir eine Schrumpfung: Die Zellen dieses Stammes waren die kleinsten
der untersuchten Staimme. Der Stamm ist nach iiber 60 Jahren bzw. nach mehr
als ca. 7000 Zellgenerationen, die sich bei einer Zellteilung in drei Tagen erge-
ben, noch vital. Es ist daher davon auszugehen, dass dieser Stamm Mechanis-
men besitzt, der die teilungsbedingte Schrumpfung der Zellen teilweise kom-
pensiert, so dass eine zur Funktion ausreichende MindestgroBe der Zellen er-
halten bleibt. Ausgehend von diesen Befunden kann man schlieBen, dass die
Schrumpfung der Zellen bei Nitzschia iiblicherweise so gering ist, dass sie bei
regelmabBiger sexueller Fortpflanzung, wie sie in situ vermutlich stattfindet, kei-
nen deutlichen Einfluss auf die Morphologie ausiibt.

Wird auBlerdem die Autoinkompatibilitidt der Zellen in den monoklonalen Kul-
turen vorausgesetzt, kann abgesehen von individuellen Missbildungen fiir die
untersuchten Staimme von Merkmalskonstanz ausgegangen werden.

Reproduzierbarkeit und Objektivitat

Um eine Abschitzung der Reproduzierbarkeit geben zu konnen, wurden die
morphometrisch erfassten Merkmale in dieser Arbeit von verschiedenen, im
Umgang mit Diatomeen unterschiedlich erfahrenen Bearbeitern gemil den in
Punkt 4.4.4 gegebenen Definitionen an den gleichen Schalen vermessen und
die Messungen verglichen.
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Die Vermessung der am hiufigsten zum Bestimmung verwendeten Merkmale
Lange, Breite, das Verhiltnis von Léange zur Breite, die Dichte von Streifen und
Fibulae erwiesen sich in den unter Punkt 4.4.6 beschriebenen Versuchen als
sehr gut reproduzierbar. Als weitere GroBen sind Schalenumfang, Projektions-
fliche und Rundheit ebenfalls sehr gut und reproduzierbar erfassbar. In diesen
Fillen waren die Unterschiede zwischen den Ergebnissen verschiedener Bear-
beiter niedriger, als die der ,etablierten® MessgroBen Liange und Breite. Die
Vermessung von einzelnen Fibulae dagegen erwies sich als wenig vergleichbar.
Der Unterschied, der hier von der unterschiedlichen Auswahl der Fibulae ver-
ursacht wird, die an ein und derselben Schale von den verschiedenen Bearbei-
tern vermessen werden, ist zweifellos der Hauptgrund, dass die Messungen
dieses Parameters besonders stark divergieren. So wenig Wert daher Einzel-
messungen an Fibulae haben, so interessant konnen Vermessungen der Fibulae
sein, um deren RegelmiBigkeit als ein wichtiges Merkmal in der Bestimmungs-
literatur genauer zu bestimmen, als das mit den bisher iiblichen groben und
subjektiven Abschitzungen iiblich war.

Ein weiteres wichtiges Merkmal in der Bestimmungsliteratur ist die mehr oder
minder starke Auspragung der Zellenden als Kopfchen. Dieses Charakteristi-
kum konnte mit dem verwendeten Ansatz nicht reproduzierbar genug be-
stimmt werden. Die Messung einer ,Kopfchenbreite” und einer ,Isthmusbrei-
te“ an den unter Punkt 4.4.4.1 beschriebenen Stellen und die Verwendung des
Quotienten der beiden GroBen als quantifizierte Aussage iiber Auspriagung der
Kopfchen an den Zellpolen erwies sich als untauglich. An ein und der selben
Schale schwankte der aus Kopfchenbreite und Isthmusbreite errechnete Quoti-
ent je nach Bearbeiter zwischen 85 % und 124 %. Das Hauptproblem bei dieser
Messung ist die mangelnde Eindeutigkeit der Messpunkte wenn Képfchen und
Isthmus nicht extrem deutlich ausgeprigt sind. Mogliche Ansitze, um die Form
der Schalenpole genauer zu beschreiben, konnten Messungen der Zellbreite in
definierten Abstinden zum Schalenende, also beispielsweise eine Breitenmes-
sung in 1 um und 3 um Abstand zur Schalenende oder eine Bestimmung des
Kriimmungsradius des Zellendes sein. Letztere konnte mit einer Messung der
Breite im Abstand des zweifachen Radius vom Zellende kombiniert werden.
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Neben den quantifizierbaren Merkmalen gibt es noch eine Reihe nur qualitita-
tiv erfassbarer, fiir die Bestimmung relevanter Merkmale. Die Frage nach ge-
nauen, vom Bestimmer moglichst unabhéngigen Erfassung stellt sich bei der
Wabhl zwischen ,Merkmal vorhanden® oder ,Merkmal nicht vorhanden“ prinzi-
piell zunéchst nicht. Probleme bei der Beurteilung dieser Charakteristiken kon-
nen allerdings entstehen, wenn bestimmte Eigenschaften nur mit speziellen
Hilfsmitteln, wie dem Rasterelektronenmikroskop (REM) sicher angesprochen
werden konnen. Als ein sehr wichtiges Merkmal sei hier der Zentralknoten
bzw. dessen Fehlen angefiihrt. Wenpker & Geissier (1986) zeigen in vergleichen-
den Untersuchungen am REM, dass Zellen von Nitzschia gandersheimensis
lichtmikroskopisch zwar nicht von Nitzschia palea unterscheidbar sind, bei
N. gandersheimensis aber konstant ein Zentralknoten im REM festgestellt wer-
den kann, wihrend dieser bei N. palea stets fehlt.

DNA-Sequenzen

Basis der hier durchgefiihrten phylogenetischen Analyse bilden drei Abschnitte
der so genannten ribosomalen DNA bzw. rDNA. Diese gliedert sich bei den
meisten Eukaryonten in verschiedene Abschnitte (Graw 2006): Die nontrans-
cribed spacer
[NTS [DNA-repeat NTS ['DNA-repeat (NTS) sowie die
transcribierten
rDNA-repeats.

|ETs Jass |/ ||| \|285 |ETs J1ss |/ ||| \|285 Diese wiederum

ITST 58s ITS2 ITST 5.8s ITS2 Werden m dle

Abbildung 27: Schematische Darstellung der Bereiche der rDNA folgenden Berei-
che eingeteilt:

Den external

transcribed spacer (ETS), den Bereich, der die Informationen fiir die 18s-Un-
tereinheit der Ribosomen enthilt (SSU bzw. 18s), den internal transcribed
spacer 1 (ITS1), den Bereich, der die 5.8s-Untereinheit kodiert (5.8s), den inter-
nal transcribed spacer 2 (ITS2) und dem Bereich mit den Erbinformation fiir
die 28s-Untereinheit (LSU bzw. 28s). Die kodierenden Bereiche (in Abbildung
27 orange dargestellt) der ribosomalen DNA stellen fiir die Zelle essentielle In-
formationen dar, da ohne Ribosomen eine Zelle nicht lebensfihig ist. Folglich
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konnen Mutationen in diesen Bereichen rasch dazu fiihren, dass die mutierte
Zelle nicht mehr in der Lage ist, funktionierende Ribosomen herzustellen und
die Mutation somit letal ist. Die Wahrscheinlichkeit, dass also eine Mutation in
den der 28s-, 18s- oder 5.8s-Bereichen der r-DNA die Lebensfihigkeit einer
Zelle nicht beeintrichtigt, ist somit gering. Die entsprechenden DNA-Abschnit-
te sind somit sehr konservativ.

Im Gegensatz hierzu enthalten die transkribierten Spacer nach heutigem Wis-
senstand keine genetischen Informationen, sondern dienen durch Einnahme
einer bestimmten raumlichen Struktur der transkribierten RNA lediglich als
Faltungshilfe (Goertzen & Cannone 2003). Folglich konnen Mutationen, solange
eine ungefahre Bildung der sekundiren Strukturen der RNA noch erfolgen
kann, relativ frei stattfinden, ohne dass die Funktion der Zelle beeintrachtigt
wird. Die Spacer der rDNA sind somit sehr schwach konserviert.

Die starke Konservierung der kodierenden Abschnitte und die nahezu freie Mu-
tationsfahigkeit der Spacer hat zunichst einen sehr praktischen Aspekt. Die in-
ternen Spacer ITS1 und ITS2 sind von sehr konservativen DNA-Abschnitten
eingerahmt. Daher ist es relativ einfach, fiir die zu betrachtende Organismen-
gruppe universell verwendbare Primer, die eine wichtige Voraussetzung fiir die
PCR darstellen, zu finden. Aus evolutiver Sicht ergibt sich aus der unterschied-
lichen Konservativitiat der verschiedenen rDNA-Abschnitte, dass sich die weni-
ger konservativen Bereiche eignen, evolutiondre Prozesse in einem kleinen
MaBstab zu untersuchen, wahrend die konservativen Bereiche eine Untersu-
chungen in groBeren MaBstdben ermdglichen. Diese Tatsache erdffnet auch die
Moglichkeit eines umfangreichen Vergleichs mit mutmaBlich verwandtschaft-
lich weiter entfernten Taxa. Fiir den hier untersuchten, die SSU der Ribosomen
kodierenden DNA-Abschnitt wurde diese Moglichkeit mit den zum Zeitpunkt
der Analyse in GenBlast verfiigbaren SSU-Sequenzen von Nitzschia ausgiebig
genutzt.

Als Ergebnis dieser Analyse groberer Auflosung finden sich alle Stimme, die
dem Nitzschia palea-Sippenkomplex zugeordnet wurden, in einem Monophy-
lum. Die weitere Auftrennung dieses Monophylums ist statistisch nur schlecht
gesichert.
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Im Gegensatz zur den Sequenzen der SSU-Abschnitte sind die Sequenzen der
ITS1 und ITS2 Bereiche bei mutmaBlich verwandtschaftlich weiter entfernten
Taxa derart unterschiedlich, dass ein Alignment der diversen Sequenzen mit
herkommlichen Methoden® meist unmdglich ist. Daher ist eine Verwendung
von Sequenzen aus Datenbanken ungleich schwieriger. Andererseits liefern die
ITS-Sequenzen wertvolle Daten iiber die Verwandtschaftsverhiltnisse sich na-
hestehender Taxa.

Die Ergebnisse aller ITS-Sequenzen zeigen dem zu Folge auch Aufgliederung
der Stimme des Nitzschia-palea-Komplexes in drei Gruppen, wobei diese je
nach Analyse unterschiedlich weiter aufgeteilt werden. Hier offenbaren sich
auch die Unterschiede zwischen den Dendrogrammen, die mit verschiedenen
Algorithmen errechnet wurden. Die Stammbaume, die auf Parsimony-Kriterien
beruhen, stellen die gefundene Diversitiat der Merkmale so dar, wie dies mit der
geringst moglichen Zahl von Mutationen erklarbar ist®. Die so errechneten Phy-
logramme stellen somit die Losung mit den ,sparsamsten“ (= most parsimo-
nious) Asten bzw. Knoten dar.

Die Algorithmen, die nach Distance-Kriterien arbeiten, errechnen dagegen eine
statistische Ahnlichkeit zwischen den Taxa und stellen darauf basierend in den
Dendrogrammen jeweils die nichst verwandten Taxa zueinander. Somit erkla-
ren sich gewisse Unterschiede in den auf gleichen Daten basierenden Dendro-
grammen.

In der aktuellen taxonomischen Diskussion stoBen Algorithmen, die nur auf
numerischer Distanz zwischen Taxa bzw. deren Merkmalsausprigungen basie-
ren, auf wenig Akzeptanz. Grund fiir diese Ablehnung ist das Fehlen eines evo-
lutionstheoritischen Hintergrundes (vgl. Prar~ick 1977, Soser 1988). Es kann ar-
gumentiert werden, dass daher diese Verfahren nicht geeignet seien, die

5 Nach GoEertzen & CANNONE (2003) ist ein Alingment entfernter Taxa iiber die Funktion der
Sequenzabschnitte bei der Faltung der ITS-RNA moglich. Wegen der Unsicherheit, inwieweit hier tatsachlich
homologe Basen im Alingment und spéter in der phylogenetischen Analyse miteinander verglichen werden,
wurde hier auf eine Anwendung dieser Methode verzichtet.

6 In der Praxis verwenden die meisten Algorithmen Zufallsfunktionen, wodurch es sich korrekt um
eine Niaherung an die mathematisch genaue Losung handelt.
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Grundlagen fiir eine natiirliche Systematik zu liefern, also eine Systematik auf
Basis der durch Evolution entstandenen Verwandtschaftsverhaltnisse zwischen
Taxa und Gruppen von Taxa.

Dieser Argumentation folgend wurde in dieser Arbeit auch darauf verzichtet,
die Daten der Distance-basierten Algorithmen in den zusammenfassenden ,,Su-
pertrees” zu verwerten. Die in Absatz 5.1.3.4 wiedergegebenen Supertrees kon-
nen somit als Konsensus der evolutionstheoretisch begriindeten Ergebnisse der
genetischen Analysen angesehen werden. Durch die Zusammenfassung der
ITS1-, ITS2- und SSU-Daten liefern die Supertrees Aussagen iiber verschiedene
Betrachtungsebenen hinweg.

Die im o.g. Absatz dargestellten Supertrees stellen den Konsensus aus einer
groBen Anzahl von den Dendrogrammen dar. Die Vielzahl an gleichermafen
»most parsiomious” Dendrogrammen ergibt sich nur zum Teil aus ,echten® Un-
terschieden zwischen den Baumdiagrammen infolge von widerspriichlichen
Zuordnungen von Stimmen. Wesentlich haufiger werden in diversen ,,most pa-
simonious trees“ verschiedene Gruppen von Stimmen mal feiner, mal weniger
fein aufgelost. Bildet man, wie in Abbildung 24 dargestellt, einen ,strict con-
sensus“ aus diesen unterschiedlich fein aufgegliederten Dendrogrammen, so
wird im resultierenden Konsensus-Dendrogramm nur die Verzweigungen dar-
gestellt, die in allen Dendrogrammen stets gleich waren. Dem gegentiiber stellt
ein Adams-Konsensus alle Verzweigungen dar, zu denen es keinen Wider-
spruch in allen ,most parsiomious trees“ gab. Lige den Dendrogrammen eine
Merkmalsmatrix zu Grunde, die auf echten Merkmalskombinationen der inklu-
dierten Staimme beruhte, wiren die im Strict-Konsensus dargestellten Bezie-
hungen gegeniiber denen des Adams-Konsensus als besser gesichert zu be-
trachten. Die Merkmalsmatrix, die den Supertrees zu Grunde liegt, wird jedoch
synthetisch aus den zusammenzufassenden Biaumen errechnet. Bedingt durch
die Methode zur Erstellung der Merkmalsmatrix, in der die Zugehorigkeit eines
Stammes zu einem Ast bzw. Unterast im Dendrogramm als Merkmal dient, fin-
det hier eine kiinstliche Gewichtung statt, in der die Daten aus reich verzweig-
ten, umfangreichen Baumdiagrammen stérker gewichtet werden. Daher ist im
Falle der Supertrees nicht von besser gesicherten Daten des Strict-Konsensus
gegeniiber dem Adams-Konsensus auszugehen. Das Adams-Konsensus-Dia-
gramm in Abbildung 25 spiegelt die wesentlichen Befunde der einzelnen DNA-
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Sequenzanalysen wider. Alle Staimme die aufgrund von morphologischen Cha-
rakteristika dem Nitschia palea-Sippenkomplex zugeordnet wurden, gruppie-
ren sich in einem Monophylum zusammen. Dies trifft sowohl auf eigene Stim-
me als auch auf Stimme zu, deren DNA-Sequenzen aus Datenbanken zitiert
wurden. Innerhalb dieses Astes lassen sich neben einigen nicht ndher zuzuord-
nenden Stimmen wieder drei groBere Gruppen feststellen, die zum Teil weiter
aufgeschliisselt sind.

Es lasst sich also aus allen untersuchten Sequenzdaten schliessen, dass der Sip-
penkomplex um Nitzschia palea nicht nur morphologisch, sondern auch gene-
tisch gegeniiber den anderen, in die Untersuchung eingeflossenen Nitzschia-
Taxa abgrenzen ldsst. Weiter zeigen alle Ergebnisse der Sequenzanalysen, dass
es innerhalb des Komplexes drei groBere gut gesicherte Gruppen mit zum Teil
ebenfalls gut gesicherten Untergruppen gibt.

6.4 Vergleich der morphologischen Merkmale mit den
Ergebnissen der DNA-Analysen

Um den angestrebten Vergleich der Ergebnisse der DNA-Analyse mit den Da-
ten der mophologischen Untersuchungen leisten zu konnen, war in der An-
fangsphase dieser Arbeit angedacht worden, die erfassten morphologischen Pa-
rameter der einzelnen Staimme, dhnlich den Datenmatrizes mit DNA-Sequen-
zen, in einer Datenmatrix zu erfassen und mit den gleichen Werkzeugen zu
analysieren. Fiir Merkmale, die sich nominell erfassen lassen, d.h. deren Aus-
pragung in distinkten Kategorien erfolgt (auch ,,vorhanden“ bzw. ,nicht vor-
handen®) stellt dieses Vorgehen prinzipiell kein Problem dar. Teilweise wurden
die Methoden sogar fiir derartigen Datensitze entwickelt und erst spater fiir
molekularbiologische Daten angewendet. Merkmale, die metrisch erfasst wer-
den, eignen sich dagegen nicht fiir eine direkte Verwendung in derartigen Da-
tenmatrizes, da die Algorithmen, die in der Phylogenie verwendet werden, im
allgemeinen nur mit diskreten ,character states“ aber nicht mit metrischen,
also potentiell ein Kontinuum bildenden Daten arbeiten konnen. Im Falle des
Vorliegens von metrischen Daten miissen diese erst in Kategorien umgewan-
delt werden. In dieser Arbeit wurde sehr bald davon Abstand genommen, die
morphologischen Charakteristika auf die beschriebene Art auszuwerten. Ein
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Grund hierfiir ist, dass bei den untersuchten Stimmen des Nitzschia palea-
Komplexes die meisten der in der Gattung Nitzschia ohnehin relativ wenigen
Merkmale konstant und damit fiir eine phylogenetische Analyse innerhalb die-
ses Komplexes ungeeignet sind. Bei den metrischen Eigenschaften der Stimme
zeichnete sich sehr bald ab, dass diese Messgrof3en haufig eine mehr oder min-
der konjunkte Morphokline beschreiben. Eine Klassifizierung in disjunkte Ka-
tegorien wire somit rein willkiirlich und somit aus wissenschaftlicher Sicht ab-
zulehnen gewesen.

Eine Untersuchung der morphometrischen Daten mit ,klassischen“ Methoden
der Statistik wie ANOVA oder T-Test auf signifikante Unterschiede zwischen
den Gruppen stellt stets ein Vergleich der Mittelwerte dar. Die Aussage, dass
sich zwei Gruppen z.B. hinsichtlich ihrer Liange signifikant unterscheiden,
driickt also aus, das die Zellen der ersten Gruppen im Mittel mit einer Irrtum-
wahrscheinlichkeit von weniger als 5 % langer bzw. kiirzer sind als die der zwei-
ten Gruppe. Fiir die Unterscheidung der Gruppen ist diese Aussage aber un-
brauchbar, da man in der Regel nicht den Mittelwert einer gesamten Populati-
on bei der Bestimmung zur Verfiigung hat, sondern einige Einzelexemplare.
Fiir die Eignung eines Merkmals zur Differenzierung zwischen Taxa ist es von
viel groBerem Interesse, ob es hinsichtlich des Merkmals Uberschneidungen
zwischen den beiden Gruppen gibt. Sind diese Uberschneidungen nur die Aus-
nahme, kann das untersuchte Merkmal als Differenzialmerkmal Verwendung
finden. Treten Uberschneidungen jedoch regelmiBig auf, ist das untersuchte
Merkmal zur Unterscheidung zweier Taxa nicht geeignet.

Von den an dieser Stelle untersuchten morphometrischen Daten eignen sich
das Verhiltnis von Zelllinge zur Zellbreite sowie die Streifen-, Fibulae- und
Areolendichte zur Unterscheidung zwischen Stamm OS02 und den tibrigen un-
tersuchten Stimmen, da dieser als einziger Stamm dieser Untersuchung nicht
dem Nitzschia palea-Komplex zugordnet ist. Innerhalb des Nitzschia palea-
Komplexes sind nur die Gruppen 1.2 und 2.1 aufgrund von Lange, Breite, dem
Verhaltnis von Lange zur Breite und der Projektionsfliche der Zellen scheinbar
unterscheidbar. Da aber von beiden erwdhnten Gruppen nur sehr wenige Frus-
teln vermessen werden konnten, ist nicht mit Sicherheit festzustellen, ob es
sich hier um einen ,echten“ Unterschied handelt, oder ob nur die natiirliche
Variabilitat aufgrund der zu geringen Zahl untersuchter Schalen unzureichend
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erfasst wurde. Somit konnte bei keinem der untersuchten metrischen Merkma-
le eine Eignung als Differenzialmerkmal innerhalb des Nitzschia palea-Kom-
plexes nachgewiesen werden. Dieses Resultat deckt sich mit den Beobachtun-
gen von Bonik & Lance-Berraror (1978). Den Autoren stand hierbei zum Zeit-
punkt der Untersuchung jedoch keine molekularbiologische Diagnostik zur
Verfiigung. Ein Vergleich, inwieweit die damals untersuchten Stimme mit de-
nen aktueller Untersuchungen dhnlich oder konspezifisch sind, ist daher nicht
moglich.

6.5 Anwendung der Artkonzepte auf die Ergebnisse

Raphide Kieselalgen verhalten sich iiber viele Zellgenerationen hinweg wie
Agamotaxa, d.h. die Vermehrung findet nur durch mitotische Zellteilungen
statt. Ein Austausch von Erbinformation durch Karyogamie tritt nur sehr spo-
radisch auf. Dies fiihrt zu Problemen, da die sexuellen Vorgidnge nur sehr selten
beobachtet werden konnen und es von daher extrem schwierig ist, gesicherte
Aussagen iiber (potentielle) sexuelle Kompatibilitdt oder sexuelle Isolation zu
treffen. Eine direkte Anwendung der Artkonzepte nach Mayr oder HenniG ist
also zunichst nicht moglich.

Ein regelmifBig stattfindender sexueller Austausch bewirkt aber andererseits
eine gewisse Ahnlichkeit der Erbinformation. Bei sexuell isolierten Populatio-
nen dagegen wird sich eine groBere Divergenz der Erbinformation einstellen.
Findet sich also eine Individuengruppe mit untereinander sehr dhnlichem ge-
netischen Material, die sich gegeniiber anderen Individuengruppen &hnlichen
genetischen Materials deutlich unterscheidet, ist dies ein deutlicher Hinweis,
dass zwei genetisch bzw. sexuell isolierte Taxa vorliegen (BeHNKE, FRIEDL ET AL.
2004; CasteLEYN, Evans Er.AL 2009). In einem solchen Fall kann man also bei
Anwendung der o.g. Artkonzepte von zwei Arten sprechen (Amaro, Kooistra ET
AL. 2007).

Aufgrund der DNA-Sequenzen der untersuchten Stimme lassen sich innerhalb
der Stamme drei groBere (bzw. vier — den auBerhalb des Nitzschia palea-Kom-
plexes anzusiedelnden Stamm OSo02 eingeschlossen) Gruppen unterscheiden,
die die obigen Anspriiche erfiillen. Es gibt also Hinweise darauf, dass eine sexu-
elle Isolation zwischen den Gruppen vorliegt und somit von mehr als einer Art
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im Sinne von Hennic (1950) oder Mavr (1999) ausgegangen werden muss. In-
nerhalb der Gruppen gibt es jedoch weitere Untergruppen, die jeweils gewisse
genetische Abweichungen zeigen. Inwieweit diese Divergenzen nur Mutationen
innerhalb der uniparentalen Fortpflanzungslinien oder Folgen von sexueller
Isolation sind, ist aufgrund der vorliegenden Daten nicht objektiv feststellbar.

Morphologische Merkmale sind fiir die Einteilung in Arten im Sinne von Mayr
oder Hennic nicht von Relevanz, solange sie nicht zur sexuellen Inkompatibili-
tat fiihren. Eine entsprechende Bedeutung ist fiir alle hier behandelten Charak-
teristika unwahrscheinlich. Nach heutigem Wissenstand kann allerdings zu
keiner der untersuchten Strukturen eine gesicherte Aussage dariiber gemacht
werden, inwieweit diese fiir den Vorgang der Karyogamie und somit fiir die se-
xuelle Kompatibilitat von Bedeutung sind. Solange es keine tiefergehenden Er-
kenntnisse iiber die Funktion der Strukturen bei sexuellen Vorgingen gibt,
miissen diese bei Artkonzepten, die auf Fortpflanzungsgemeinschaften basie-
ren, unberiicksichtigt bleiben. Im Gegensatz zu genetischen Merkmalen werden
in diesen Artkonzepten nur phaenetische Merkmale ,zugelassen®, um biolo-
gisch, d.h. mit sexueller Kompatibilitit begriindete Spezies in der Praxis unter-
scheiden zu kénnen. Wie in zahlreichen Untersuchungen (z.B. Kooistra, SARNO
ET AL. 2004) festgestellt wurde, sind haufig Populationen, die miteinander im
(raumlichen) Kontakt stehen, sexuell inkompatibel. Sie stellen also Arten sensu
Mavr bzw. Hennig dar, die sich aber morphologisch nicht unterscheiden. Es
wird in einem solchen Fall von kryptischen Arten gesprochen

Da sich auch unter den morphologischen Merkmalen, die in dieser Arbeit un-
tersucht wurden, keine Differenzialmerkmale zur Unterscheidung der geneti-
schen Gruppen fanden, sind diese ebenfalls als kryptische Arten anzusprechen.

Der Definition von Misuier & Tuerior (2000) folgend ergeben sich nach den
phylogenetischen Analysen der unterschiedlichen DNA-Sequenzen unter-
schiedliche Einteilungen in Arten. Die Parsimony-Analyse’ der ITS 2-Region
(Abbildung 17) zeigt eine eindeutige Aufspaltung in vier, jeweils nicht weiter
unterteilbare Monophyla. Es kann diesem Ergebnis zufolge von vier Arten ge-
sprochen werden, wobei sich die Stamme des Nitzschia palea-Komplexes in

7  Die Ergebnisse der Distance-Analysen bleiben fiir die Anwendung der phylogenetischen
Artkonzepte unberiicksichtigt, da diese auf Algorithmen der ,numerischen Kladistik“ beruhen, die
in modernen phylogenetischen Diskussionen meist abgelehnt wird.
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drei gut gesicherte Arten einteilen lassen. Im Vergleich dazu werden in der Par-
simony-Analyse der ITS 1-Regionen (Abbildung 15) im wesentlichen dhnliche
Gruppen eingeteilt, jedoch werden diese weiter untergliedert. Geht man vom
geringst umfassenden Taxon in der Klassifikation aus, in das Organismen auf-
grund von Anzeichen fiir Monophylie gruppiert werden, so konnen einige der
untersuchten Stimme als eigene Spezies aufgefasst werden. Beispielsweise
wird in der hellblau dargestellten Gruppe in Abbildung 15 Stamm SGo1 von
den iibrigen Stimmen der Gruppe (OA11, OWo01, OA0o5 und OWo05) schwach
abgetrennt, wodurch SGo1 als separate Art aufgefasst werden muss. In der dar-
iiber dargestellten blassviolett hinterlegten Gruppe konnten alle Stamme in
eine Art zusammengefasst werden. Die am wenigsten umfassende Gruppe in-
nerhalb dieses Monophylums waren aber lediglich die Stamme OHos und
OAo02, woraus resultieren wiirde, dass alle librigen Stimme des Monophylums
als einzelne Arten aufgefasst werden miissten. Die schlechte Absicherung der
Abtrennung der blassviolett hinterlegten Stimme gegeniiber dem Rest offen-
bart ein weiteres Dilemma: Die Grenze, ab der in einem Phylogramm Stimme
in eine nicht aufgeloste Gruppe zusammengefasst oder in Untergruppen aufge-
teilt werden, ist willkiirlich. Im vorliegenden Fall wurde die Grenze gemaf3 den
Standardeinstellungen der Software bei einem Bootstrapwert von > 50 % ge-
setzt. Das heiBt im Umkehrschluss, dass bei bis zu 50 % der Bootstrapreplikate
die jeweilige Gruppierung anders aufgelost sein kann, ohne dass sich dieses
sichtbar auf das Ergebnis auswirkt. Im Beispiel der SSU-Sequenzen (Abbildung
19) wirkt sich diese willkiirliche Begrenzung besonders deutlich aus: Legt man
den Bootstrapwert, unter dem Gruppen nicht als solche dargestellt werden mit
50 % fest, so wird der Nitzschia palea-Komplex in 17 Arten aufgespalten, legt
man den Bootstrapwert mit 70 % fest, wird der gesamte Komplex als eine Art
dargestellt.

Zur Problematik der methodisch bedingten Artefakte in phylogenetischen Ana-
lysen duBern sich Prarnick & WrEELER (2000) in den Erlauterungen zu ihrem re-
lativ ahnlichen Artkonzept. Sie stellen die Forderung auf, dass sich die Ergeb-
nisse, die zur Artabgrenzung genutzt werden, mit verschiedenen Datensitzen
reproduzieren lassen miissen. Auf diese Weise wird auch vermieden, dass
durch ungeeignete Merkmalskombinationen fehlerhafte Zuordnungen entste-
hen. Bezogen auf die hier vorliegenden Resultate heifit das in der Konsequenz,
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dass die in allen durchgefiihrten Analysen gefundenene monophyletische Zu-
sammengruppierung der Stimme, die morphologisch dem Nitzschia pa-
lea-Komplex zugeordnet wurden, gegeniiber den anderen Stammen und Se-
quenzdaten aus den Sequenzdatenbanken fiir das Konzept von Prarnick &
WhreeLER (2000) von Relevanz sind. Die Aufteilung des Komplexes um Nitz-
schia palea in drei groBere Aste findet sich in allen Dendrogrammen der ITS-
Sequenzen (Abbildungen 15, 16, 17 und 18) wieder. Zunéchst konnte hier also
von drei Arten sensu Prartnick & WHEeELER (2000) gesprochen werden. Jedoch
bestitigt die Analyse der SSU-Sequenzen (Abbildungen 19 und 20) diese Auf-
teilung nicht. Hier werden bis auf SGo1, NPAL6 und SUO1 in einer Untergrup-
pe und OA09 sowie OA11 in einer zweiten Untergruppe alle Stimme des Nitz-
schia palea-Komplexes in eine nicht weiter aufgeloste Gruppe zusammenge-
fasst. Da die genetische Information der SSU als codierender Bereich mit es-
sentiellen Funktionen fiir die Zelle wesentlich konservativer ist als die ITS-Be-
reiche, ist denkbar, dass die drei ,,ITS-Gruppen“ aufgrund ihrer relativen Nihe
zueinander nicht separiert werden kénnen. Ein Widerspruch zu den Ergebnis-
sen der ITS-Sequenzanalysen stellt die fehlende Auflosung der SSU-Analyse
also nicht unbedingt dar. Vergleicht man die morphologischen Daten der Stam-
me mit den gefundenen ,ITS-Gruppen®, finden sich bis auf die Fibulae- Strei-
fen- und Punktdichte und der Ausbildung zentraler Raphenenden bei Stamm
0So2 keinerlei morphologische Charakteristika, anhand derer eine Unterschei-
dung dieser Arten moglich wire. Die Messwerte zu den morphologischen Para-
metern der {ibrigen hier untersuchten Stimme stellen vielmehr mehr oder we-
niger ausgepragte Kontinua dar. Dieses wiederum bestitigt eher den Befund
der SSU-Sequenzanalyse, nach der die dem Nitzschia palea-Komplex zugeord-
neten Stimme in eine Art sensu WrEeELER & PratNick (2000) zusammengefasst
wiirden. Fiir eine nicht willkiirliche Einteilung in Arten wiren diesem Konzept
zufolge weitere Analysen zur Erzeugung weiterer Datensétze noétig, die dann
entweder die Zusammenfassung in eine Art ,Nitzschia palea“ oder die Auftei-
lung in (mindestens) drei Arten bestétigen bzw. ausschliefen.

Das evolutiondre Artkonzept von Waiey (2000) offenbart bei einer Anwen-
dung auf die vorliegenden Daten deutliche Probleme. Das Bewahren einer eige-
nen Identitdt gegeniiber anderen Abstammungslinien ist im Grundsitzlichen
der sexuellen Kompatibilitidt, wie Mayr (2000) oder HenniG (1950) sie zur Defi-
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nition der Art verwenden, sehr dhnlich. Folglich gilt, was fiir die Anwendung
der Artkonzepte von Mavr oder Hennic bereits diskutiert wurde. Wodurch sind
aber ,eigene evolutive Tendenzen” definiert? Reicht die Aussage iiber Anderun-
gen im Genom aus, um eine ,eigene evolutive Tendenz” festzustellen, oder ist
die Beobachtung von speziellen physiologischen oder morphologischen Eigen-
schaften notig, die eine Tendenz zu eigenen Anpassungen an Umweltbedingun-
gen bewirken? Im ersten Fall konnen fiir alle genetisch unterschiedlichen
Gruppen dieser Arbeit eigene evolutive Tendenzen festgestellt werden. Im Falle
notiger Aussagen liber eigene Anpassungstendenzen an Umweltparameter sind
die in dieser Arbeit erhobenen Daten fiir eine Anwendung des evolutiondren
Artkonzepts nach WauiLey (2000) unzureichend. Beweise fiir eine eigene Ge-
schichte einer Abstammungslinie lassen sich direkt nur iiber Reihen von fossi-
len bzw. historischen, konservierten Exemplaren finden, die die Evolution ei-
ner Abstammungslinie reflektieren — fiir die meisten Abstammungslinien eine
utopische Forderung. Wenn, wie bei den behandelten Stammen aus dem Nitz-
schia palea-Komplex, sexuelle Isolation gegeniiber anderen Abstammungslini-
en sich nicht in morphologisch feststellbaren Unterschieden manifestiert, ist
ein Beweis einer eigenen Historie einer Abstammungslinie in direkter Form
unmoglich, da zum fossilen oder subfossilen Material nur in sehr seltenen Aus-
nahmefallen Aussagen iiber Genom oder Physiologie getroffen werden konnen.
Eine Verwendung der Aste eines Dendrogramms als Hinweis auf eine eigenen
Geschichte ist extrem problematisch, da es sich dabei nicht zwangslaufig um
das Abbild der Evolution von Abstammungslinien handelt. Vielmehr stellen die
Aste eines Dendrogrammes ein theoretisches Konstrukt dar, welches insbeson-
dere bei Methoden der numerischen Kladistik vom MaBstab der Betrachtung
und den zugrunde liegenden Daten abhéngt.

6.6 Schlussfolgerungen fiir die Taxonomie

Die Auftrennung des Sippenkomplexes um Nitzschia palea in mindestens drei
Arten, wie sie nach mehreren Artkonzepten gerechtfertigt scheint, wirft ein ta-
xonomisches Problem auf: Welche der Arten ist die ,echte” Nitzschia palea?
Der Typus der Art stellt ein Glithpraparat dar, das zwischen zwei Glimmerplatt-
chen eingebettet ist (TroBaso 2004) Bedingt durch diese Praparation ist davon
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auszugehen, dass im Typus keinerlei verwertbare DNA vorhanden sein wird.
Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass eine Entscheidung, welche der
drei Arten dem Taxon entspricht, das der Erstbeschreibung zugrunde liegt, auf-
grund von morphologischen Eigenschaften nicht objektiv moglich ist. Zusatz-
lich stellt sich die Frage, ob iiberhaupt eine der im Rahmen der vorliegenden
Arbeit untersuchten Formen dquivalent zum Typus ist. Das gleiche Problem be-
steht auch bei der Benennung der iibrigen Arten im Sippenkomplex. Hier
miisste anhand genetischer Analysen gepriift werden, ob eine hier also solche
bezeichneten Arten dem Typus eines als Synonym zu N. palea eingestuften Ta-
xon entspricht, bzw. dem Typus eines anderen Taxons. Dieses Vorgehen ist je-
doch im gleichen MaBe unmdéglich, wie die Feststellung, was denn die ,echte”
N. palea ist. Die einzige legitime Losung dieser Probleme wire die Festlegung
von Neotypen, die zusétzlich auch genetisch charakterisiert sind.

Fiir die ,,Praxis”, also beispielsweise die Anwendung in Bioindikationsystemen,
bleibt eine derartige Aufgliederung solange unpraktikabel, wie molekularbiolo-
gische Verfahren zur Bestimmung der Taxa in einer Probe gegeniiber mikro-
skopischen Verfahren zu aufwiandig, zu zeitintensiv und zu teuer sind.
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Anhang

Anhang

DNA-Sequenzen eigener Stamme

Stamm KG02

SSU

1-
51-
101-
151-
201-
251-
301-
351-
401-
451-
501-
551-
601-
651-
701-
751-
801-
851-
901-

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950

UTY PUUTE RN U R FUUTY EUUTY DUUTY R B
GIGEAACCTG TGTGCATTA GSTTGTOGTG CAGRAGATAC COATCATTTA

CITGIGAAAAA ATTAGAGIGT TCAAAGCAGS CTTATGOGGT TGAATATATT
AGCATGGAAT AATAAGATAG GACCTTGGTA CTATTTTGIT GGITTGI3CA
QCAAGGTAAT GATTAATAGG GACAGTTG35 GGTATTAGTA TTGCATTGIC
AGAGGTGAAA TTCTTGAATT TCTGEAAGAC GAACTACTGC GAAAGCATTT
ACCAAGGATG TTTTCATTAA TCAAGAACGA AAGITAGE35 ATGGAAGATG
ATTAGATACC ATGGTAGICT TAAGCCATAAA CTATGOOGAC AAGEATTGS
G3CAGICIAG TTTTGICTAC GICAGCACCT TATGAGAAAT CACAAGICTT
TG3ETAOE5 G33EAGTATG GIG3CAAGEC TGAAACTTAA AGAAATTGAC
GGAAGEECAC CACCAGGAGTT GGACOCTAOG QCTTAATTTG ACTCAACACG
GGAAMACTTA CCAGGTACAG ACATAGIGAG GATTGACAGA TTGAGARCTC
------------ ATE3EIEG TEEIACATGE QG TCT T-- - --------T
GATTTGICIG GITAATTGOG TTAACGAAGG AGACOOCTGC CTGCTAAATA
GCTTGOCGAG TGPATTTTCA CTG3ETGAAG CTTCTTAGAG GGAGGIGCAT
TCTATTAGAT GCAGGAAGAT AGGEE3CAATA ACAGGTCIGT GATGOXCTTA
GATGITCIGS G3O3CA033G AXCTACACTG ATACATTCAA CGAGITCTITC
CITG300GAG AG33CTG33C AATCITTTGA ACGTGCATGSG TGATAGEEAT
AGATTATTGC AATTATTAAT CTTGAACGAG GPATTACTAG TAAAGECAGA
TCATCAATCT GCATTGATTA GGIGCCTAC CITTGIACAC ACO3333GIC
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Anhang

951-1000  GOAGCTACOG ATTGMATGET GOGGTGAAGC CTGBEGATTG TGGIGMTTT
1001-1050  CCTTTACIGG GAGITCATTG CGAGMACTTG TCTAMCCTT ATCATTTAGA
1051-1100  GGAAGGTGAA GIGGTAACAA GGTTTAOGTA GETGAMOCTG CAGMG
Stamm LG09
ITS1

Y DTN RN U IR DN B DY U B
1- 50  ACCTG3ZA GGATCATTAC CACACCTCIT QOG30GIGIG TAATCAGIG
51- 100  TGOCTG33CA TGCTGROE0C GOOBICAGAA AACAATAGM GGTGMAGIGT

101- 150  CACTGOGGAT QCAACTATTG QGIGOCAGGT AACCAMAQCT AAATTTGIGS

151- 200  TGITQCTQ3G AATGOQCATC TTTATTAATN ACATTTCAMA TGITGAOCTG

201- 250  ATCTTAATTT TCAATAATTG GIGAGIGIGI TTACTCAGGC AACOCATCAA

251- 300  AATTAATGMA AMACACTTT CAGCAQSGAT GICTTGG
ITS 2

AU [P IR (PR IR (P I (U IRV B
1- 50  GATTTTGAAC GCACATTGIG CTTTCESGIT TTAOOGATAG CATGCTTGIC
51- 100  TGAGIGICTG TGAAGOOCAC TCAGCATTCT GITGSTARGT TOUAMCNGA

101- 150  TACACGEGAT AGCTGEACTN TGSTGGIGIC QOBIOGAACC ACGGTAGIGS

151- 200  ATCTQCACTT GAATGIGMG GACAACAGAT CAATGGAGGT GITACOCTCT

201- 250  CAATGITGEC TGOAACAAAC AAGTGITGOG CTAGCATGAG ACCTAQGICT

251- 300  ATCTQOGGTA GIAACTTC
Stamm LG11
ITS1
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Anhang

1- 50  TTGECTGOAA CAMACAAGIG TTGOGCTAQC ATGAGACCTA GGICTATCIC
51- 100  CGGTAGIAAC TTONGANGIG TNACTGIGGA TCOAACTATT GOGTAOCAGG
101- 150  TAACCAAAN TAMATTTGIG GTGITACTGG GAATGOOCAT NTTTATTAAT
151- 200  AACATNTTCA AATGCTGACC TGATCITAAT TTTCAATAAT TGEIGAGNTG
201- 250  TGITTACTCA CGCAACOCAT CAMATTAAT GAMAAACAC TTTCAGCAAC
251- 300  GGATGICITG G
Stamm OA02

SSU 1. Fragment

1- 50
51- 100
101- 150
151- 200
201- 250
251- 300
301- 350
351- 400
401- 450
451- 500
501- 550
551- 600
601- 650

U FUUTY EUUTE RN N DU EUURY DUDEY ERUUON BO
TOGIGIOEGT GITTGCTARC GIAZIATAC TTGIETGAA CCTGIGTGES

CATTAGGITG TOOGIGCAGE GGATGOOCAT CATTTACTGT GAAAAAATTA
GAGIGITCAA AGCAGECTTA TGOOGTTGAA TATATTAGCA TGGAATAATA
AGATAGGACC TTGGTACTAT TTTGITGEIT TGIECACCAA GGTAATGATT
AATAGEGACA GITG333ETA TTGGTATTAC ATTGICAGAG GIGAAATTCT
TGAATTTCIG GAAGACGAAC TACTGIGAAA GCATTTACCA AGGATGITTT
CATTAATCAA GAACGAAAGTT TAGEEGATAG AAGATGATTA GATACCATAG
TAGICTTAAC CATAAACTAT GOOGACAAGSG GATTAOXA GICTGSEITTT
GICTQOGICA GCACCTTATG AGAAATCACA AGICTTTG3G TTAOE33335
AGTATGETGG CAAGCTGAA ACTTAAAGAA ATTGAOEGAA G33CACCACC
AGGAGIGEAG CCTAOZXTTT AATTTGACTC AACACSIGAA AACTTACCAG
GIGCAGACAT AGTGAGGATT GACAGATTGA GAGCTATGSEG TGGIGEIGCA
TE3AGETCT T

SSU 2. Fragment
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Anhang

1- 50  GIAGGIGAAC CTGCAGMG
ITS1
AU PR EUURN DU RN DR RN DTN BT PR
1- 50 TCITTCITTT TGIGAACAGS (033330035 CAGGAGIIG GITGCTAAGA
51- 100 GTATCGAGES CATTGCAGCA TAGAO3GARC CTGXCTCIG TGIGIGITAC
101- 150 AQRCATAET CTAOE333CA CTGICTGITG TTCACANTCA CAGITGIGAC
151- 200 AGTGAGGAAC ACCAGATCT TATGCTATCA TACSGAAGAT AGOCTAATGC
201- 250 TTTGAGE3CA TAGGITGE35 TGITTGCTGI CAANAGOOCT TGECATTTAC
251- 300 CAGCTGATGC TCAGOOGAAC TTTTTACAAC GAACCAGAAT GRAAAOGRAG
301- 350 AACTTAOGGA AACCGATGIAC TGITGAGACAG CCTTGIGCTG TTGGAGCAGAA
351- 400 CATGOCAAAC CTAATCTAGT ACAACTTTCA G336
Stamm OAO03
ITS1
AU PR EUURN DR IR B BN DURSN BT PR
1- 50 CITTCITTTT GJGAACAGEC (30330033C AQJGAGXO35 TTACTAAGAG
51- 100 TATCGAGE3C ATTGCAGCAT AGACEGAGOC TAXCTCTGT GIGIGNTGCA
101- 150 Q3XCATAGTC TAC3E0GAC TAXCTGITGT TCACAGICAC AGITGTGACA
151- 200 GIGAGGAACA G3CAGATCIT ATGCTATCAT ACGGAAGATA GOCTAATACT
201- 250 TTGAGEICAT AGGITG3EET GIMNACTGIC AANAGOCTT G5
ITS2
AU PN DR DD DR R BN DN BT PR
1- 50  CATTTTGAAC GCACATTGIG CITTTTGSIT TTQOOGATAG CATGCTTGIC
51- 100  TGAGIGICTG TGAAGOOONC TCAGCANTCT GNTGGTAGGT TOCAAACNGA

218



Anhang

101- 150  TACANGANAT ANCTGGANTG NEG\GGIGIC CQOBI0GAACC ACQGGTAGIGS
151- 200  ATCTCCANTT GAATGTGMG GANAACAGAN CANTGGAQGT GITACOONTT
201- 250  CAATGITGEC TGCANCAAAN AANTGITGNG CTAGCATGAG ACCTACNTCT
251- 300  ATCTGOGGTA NCAACTTGGT TGITGIGAGS AGITGIG3XG GITGGEITTTC
301- 350  ATAGIAGIGC GATGITGITG CAATACCAAC TTGGTGEAGS TAAOCGAORC
351- 400  TGTAQGTGTA QCTACATCAG GGCTTTQCAA TTCOANATNT CAGNTTAA
Stamm OAO05
ITS1
Y DTN RN U IR DN B DY U B
1- 50  ACCTG3EAA GGATCATTAC CACAGOGATC CAAGATCTTT CITTTTGIA
51- 100  ASAGG0030G QOCAGCAGOG AGCTGGITGC TAAGAGCTGS GATGAGSTGC
101- 150  TAGCAQGGAG TONECTCTGI GICTTGIAGG WIACTTCATC CYCTCO33XC
151- 200  AACTGITTGI TGITGGAATG GITTTGMCA GCATGACAGA ATGGAATCCA
201- 250  GIGCTCTCAG GECATAGSIT GEAGYGIGYK TTCATGITCT TGRCITATTG
251- 300  ACATGGACAT GATOMGIGC TQGACOGAAA CTTTCACAAC GAACGCAGAAT
301- 350  CGAAATGMG ATCTGAOGAA AMGESTGIG GIGIGAGICA GICTGGTAGT
351- 400  AACTACGIGT CTGITGGAGC AAACCACOOG AMACCTAATS YWRTACAACT
401- 450  TTCAGG
ITS2
AU [P IR (PR IR (P I (U IRV B
1- 50  ATTTTGMAQG CACATTGOGC TTTQE3GETTT TOOOGGIAGS ATGCTTGICT
51- 100  GAGIGICTGI GMGOOCACT CAGIGITTAG TTGITGQG3EC TACAGRCTAT
101- 150  GOGCTAGAGC GMGMGTIAG ATAACTGEAC TTTGSTGEIG TAOOEINGCA
151- 200  G3GATCTQCA CTTGAATCAC AGIGAMAGM CAAGATGTGT TGIOCTCTCA
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Anhang

201- 250 ATGCTGCTG CAACAAAGCA AGIGITGOEC TGOCACGAGS CCTAGGICTA
251- 300 TCTAOEETAG CAACCTTGGET GITGIGAGAA GITGAIG335 TTGSTTATTG
301- 350 TGACAGOE3E ACTTTGATTT GTTGXTT GCTTGICTAT ACTATATATG
351- 400 AC

Stamm OA08

ITS2
U FUUTY EUUTE RN N DU EUURY DUDEY ERUUON BO
1- 50  ATTAAGATTT TGAACGOACA TTGIECTTTC GAGTTTTOOC GATAGOATGS
51- 100  TTGICTGAGT GICTGIGAMC CQOCACTCAGC GITCTGTGAG GOAGTCOTAA
101- 150  ACAGEEEOAG ACGOATAGEA TAGCTGGATT ATGGTGETGS COAGTCGTAC
151- 200  TGIIOCTGCA CTTGAATGMA CAGAACAGEA GGTGCTGIAC TCTAGACTGT
201- 250  TGACTGOAAT AGTACAAATG TTGOAGCTGC CACGAGACCT ACGTCTATCT
251- 300  COGGTAGOAA CCTGGTGITG TGAGGAGTTG TGEOAATTGS TTTTGEIEA
301- 350  GAGIGACATA CTGITGGTAT GCTAACTTTG GAGATGSTAG COATGGCTAT
351- 400  GICATTACAT GCTAGIGATT AAGIGATTTC TAATTCOAGA TCTCAGCTTA
401- 450 A

Stamm OA11

SSU, 1. Fragment
P I I [P [ [P P I P D
1- 50 TTAAGCCATG CATGICTAAG TATAAATCTT TTACTTTGAA ACTANGAAGG
51- 100 GCTCATTNNA TCAGTTATAG TTTATTTGAT AGIGOCTTAC TACTTGEATA
101- 150 AQCGTAGTAA TTCTAGAGCT AATACATGOG GICAATACCC TTCTG33GTA
151- 200 GTATTTATTA GATTGAAACC AACOCCTTGG G3GTGATGIG GIGATTCATA
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Anhang

201-
251-
301-
351-
401-

250
300
350
400
450

ATAAGCTTGC G3GATARCAT GTTTTA33G GOGATGEATC ATTCAAGTTT
CTGOOCTATC AGCTTTGGAT GGTAGSGTAT TG3OCTACCA TGTTTTAAC
GEGTAACGEE AAATTAGEET TTGATTOO35 AGAGEEAGC TGAGAGAOG
CTACCACATC CAAGGAAGEC AGCAGEOEG TAAATTACOC AATCCTGACA
CAGIGAGGTA GIGACAATAA ATANCAA

SSU, 2. Fragment

51-
101-
151-
201-
251-
301-
351-
401-
451-
501-
551-
601-
651-
701-
751-
801-
851-
901-

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950

DY PUUTS U I EUUN FUUTY EUUURY DUDTY I B
TTOGTGIOAG TGITTGCTOG GGTARICATC CTTGAGTGRA AXCTGIGIGSE

CATTAGGI TG TAGIGCAG35 GATGIOCATC ATTTACTGIG AAAAAATTAG
AGIGITCAAA GCAGSCTTAT GOOGITGAAT ATATTAGCAT GGAATAATAA
GATAGGACCT TGGTACTATT TTGITGSITT GOGCACCAAG GTAATGATTA
ATAGEGACAG TTG333GTAT TAGTATTGCA TTGICAGAGSSG TGAAATTCIT
GGATTTCIGS AAGACGAACT ACTGOGAAAG CATTTACCAA GAATGITTTC
ATTAATCAAG AACGAAAGIT AGB3GATGCA AGATGATTAG ATACCATGGT
AGICTTAACC ATAAACTATG COGACAAGES ATTG3O3AG TCIGGITTTG
TCTOOGTCAG CACCTTATGA GAAATCACAA GICTTTG3ET TAOGE333IA
GTATGGETA3C AAGECTGAAA CTTAAAGAAA TTGACGBEAAG G3CACCACCA
GGAGIGGARC CTGI3ACTTA ATTTGACTCA ACAGS3AMA ACTTACCAGS
TOCAGACATA GIGARATTG ACAGATTCGAG AG ------- ------- TGG
GIGEIAETAC ATEASTC TT-------- ==-------m o-moo - AAT
TAOGITAACG AACGAGACQOC CTGOONGCTA AATAGCTTGN GCAGTGAANTT
TACTG3GIGA AACCTCTTAA AGBCGACGTGC ATTCTATTAG ATGCAGEAAG
ATAGEE3CAA TAACAGGICT GIGATGOACT TAGATGITCT G33303CAAG
C3OCTACAC TGATGCATTC AACGAGITNT TCCTTG33G AGAGXCTGS
QCPAATCITTT GAAGGTGCAT GGIGATAGSSG ATAGATTATT GCAATTATTA
ATCTTGAACG AGGAATTCCT AGTAAAQSCAG ATCATCAAT CTGCATTGAT
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Anhang

951- 1000
1001- 1050
1051- 1100
1101- 1150

ITS1

1- 50
51- 100
101- 150
151- 200
201- 250
251- 300
301- 350
351- 400

TAGQGIGACTG QOCTTTGIAC ACACCGE300GTT GBCACCTAC GEAATTGAATG
GIGO3GIGAA GCTCEAAT TGIGETGAATT TACTTCACT G3GAGITCAT
TGIGAGAACT TGICTAAACC TTATCATTTAG AGGAAGGTG AAGTGGTAAC
AAGGTTTAOG TAGGTGAACC TACAGAAG

DY PUUTS U I EUUN FUUTY EUUURY DUDTY I B
ATCTTTCTTT TTGOGAAGAG GO0030300C AGCAGIGAGC TGGTTGCTAA

GAGCTG3GAT GAGGIGCTAG CACSGAGTION QCTCTGIGIC TTGTACGACA
CITCATQ3OC TAOB3CAAC TGITTGITGT TCGAATGGETT TTGAACARCA
TGACAGAATC GAATCCAGIG CTCTCAGE3C ATAGGTTGEA GIGTGWATTC
ATGITCTTGS CTTATTGACA TGGACATGAT CTAGOECTGG ACCGAAACTT
TCACAACGAA CCAGAATCGA AATGAAGATC TGACGAAAAA GIETGIGGETG
TGAGICAGIC TGGTAGTAAC TAGGIGICTG TTGGAGCAAA CCACOCGAAA
CCAPATCTAG TACAACTTTC AGCEGTGEAT GICTAGSITC CCACAAC

ITS2, 1. Fragment

1- 50
51- 100
101- 150
151- 200
201- 250
251- 300
301- 350

UTY PUUTE RN U R FUUTY EUUTY DUUTY R B
ATTAAGATTT TGAACGCACA TTGOACTTTC GEGITTTOC GGTAGCATAC

TTGICITGAGT GICTGTGAAC GOCACTCAGT GITTAGITGT TG333CTACA
Q3CTATG3C TAGACOGAAG AAGTAGATAA CTGEACTTTG GIGETGIaC
GCTGCAGEA TCTACACTTG AATCACAGTG AAAGAACAAG ATGIGI TGS
CICTCAATGC TGECTGCAAC AAAGCAAGTG TTGOACTAC ACGAGCTA
GGICTATCIC GB3GTAGCAAC CITGETGITG NGAGGAGTTG TG TGS
TTATT

ITS2, 2. Fragment
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Anhang

1- 50  TGATTTGATT TGECTTGACT TGCTTGICTA NACTATATAT GACAGIGA
Stamm OEO03
ITS2
Y DTN RN U IR DN B DY U B
1- 50  ATTAAGATTT TGMACOGCACA TTGOGCTTTC GESTTTTAOC GATAGCATGC
51- 100  TTGICTGAGT GICTGTGMC QOCACTCAGC ATTCTGITGS TAGGITACAA
101- 150  ACTGATACAC GEGATAGCTG GACTATGGIG GIGIGO0G0C GACGCACEST
151- 200  AGIGGATCIC CACTTGAATG TGMGGACAA CAGATTAATG GAOGIGITAC
201- 250  CCAGICAATG TTGECTGOAA CAMCAAGTG TTGIGCTACC ATGAGACCTA
251- 300  QGICTATCIC CGGTAGCAAC TTAGITGITG TGAGAGITG TAZIATTGS
301- 350  TTTTCANANT AGINGGATGI TGITGOAATA CCAACTTGGT GGAGGTAACC
351- 400  GAGGCTGIAC ATGNAGCTAC ATCAGOGCTT TQCAATTCCA GATCTCAGCTT
401- 450 AA
Stamm OHO02
ITS1
AU (PR IR (PR IR (P I R PR B
1- 50  ATTAGCAQC ACCONICAAGA TCTTTCITTT TGOGAACAGS Q030300036
51- 100  CAGOGARCC GGITGCTAAGA GTATOGAGEG CATTGOAGCA TAAGGGAGC
101- 150  TG3ICTCTG TGIGIGIGCAC GOCATGGTCT QOG300GACT GICTGITGIT
151- 200  CACAGICAC AGITGIGACAG TGAGGACAC GCARATCTTA TGCTATCATA
201- 250  (QGGAAGATAG CCTAATGCTT TGAGEGCATA GGITGAEGTG TTTGCTGICA
251- 300  AGAGOOCTTT GECATTTGOC AGCTGATGCT CAGIOGAACT TTTTACAAGG
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301- 350 ACCARAATGSE AAACGAARAA CTTACEGAAA GGATGIACTG TGAGACACC
351- 400 TTGIGCTGIT CGAGCAGAAC ATGOCAAACC WAATCTAGTM CAACTTTCAG
401- 450 CEEXATGY TAGSETYAOM MVAM

Stamm OHO03

ITS1
U FUUTY EUUTE RN N DU EUURY DUDEY ERUUON BO
1- 50  ATTACCACAC CAWCYAAAT YTTTCTTTTT GOGAAAGEIC GEIO0GEEM
51- 100  CACOGGTCTA AAGITAGEEC MITGOARYAA ARMRSAR/K CCTGEOCTYT
101- 150  GIGTGATGAC GICATYGNIG GIUGATGICT GIGITYACAS WIGTTGTACA
151- 200  TAGGACOGOA AATATTAGCT ATCATAGEGA AGATAGICTA ATGCTTTGAG
201- 250  GEOATAGOYT GIIGIGKTKC WGTOVARAG COCTTGOATT TSCAGYTGAT
251- 300  SCTCACCAAY TTTTTTAAGG ACCOAMAWG SAACGAARRC TCEGAARGEAN
301- 350  TGSCTGAMAS CCTTGSTGIC ACAGAGICOC AMACOMATY VWTMCAACTT
351- 400  TCASSGEGS KKTYWESTY COMMAM

Stamm OHO04

ITS2
TN P EUDEE DR BTN U B DURDY U DU
1- 50 GAACCCACAT TGOXCTTTAG GEITTTA3OG ATAGCATAST TGICTGAGTG
51- 100 TCTGIGAACC CCACTCAGCA TTCTGITGET GG TACAAA CTGATACACG
101- 150 GGATAGCTGS ACTNIGGIGS TGIO30333G AACCACEGTA GIGEATCIAC
151- 200 ACTTGAATGT GAAGGACAAC AGATNAATGS AGGIGITACC CICTCAATGT
201- 250 TGTTACAAC AAACAAGTGIT TAORCTACCA TGAGACCTAC GICTATCTIAC
251- 300 GGITAQCAACT TAGITGITGT GAGGAGITGT G3EANTNGSET TTNNAAANAA
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301- 350  GITGNNGIN GITACAATNC CAACTNGGTG NAGGTAQOGG ACGNGGANCT
351- 400  NGAACCTACA TCAGOGCTTT GUAATTQCAG ATCTCAGCTT AA
Stamm OHO05
ITS1
Y DTN RN U IR DN B DY U B
1- 50  CACCSAVICA AGATCTTTCT TTTTGIGAAC AG3IOGIGIC C33CAGIGAG
51- 100  QOGGITGCTA AGAGIATGGA GE3CATTGCA GCATAGAOGS AGICTGECT
101- 150 CIGIGIGIGI TGOAGGICAT QGICTQOGEC CQGACTGICTG TTGTTCACAG
151- 200  TCACAGITGI GACAGTGAGS AACACECAGA TCTTATGCTA TCATACGAA
201- 250  GATAGICTAA TGCTTTGAGS GCATAGGITG G3GIGITGEC TGTCAARACC
251- 300  CTTTGECATT TGOCAGCTGA TGCTCAGIOG AACTTTTTAC AACGAACCAG
301- 350  AATGEAANDG AMMACTTACG GAAAGGATGT GCTGTGAGAC AGICTTGIGC
351- 400  TGITCGAGCA GAACATGOCA AACCTAATCT AGTACAACTT TCAGIGEAT
401- 450  GICATG33XC TYQC
ITS2
AU [P IR (PR IR (P I (U IRV B
1- 50  ATTAAGATTT TGMOGCACA TTGIGCTTTC G3GTTTTAOC GATAGCATGC
51- 100  TTGICTGAGI GICTGIGMC COCACTCAGC ATTCTGITGG TAGGITACAA
101- 150  ACNGATACAC GEGATAGCTG GACTATGGIG GIGTQO0E0C GAMCCACEST
151- 200  AGIGGATCIC CACTTGAATG TGAAGEACAA CAGATCAATG GAQGIGITA
201- 250  COCTNTCAAT GITGECTGCA ACAMCAAGT GITGOGCTAC CATGAGACC
251- 300  TAGGICTATC TQOGGTAGA ACTTGGITGI TGIGAGAGI TGIGS
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Stamm OLO01

SSU, 1. Fragment
SRR [ S I Y [ I I I

1- 50 GIGCAG33A TGOTCATCAT TTACTGIGAA AAAATTAGAG TGITCAAARC
51- 100  AGXITATGC GGITGRATAT ATTAGCATGS AATAATAAGA TAGGACCTTG
101- 150 GTACTATTTT GITGSITTGC GCAGCAAGST AATGATTAAT AGSGACAGTT
151- 200 G333GTATTC GTATTGCATT GICAGAGGIG AAATTCTTGS ATTTCTGEAA
201- 250 GAGGAACTAC TGOGAAARCA TTTAGCAAGS ATGITTTCAT TAATCAAGAA
251- 300 CGAAAGITAG G3GATAGAAG ATGATTAGAT AGCATGGTAG TCTTAAGCAT
301- 350  AAACTATGOC GACAAGZGAT TG3O3EAGIC TGGITTTGIC TGOGICAGTA
351- 400 CCTTATGAGA AATCACAAGT CTTTG3GITC GE3333AGI ATGETG3TAA
401- 450 GZCTGAAACT TAAAGAANTT GAGGGAAGSG CAGCACGCAGS AGTGEARCT

451- 500 GO3TTTAAT TTGACTCA

SSU, 2. Fragment
PV S PP [P R (PP [ (PP [
1- 50  GGAGGIGCAT TCTATTAGAT GCAGGAAGAT AGS3ECAATA ACAGGICTGT
51- 100  GATGIICTTA NATGITCIGS GOOBCAC3IG GBCTACACTG ATGCATTCAA
101- 150  GGAGITTTTC CTTG3O0GAG AGSOCTG3EC AATCTTTTGA ACGIGCATGG
151- 200 TGATAGSGAT AGATTATTGC AATTATTAAT CITGAACGAG GAATTACTAG
201- 250  TAAAQGCAGA TCATQGNTCT GCATTGATTA GGTAOCTGAC CTTTGIACAC
251- 300  AGOBOO0GIC GCAGCTAGOG ATTGAATGST GOGGTGAAGC CTAE3ATTG
301- 350  TGGIGMATTT CCITCACIGS GAGITCATTG CGAGAACTT

ITS1, 1. Fragment

Y PUUTY RN T R FUUTY EUUTY DUUTY B B
1- 50  ATCTTTCTTT TTGOGAACAG GO0G0G000G GCAGIGAGIC GGTTACTAAG
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51- 100 AGTATCGAGSG GCATTGCAGC ATAGAOSEAG CCTG3XCTCT GIGTGIANTG
101- 150 CAC3OCATAG TCTAOE303G ACTAXCTAIT GITCACAG

ITS1, 2. Fragment
S [ [ Dl R [l I Il I
1- 50  TTTG3CATTT GOCAGCTGAT GCTCAGIOGA ACTTTTTACA AGGAACCACGA
51- 100  ATGGAAACGA AGAACTTACG GAAARGATGT GCTGIGAGAC AGXCTTGIAC
101- 150  TGITGGAGCA GNACATGOCA AACCTAATCT AGTACAACTT TCAGOSETG

ITS2
Y P EUDEY DU BTN U BT DURTY U B
1- 50 AACSCACATT GOXTTTAEG GITTTA30GA TAGCATACTT GICTGAGIGH
51- 100 CTGIGAACOC CACTCAQCAT TCTGITGGIC GGITCCAAAC TGATACAOSS
101- 150 GATAQCTGGA CINTGSETGET GIGO0303GA ACCAOGGETAG TGAATCTCCA
151- 200 CITGRATGIG AAGGACAACA GATCAATGAA ONGTGITACC CICTCAATGT
201- 250 TGTTACAAC AAACAAGTGIT TAORCTACCA TGAGACCTAC GICTATCIAC
251- 300 GGITAQCAACT TAGITGITGT GAGGANTGI G30GATTGSET TTTCANAGNA
301- 350 GITGEATGNT GI'TNCAATAC CAACTTGGETG GAGGTAACOG ACSCTGIACA
351- 400 TANACCTACA TCAGOTTTT CCAATTGCAG ATCTCACTT AA

Stamm OQO09

ITS2
AN PN EUDEE DU BTN DR BV DY U DU
1- 50 ATTAAGATTT TGAAGOGCACA TTGOACTTTC G3EITTTAOC GATAGCATGC
51- 100 TTGICTGAGT GICTGITGAAC QOCACTCARC GITCTGIGAG GCAGIGOCAA
101- 150 ACAGE33CAG ACCATAGA TAGCTGAATT ATGETGGIGS CCAGTGGTAC
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151- 200 TG3OACTCCA CITGAATGAA CAGAACAGEA GGTACTAAC TCTAGACTGH
201- 250 TG3CTGCAAT AGTACAAATG TTGCTGCTGC CACGAGAOCT AGGTCTATCT
251- 300 QOCGETACCAA CCTGEIGI TG TGAGGAGI TG TG3CAATTGS TTTTG33CA
301- 350 GAGIGACATA CTGITGGTAT GCTAACTTTG GAGATGGTAG GCATARCTAT
351- 400 GICATTACAT GCTAGIGATT AGCGATTTCT AATTCCAGAT CTCAGCTTAA

Stamm ORO02

ITS2
U FUUTY EUUTE RN N DU EUURY DUDEY ERUUON BO
1- 50  ATTAAGATTT TGAACGOACA TTGIECTTTC GAGTTTTOOC GETAGCATGS
51- 100  TTGICTGAGT GICTGIGAMC CQOCACTCAGT GITTAGITGT TOEEETTACA
101- 150  CGCTATGNG TAGAOUGAAG AAGTAGATAA CTGEACTTTG GIGETGIAC
151- 200  NONGOAGEA TCTGCACTTG AATCACAGTG AMAGMCAG ATGTGTTGIC
201- 250  CTCTCAATGC TGECTGOMC AMGOAAGTG TTGIECTGIC ANGAGEICTA
251- 300  QGICTATCIC CEGTAGMC CTTGGIGTTG TGAGGAGITG TAAIEETTGE
301- 350  TTATTGIGAC AGIEEACTT TGATTTGACT TGETTECIT GICTATACTA
351- 400  TATATGACAG TGA

Stamm 0S02

SSU
Y PUUTS R T R FUUTY EUUTY DUUTY R B
1- 50  TCAAAGATTA AGOCATGOAT GICTAAGIAT AAATCTTTTA CTTTGAAACT
51- 100  GOGAAGGACT CATTATATCA GITATAGITT ATTTGATAGT GOCTTTCTAC
101- 150  TOBGATAACT GTAGAAATTC TAGAGCTAAT AGGTGOGICA AGACTCTTCT
151- 200  GGAGTOGTAT TTATTAGATT GAAAGCAACC CCTTOGEAGT GATGIGGIGA
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201-
251-
301-
351-
401-
451-

ITS1

51-
101-
151-
201-
251-
301-

ITS2

51-
101-
151-
201-
251-
301-

250
300
350
400
450
500

50
100
150
200
250
300
350

50
100
150
200
250
300
350

TTCATAATAA GITTGOEGAT GBCATGICTT TGEOE33GAC GGEATCATTCA
AGITTCTGC CTATCAGCTT TGGATGATAA GGTATTGACT TATCATGCT
TTAACGEGTA AGZIGAAATT AGEGTTTGAT TOOGBGAGAGS GAGICTGAA
GACEECTACC ACATCCAAGG AAGIECAGCAG GO3OGTAAAT TACOCAATCC
TGACACAGISE AGGTAGIGAC AATAAATAAG AATGI3EE3C ONOOANAGET
CTG3CAATTC GAANCAGAAC AATTTANAGC GCTTAT

DY PUUTS U I EUUN FUUTY EUUURY DUDTY I B
ATTACCACAC QGATOCAAGA TCTTTOCACT ATGIGAATTC TGTACAGTTT

ACGACATGIC TATATGCAT GIGITGACAA CTGTATGCAT TGOOOOCAAC
AACCACACTT CTTTTTCATG AGAAATATGS TAACCTGAAA TGAACCAAAG
NACCTGAAGC AMC3E3GTTT GITA3ETGIG TCTGACATAG GICTGIGAGS
ACCAATTTAG ATCCACCCAT TQOOCATCTC CAAACTAATG GATACATTTA
CAACTTTCAG Q3GIGAATGT CTAGGTTAOC ACAACGATGA AGAACSCARC
GA

UTY PUUTE RN U R FUUTY EUUTY DUUTY R B
ATCAAGATTT TGAACGCACA TTGOGCTTTC GEGATTTTOC QGGTAGCATG

CITGICTGAG TGICTGIGAA TAXCTCTCAG GGITGAGTTG TTGACTAGIT
TTAGCAACAT TCTTCAGCTG GATTACTTAT GEIGITGIGS TACTTTATTG
TTG33CTCCA CTGPATACT GEIGITGTAG TTTTCTACAC ATGGACATAA
TATTGIGOCA TTGGACAAGS ATTGEGTGIT N3OBCAGCAA CATTTTGACT
GICACAAATC CTGICATGAT CICTGGTARC TTGITGTAGIT ACTTGEAGIT
GITTGAGCTA GXATGTA 1G5
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Stamm OWO01
ITS1
Y DTN RN U IR DN B DY U B
1- 50  ATTAGCACAC QGATGCAAGA TCTTTCITTT TGOGAGAGS COBIEIOCAG
51- 100  CAGIGAGCTG GITGCTAAGA GCTGRGATGA GGTGCTAGCA QBGAGICTGC
101- 150  TCTGIGICIT GIACQG\CACT TCATGONCTC Q330CAACTG TTTGITGITC
151- 200  GMATGGITIT GMACAGCATG ACAGAATCGA ATCCAGIGCT CTCAGEGCAT
201- 250  AGGITGGAGC GIGNATTCAT GITCITGECT TATTGACATG GACATGATCT
251- 300  AGOGCTGGAC CGAAACTTTC ACAANGAACC AGMATGGAMA TGMGATCTG
301- 350  ACGAMMAAGG GIGIG3GTGA GICAGICTGG TAGIAACTAC GIGICTGITC
351- 400  GAGOAMACCA GOCGAAACCA ATCTAGTACA ACTTTCAGIG GIGGATGICT
401- 450  AGGITGOCAC
ITS2
AU [P IR (PR IR (P I (U IRV B
1- 50  AACGCACATT GORCTTTGSG GITTTOOO3G TAGCATGCIT GICTGAGIGT
51- 100  CIGIGMOOC CACTCAGIGI TTAGITGITC G3ECTACAQG CTATGIETTA
101- 150  GAOOGAAGMA GTAGATAACT GEACTTTGST GGIGIGOINC NGCAGRGATC
151- 200  TGCACTTGMA TCACAGIGM AGAACAAGAT GTGITGIOCT CTCAATGCTG
201- 250  GCTGOAACAA AGCAAGIGIT GOGCTGOCAN GAGRICTAGG TCTATCTQOG
251- 300  GIAGCAACCT TGGIGITGIG AGAG
Stamm OWO03
ITS1
AUTY PR EEUUEE DTN RN BTSN EUUEE DTN U B
1- 50  CITTCITTTT GOGAACAGEC (33000G3CA GIGAGIOGGT TACTAAGAGT
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51- 100  NTCGAGEECA TTGOAGCATA GAOGGAGICT GAICTCTGIG TGIGITGIAC
101- 150  GOCATQGICT QOGEOGACT GICTGITGIT CACAGICACA GITGIGAAG
151- 200  TGAGGAACAC GOAGATCITA TGCTATCATA CGGAAGATAG CCTAATGCTT
201- 250  TGAGEECATA GGITGEEGIG TTGACTGTCA AGAGICCTTG GOAGAATGAN
251- 300  NACNAAGAAN TTTCGGAAAG CATNTNCTGT GAGNCAGINN TGIGCTGITC
301- 350  GAGCAGGACA TOOONNNOCT AATCTAGIAC AACTTTCAG

Stamm OWO05

SSU, 1. Fragment

1- 50
51- 100
101- 150
151- 200
201- 250
251- 300
301- 350
351- 400
401- 450
451- 500
501- 550

U FUUTY EUUTE RN N DU EUURY DUDEY ERUUON BO
GITGTOGIGC AGEIATGIC CATCATTTAC TGTGAAAAAA TTAGAGTGIT

CAAAGCAGC TTATGOOGIT GAATATATTA GCATGRATA ATAAGATAGS

ACCTTGGTAC TATTTTGITG GITTGI3CAC CAAGGTAATG ATTAATAGES

ACAGITG335 GTATTAGTAT TCCATTGICA GAGETGAAAT TCTTGATTTC
TGGAAGACGA ACTACTGIGA AAGCATTTAC CAAGGATGIT TTCATTAATC

AAGAACGAAA GITAGEIAT CGAAGATGAT TAGATACCAT GGTAGICTTA

ACCATAAACT ATGOOGACAA GXATTA3XG GAGICTGGEIT TTGICTaaaEr

CAGCACCTTA TGAGAAATCA CAAGICTTTG GGITAA3335 GGAGTATGSET

Q3CAAGECTG AAACTTAAAG AAATTGAOSS AAGEECACCA CCARGAGIGG

ACCCTGOE3C TTAATTTGAC TCAACACEE5 AAAACTTACC AGGTCCAGAC

ATAGIGAGA TTGACARATT G

SSU 2. Fragment

1- 50
51- 100

UTY PUUTS RV U R FUUTY EUUUTY DUUTY R B
TGATTTGICT GGITAATTOC GITAACGAAC GAGAGOOCTG CCTGCTAAAT

AXCTTGOTA GIGAATTTTC ACTG3GTGAA GCTTCTTAGA G3GAAGIACA
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101-
151-
201-
251-
301-
351-
401-
451-

ITS1

51-
101-
151-
201-
251-
301-
351-

ITS2

51-
101-
151-
201-

150
200
250
300
350
400
450
500

50
100
150
200
250
300
350
400

50
100
150
200
250

TTCTATTAGA TGCAGGAAGA TAGBE3CAAT AACAGGICTG TGATAACTT
AGATGITCTG G3003CAA3C GOECTACACT GATGCATTCA ACGAGITCIT
QCTTG3O3GA GAGEICTGEG CAATCTTTTG AACGIGCATC GIGATAGEA
TAGATTATTG CAATTATTAA TCTTGAACGA GGAATTCCTA GTAAACCAG
ATCATCAATC TGCATTGATT AGGTGACTGC CCTTTGTACA CACC3333ET
G3CACCTACC GATTGAATGG TAOEGTGAAG CCTAEATT GIGETGAATT
TCCTTCACTG GGAGITCATT GOGAGAACTT GICTAAACCT TATCATTTAG
ACGGAAGGTGA AGTGGTAACA AGGTTTAOGET AGGIGAACCT GCAGARAG

DY PUUTS U I EUUN FUUTY EUUURY DUDTY I B
QOGATOCAAG ATCTTTCTTT TTGOGAAGAG GO0GOG00CA GCAGIGAGCT

GGITGCTAAG AGCTGZGATG AGGTGCTAGC AQSGAGICAG CICTGIGICT
TGTAGACACT TCATAOOCTC G330CAACTG TTTGITGITC GAATGGITTT
GAACARCATG ACAGAATCCGA ATCCAGTACT CCAGE3CATA GGITGAGIG
TANATTCATG TTCITGCTT ATTGACATGS ACATGATCTA GOCTAGAAC
GAAACTTTCA CAACGAAGCA GAATGGAAAT GAAGACTGAC GAAAAAGEET
GIGGIGTGAG TCAGICTAGT AGTAACTACG TGICTGITGG AGCAAACCAC
COGAAACONA ATCTAGTACA ACTTTCAG

UTY PUUTE RN U R FUUTY EUUTY DUUTY R B
ATTAAGATTT TGAACGCACA TTGOACTTTC GEGITTTOOC GGTAGCATAC

TTGICITGAGI GICTGTGAAC GOCACTCAGT GITTAGITGT TG333CTACA
Q3CTATG3C TAGACOGAAG AAGTAGATAA CTGEACTTTG GIGETGIaC
GONGCAGSEA TCTACACTTG AATCACAGTG AAAGAACAAG ATGIGI TGS
CICTCAATGC TGECTGCAAC AAAGCAAGTG TTGOACTAC ANGAGECTA
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251- 300 GGICTATCIC GE3GTAGCAAC CITGETGITG TGAGGAGTTG TG TGS
301- 350 TTATTGINAC ANCAEEGAAGN TANTNTTATG TNAACTTTGA NGAGGTAACC
351- 400 NAGBONCATG ATTTGATTTG ATTTGCTTG GCTTACTTGI CTATACTATA
401- 450 TATGACAGIG A

Stamm OW09

U FUUTY EUUTE RN N DU EUURY DUDEY ERUUON BO
1- 50  COOGEOAGG AGIOGGTTGN TAAGAGIATC GAGEEOATTG CAGOATAGAC

51- 100 GGAAXCTAXC CICTGIGIGT GITGCAC33C ATGGICTA3G GOCGACTAC
101- 150 TGITGITCAC AGNCACAGIT GIGACAGIGA GGAACACSCA GATCTTATGC
151- 200 TATCATACGE AAGATAGOCT AATGCTTTGA G33CATAGGT TAIXEIGITG
201- 250 GCTGICAAAA GOOCTTTG3EC CGAACTTTTC CAACGANCCA GAATGGAANC
251- 300 GAAGGACTTA GEGAAAGNAT NITGCTGIGAG ACAGICT TG GCTGITGGAG
301- 350 CAGAACATAC CAAACCTAAT CTAGTACAAC TTTCAG

Stamm OW11

ITS1
TN P EUDEE DR BTN U B DURDY U DU
1- 50 ATTACCACAC CGATACAAGA TCTTTCTTTT TGOGAACAGS CO33333X6G
51- 100 CAGCGAGOOG GITACTAAGA GITATGGAGSE CATTGCAGCA TAGAOZAC
101- 150 CTGXXCICIG TGIGIGITAC AQZXCATASET CTAOE3A CTAXCTGITG
151- 200 TTCACAGICA CAGTTGIGAC AGITGAGGAAC ACBCAGATCT TATGCTATCA
201- 250 TACSGAAGAT AGOCTAATAC TTTGAGEXCA TAGGITGE35 TAITAXTGH
251- 300 CAAGAGOOCT TTGZCATTTG CCAGCTGATG CTCAGOOGAA CTTTTTACAA
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301-
351-
401-

350
400
450

CGAACCAGAA TGGAAACGAA GAACTTACSS AAAGGATGIG CTGIGAGACA
GOCTTGIGCT GITGGAGCAG NACATGOCAA ACCTAATCTA GTACAACTTT
CAOGIEA TGICTAG

Stamm SGO01

1-

101-
151-
201-
251-
301-
351-
401-
451-
501-
551-
601-
651-
701-
751-
801-
851-
901-

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950

U FUUTY EUUTE RN N DU EUURY DUDEY ERUUON BO
GGTGITTACT CEIGTAEICA TACTTGEETG GACCTGIGT GROATTAGGT

TGIGGIGCAG G3GATGOOCA TCATTTACTG TGAAAAAATT AGAGTGITCA
AAGCAGZCTT ATGOGITGA ATATATTAGC ATGGAATAAT AAGATAGEAC
CITGGTACTA TTTTGITGSET TTGO3CACCA AGGTAATGAT TAATAGEGAC
AGITG333ET ATTGGTATTC CATTGICAGA GETGAAATTC TTGGATTTCT
GGAAGACGAA CTACTGOGAA ACCATTTACC AAGGATGITT TCATTAATCA
AGAACGAAAG TTAGSZEATC GAAGATGATT AGATACCATC GTAGICITAA
CCATAAACTA TGOOGACAAG GAATTG33: AGITTAGGTTT TGICTAAGTC
ACCACCTTAT GAGAAATCAC AAGICITTGG GITOO33335 GAGTATGEIC
GCAAGCTGA AACTTAAAGA AATTGAOGGA AGEZCACCAC CAGGAGIGA
GOCTGOEXTT TAATTTGACT CAACACEEGA AAACTTACCA GGTCCAGACA
TAGTGAGGAT TGACAGATTG AGAGICATGSG GIGETGETGC ATGAETC
TTTGIGGATG GAAAACTTAC CAGGICCAGA CATAGTGAGS ATTGACAGAT
TGAGAGICIT TCITGATTCT ATG3EIGEIG GIGCATG3XC GITCTTAGIT
GETGGAGIGA TTTGICTG3C AATTAOGITA ACGAACGAGA GOXCTAXCTG
CTAAATAGCT TGOOGAGIGA ATTTTCACTG GETGAARCTT CITAGAGEA
GGTGCATTCT ATTAGATGCA GGAAGATAGSG GICAATAACA GGICTGIGAT
GOOCTTAGAT GITCTG333C GCAC3I333C TACACTGATG CATTCAACA
GITCITCCIT G333GAGAGE CCTG33CAAT CTTTTGAAGG TGCATGGIGA
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951- 1000
1001- 1050
1051- 1100
1101- 1150
1151- 1200
1201- 1250

ITS1

51-
101-
151-
201-
251-
301-
351-
401-
451-

ITS2

51-
101-
151-
201-

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500

50
100
150
200
250

TAGSGATAGA TTATTGCAAT TATTAATCTT GAACGAGGAA TTCCTAGTAA
ACGCAGATCA TCAATCTGCA TTGATTAGGET QOCTGOCTT TGTACACACC
GOO0GTG3CA CCTACCGATT GPATGGEIAOG GIGAAGRCCTC GATTGIGS
TGAATTTCCT TTACTG3GAG TTCATTGOGA GRACTTGICT AAACCTTATC
ATTTAGAGA AGGIGAAGTC GTAACAAGET TTAOGTAGGT GAACCTACAG
AAG

DY PUUTS U I EUUN FUUTY EUUURY DUDTY I B
ATTACCACAC QGATACAAGA TCTTTCTTTT TGOGAATAGS QOGIGI0CAG

CAGOGAGCTG GITGCTAAGA GCTTGAATGG AGICTAGCAC TACATCTAC
ACGAGCACAA AAGCATOOGT GCTTGTACC TAGIGACTGS TATCTAGTAC
CTACTCITCA TGCTCTAO35 CTACTATTTT GITGITCAAA TGGITTTGAT
CAACBCAATC CAGIGOCTGI GAATAAGSCA TAGGTTGGAG TAAGRATGSET
CGATATCITA GATTATCTAA ATTATTTGAT CAGICATGCT CTGOOGAAAC
TTTCACAACG AACCAGAATA GAAACTAAGA ACTTAOSEAA AGIETGIACT
GOGAGACAGT G3OGTACGAA TACTATAAGT ATTGGTAGGT GAACTGGTTA
ACCAGAACAC TCGAAACCTA ATCTAGTACA ACTTTCAGSG GIGGATGICT
AGGTTAOCAC AA

UTY PUUTE RN U R FUUTY EUUTY DUUTY R B
ATTAAGATTT TGAACGCACA TTGOGCTTTC GEGITTTOOC GATAGCATAC

TTGICIGAGT GICTGTGAAC GOCACTCAGC GITCTGIGAG GCAGIG3CAA
ACAGE33CAG ACSCATAGGA TAGCTGATT ATGSEIGEIGS GCAGIGGTAC
TG3OCCTCCA CITGAATGAA CAGAACAGEA GGTACTAAAC TCTAGACTGH
TG3CTGCAAT AGTACAAATG TTGOBCTAC ACGAGACCTA GGICTATCIC
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251- 300  QOXGTAGCAAC CTGSTGITGT GAGGAGITGT GECAATTGST TTTGRIRAG

301- 350  AGIGACATAC TGITGGTATG CTAACTTTGS AGATGGIAGC CATOACTATG

351- 400  TCATTACATG CTAGIGATTA GOGATTTCTA ATTGCAGATC TCAGCTTAA
Stamm SU01

SSU, 1. Fragment

1- 50
51- 100
101- 150
151- 200
201- 250
251- 300
301- 350
351- 400
401- 450
451- 500
501- 550
551- 600

U FUUTY EUUTE RN N DU EUURY DUDEY ERUUON BO
TOCTTGEGETG GAMCCTGIGT GROATTAGET TGIGGTGOAG GEGATGIICA

TCATTTACTG TGAAAAAATT AGAGIGITCA AACAGCTTT ATGITGITAA
ATATATTAGC ATGPATAAT AAGATAGGAC CITGETACTA TTTTGITGSET
TTGOGBCACCA AGGTAATGAT TAATAGSGAC AGTTG333GT ATTGGTATTC
CATTGTCAGA GGIGAAATTC TTGAATTTCT GAAGACGAA CTACTGIGAA
ACCATTTACC ANATGITT TCATTAATCA AGAACGAAG TTAGEIATC
GAAGATGATT AGATACCATC GTAGICTTAA GCATAAACTA TGOCGACAAG
GGATTG3I3: AGITTGETTT TGICTAOGTC AGCACCTTAT GAGAAATCAC
AAGICITTGSG GITA33335 GAGTATGEIC GCAAGCTGA AACTTAAAGA
AATTGAOGA AGE3CACCAC CAGGAGIGEA GOCTGOAXT TAATTTGACT
CAACACEEA AAACTTACCA GGTCCAGACA TAGTGAGEAT TGACAGATTG
AGAICTTTC

SSU, 2. Fragment

1- 50
51- 100
101- 150
151- 200

UTY PUUTS RV U R FUUTY EUUUTY DUUTY R B
ATGCAGGAAG ATAGRAGCAA TAACAGGTCT GIGATGOOCT TAGATGITCT

G33003CAGG O3OCTACAC TGATGCATTC AACGAGITCT TACTTG333G
AGANEECTGE GCAATCTTTT GAAGGTGCAT GGTGATAGISG ATAGATTATT
GCAATTATTA ATCTTGAAGG AGGAATTCCT AGTAAACGCA GATCATCAAT
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201- 250  CTGOATTGAT TAGGIQOCTG GOCTTTGIAC ACAGOG300G TABCAGCTAC
251- 300  CGATTGMATG GTGOGGTGM GOCTAGEGAT TGIGGTGAAT TTACTTTACT
301- 350  GGGAGITCAT TGOGAGMCT TGTCTAAACC TTATCATTTA GAGGAMGGTG
351- 400  AAGIGGTAAC AAGGTTTOOG TAGGTGMOC TGTAGAAG
ITS2
S [ A [ IR (O I (N I B
1- 50  ATTAAGATTT TGMACGCACA TTGOGCTTTC GESTTTTAOC GATAGCATRC
51- 100  TTGICTGAGT GICTGTGAC QOCACTCAGC GITCTGIGAG QCAGIGOCAA
101- 150  ACAGEEECAG ACGCATAGRA TAGCTGRATT ATGGIGETGS QCAGIGGTAC
151- 200  TG3OOCTQCA CTTGAATGM CAGMCAGEA QGIGCTGIOC TCTGGACTGT
201- 250  TGGCTGOAAT AGTACAAATG TTGIGCTGIC AQGAGACCTA GGICTATCTC
251- 300  CGGTAGCAAC CTGGIGITGI GAGAGITGI GRCAATTGGT TTTGIRAG
301- 350  AGIGACANAC TGITGSTATG CTAACTTTGS AGATGGTAGC CATARCTATG
351- 400  TCATTACATG CTAGIGATTA GOGATTTCTA ATTCCAGATC TCAGCTTAA
Stamm SU02
SSU
AU [P IR (PR IR (P I (U IRV B
1- 50  AACCTGGITG ATQCTGOCAG TAGTCATAGG CTGGICTCAA AGATTAAGIC
51- 100  ATGCATGICT AAGTATAAAT CTTTTACTTT GAAACTGIGA ACGECTCATT
101- 150  ATATCAGITA TAGITTATTT GATAGIGOCT TACTACTTGS ATAACOGTAG
151- 200  TAATTCTAGA GCTAATACAT GOGTCAATAC QCTTCTG33G TAGTATTTAT
201- 250  TAGATTGAAA CCAACOCCTT CG33GIGATG TGGTGATTCA TAATAAGCTT
251- 300  GOGGATGRCA TGECTTTGOC GROGATGGAT CATTCAAGIT TCTGOOCTAT
301- 350  CAGCTTTGAA TGGIAGAGTA TTGEOCTAQC ATGECTTTAA GEESTAAGGS
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351- 400
401- 450
451- 500
501- 550
551- 600
601- 650
651- 700
701- 750
751- 800
801- 850
851- 900
901- 950
951- 1000
1001- 1050
1051- 1100
1101- 1150
1151- 1200
1201- 1250
1251- 1300
1301- 1350
1351- 1400
1401- 1450
1451- 1500
1501- 1550
1551- 1600
1601- 1650
1651- 1700
1701- 1750

GAAATTAGES TTTGATTAOG GAGAGEAGC CTGAGAGAOSG GCTACCACAT
CCAAGGAAGS CAGCAGEOEC GTAAATTACC CAATCCTGAC ACAGBEAGET
AGTGACAATA AATAACAATG COGE33CTTT GIAGGTCIGS CAATTNGAAT
GAGAACAATT TAAACOCCTT ATGGAGIATC AATTGGAGEE CAAGTCTGSET
GOCAGCAGOC GOEGTAATTC CAGCTACAAT AGOGTATATT AAAGITGITG
CAGITAAAAA CTAGTAGIT GGATTTGIGS CAGIG3CATG G3330033CA
TTGGEIGIG3G TATTACTAG GGIAE3CATC CITG3GIGA ACCTGIGIGE
CATTAGSITG TGGTGCAGEE GATGIOCATC ATTTACTGIG AMAAAATTAG
AGITGITCAAA GCAGCTTAT GOOGTTGAAT ATATTAGCAT GGAATAATAA
GATAGGACCT TGGTACTATT TTGITGSITT GOGCACCAAG GTAATGATTA
ATAGEGACAG TTGI3ZETAT TGGTATTGCA TTGICAGAGS TGAAATTCIT
GGATTTCIGS AAGACGAACT ACTGOGAMAG CATTTACCAA GAATGITTTC
ATTAATCAAG ANCGAAAGTT AGEBGATCGA AGATGATTAG ATACCATGET
ARTCTTAACC ATAAACTATG COGACAAGTSG ATTG3O3GAG TCTAGITTTG
TCTGOGTCAG CACCTTATGA GAAATCACAA GICTTTGEET TGOE3333A
GIATGGIA3C AAGECTGAAA CTTAAAGAAA TTGACGGEAAG G3CACCACCA
GGAGIGEARC CTGOEACTTA ATTTGACTCA ACACGIGAAA ACTTACCAGS
TCCAGACATA GIGAGGATTG ACAGATTGAG AGCTCTTTCT TGATTCTATG
GEIGETGETG CATEAGIT CITAGITTGET GAGIGATTT GICTGEITAA
TTGCTTAACG AACGAGAOOC CTGOCTACTA AATAGCTTGAC GGAGTGAATT
TTCACTG3ET GAAGCTTCIT AGAGEGACET GCATTCTATT AGATGCAGA
AGATAGE33C AATAACAGET CTGIGATAC CITAGATGIT CTG3303CA
Q3033CTAC ACTGATGQCAT TCAACGAGIT TTTGCTTGEC CGAGAGECT
G33CAATCIT TTGAAGGIGC ATGGTGATAG GEATAGATTA TTGCAATTAT
TAATCTTGAA CGAGGAATTC CTAGTAAACG CAGATCATCA ATCTGCATTG
ATTACGTGOC TGOOCTTTGI ACACACOE3C GGTG3CAACT ACGATTGRA
TGETAA3EIG AARCTAE35 ATTGIGETGA ATTTACTTCA CTG3EAGITC
ATTGOGAGAA CITGICTAAA CCTTATCATT TAGAGGAAGS TGAAGIGGTA
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1751- 1800 ACAAGGTTTC CETAGGIGAA CCTACAGAAG

ITS2
DY PUUTS U I EUUN FUUTY EUUURY DUDTY I B
1- 50  TTGACTGOAA CAAACAAGNG TTGNGCTNOC ATNANACCTA NGTCTATCIC
51- 100  CGGTAGCAAN TTGGTTGTTN TNAGNAGITG TGAOGGTTGS TTTTNAAANN
101- 150  ANTGNNATGT NGTTNCAANA CCAACTTGGT GGAGGTAACC GACNCTGIAC
151- 200  GTGNACCTAC ATCAGOGCTT TGOAATTGCA GATCTCAGCT TAA

Stamm SU03
SSU, 1. Fragment
AN PN EUDEE DTN DU DR RV DTN U DU
1- 50 CIrG30GIA3C CATACTTA3G TAAACCTGI GIGCATTAG GITGIGETAC
51- 100 AGG3CATAC CATCATTTAC TGTGAAAAAA TTAGAGIGIT CAAAGCAGC
101- 150 TTATGOOGIT GAATATATTA GCATGGAATA ATAAGATAGS AQCTTGGTAC
151- 200 TATTTTGI TG GITTGO3CAC CAAGGTAATG ATTAATAGES ACAGT TGS
201- 250 GTATTGGTAT TCCATTGICA GAGGTGAAAT TCTTGAATTT CTGAAGAGG
251- 300 AACTACTGOG AAAGCATTTA CCAAGGATGT TTTCATTAAT CAAGAACGAA
301- 350 AGITAGE3GA TCGAAGATGA TTAGATACCA TGGTAGICIT AACCATAAAC
351- 400 TATGOOGACA AGZEATTARC GEAGICTAGT TTTGICTAOG TCARCACCTT
401- 450 ATGAGAAATC ACAAGTCITT G3GETTAO335 G3CAGTATGS TA3CAAGTT
451- 500 GAAACTTAAA GAAATTGAOG GAAGGEECACC ACCAGGAGTIG GAXCTAXG
501- 550 CITAATTTCGA CTCAACACEE GAAAACTTAC CAGGTOCAGA CATAGTGASG
551- 600 ATTGACAGAT TGAGAG

SSU, 2. Fragment

239



Anhang

51-
101-
151-
201-
251-
301-
351-

ITS2

51-
101-
151-
201-
251-
301-
351-
401-

50
100
150
200
250
300
350
400

50
100
150
200
250
300
350
400
450

Y PUUTY RN T R FUUTY EUUTY DUUTY B B
TCTGIGATGC QCTTAGATGT TCTGR3I03C AGGIGIACTA CACTGATGCA

TTCAACGAGT TTTTGCTTGS GOGAGAGE3C TGE3CAATCT TTTGAACGIG
CATOGTGATA G3ATAGATT ATTGCAATTA TTAATCTTGA ACGAGEAATT
CCTAGTAAAC GCAGATCATC AATCTQCATT GATTAQGTAC CTAEXCTTTG
TACACACOEC QOGIA3CACC TAGTGATTGA ATGETCOEGIT GAACRCTAEG
GATTGIGETG AATTTCCTTC ACTG3GAGIT CATTGIGAGA ACTTGICTAA
ACCTTATCAT TTAGAGGAAG GIGPAAGIGET AACAAGETITT GOGTAGGTGA
ACCTGCAGRA G

DY PUUTS U I EUUN FUUTY EUUURY DUDTY I B
ATTAAGATTT TGAACGOACA TTGOGCTTTC GAGITTTAIC GGTAGCATGS

TTGICTGAGT GICTGIGAAC GOCACTCAGT GITTAGITGT TG333CTACA
GACTATGOC TAGAOOGAAG AAGTAGATAA CTGGACTTTG GIGETGIaC
GOO3CAG3A TCTCCACTTG AATCACAGTG AAAGAACAAG ATGIGITAXC
CTCTCAATGC TGECTGCAAC AAAGCAAGIG TTGORCTGIC ACGAGEICTA
GGICTATCIC Q3GTAGCAAC CTTGETGITG TGAGGAGI TG TA3O3E TGS
TTATTGIGAC AGOG3CACGT TGITGCTATG TCAACTTTCGA GRAGGTAACC
GAOXCTCATG ATTTGATTTG ATTTAXCTTG GCTTACTTGT CTATACTATA
TATGACAGIG A
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