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1.Einleitung

1.1 Eisen

Eisen, welches zur achten Gruppe des PSE gehort, ist das vierthdufigste Element in der Erdkrus-
te nach Sauerstoff, Silizium und Aluminium, mit einen Gewichtsanteil von 6% (Press und Sie-
ver, 2008). Eisen ist ein essentielles Spurenelement fiir fast alle Organismen, nur fir einige Arten
von Bakterien ist nachgewiesen, dass sie Mangan statt Eisen in wichtigen Schlisselproteinen
benutzen kénnen(Posey und Gherardini, 2000). In Organismen spielt es hauptsichlich als Fe?*
und Fe** eine wichtige Rolle. Der leichte Wechsel zwischen diesen beiden Oxidationszustanden:
Fe** +e > Fe** E’=+0,77V

ermoglicht es dem Eisen seine vielseitigen Rollen in biologischen Systemen zu erfullen. Ande-
rerseits wirkt es im Uberschuss durch seine Redoxeigenschaften stark toxisch, da es die Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezies katalysieren kann, wie z.B. Hydroxylradikale, welche Proteine,
Lipide, Membrane und DNA schadigen (Dlouhy et al., 2013). Hauptsachlich kommt Eisen in
Losung in seiner dreiwertigen Form vor, da im basischen, aeroben Milieu Eisen schnell oxidiert
wird. Dies spielt v.a. in marinen Umgebungen eine wichtige Rolle, da es essentiell flr das Phy-
toplanktonwachstum ist (Martin und Fitzwater, 1988, DiTullio et al., 1993). Eisen tritt jedoch im
marinen Oberflachengewadsser nur in sehr geringen Konzentrationen auf, limitiert durch die ge-
ringe Loslichkeit von Eisen(l1l)hydroxid in aeroben, salinen Gewassern (Liu und Millero, 2002).
Eisen erflllt hierbei eine wichtige Rolle im Elektronentransport, im Sauerstoffmetabolismus, in
der Stickstofffixierung, aber auch bei der Synthese von DNA, RNA und Chlorophyll (Weinberg,
1989).

Dies ist dadurch begriindbar das im primordialen Ozean vor ca. 3*10% wéhrend der Entstehung
von photoautotrophen Leben, bedingt durch die reduktive Umwelt der friihen Erde und damit
einhergehend einer guten Loslichkeit von Eisen im Ozean, Eisen leicht verfiighar war und somit,
in Kombination mit dem leichten Wechsel zwischen den Oxidationszustanden Fe?*'Fe®*, in wich-
tige basale Elektronentransportketten integriert wurde (Falkowski und Raven, 1997, Behrenfeld
etal., 2008).

Rezent haben, bedingt durch die schlechte Loslichkeit von Eisen in aerober und somit oxidati-
ver Umgebung unter neutralem oder alkalischem pH, Zellen spezifische Strategien entwickelt
das Metall zu assimilieren, wie die Reduktion von Fe(ll1)-lonen zu den besser 16slichen Fe(ll)-
lonen oder die Bildung von Siderophoren (spezifische niedermolekulare Trégermolekdle, die
eine hohe Affinitat zu Fe besitzen und dieses komplexieren kénnen) (Weinberg, 1989). Phyto-

plankton ist nicht in der Lage Siderophore zu bilden, jedoch Bakterien, die in enger Interaktion
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mit dem Phytoplankton leben. Das Phytoplankton ist in der Lage, Siderophor gebundenes Fe
aufzunehmen (Hopkins und Morel, 2009).

Durch Loslichkeitsversuche von Fe3* konnte die Wichtigkeit von organischen Liganden, welche
im Meerwasser in nM Bereich vorliegen, weiter untermauert werden (Wu und Luther, 1995). Es
besteht ein Zusammenhang zwischen Fe-Aufnahmerate von marinen eukaryotischen Phytoplank-
ton und der Konzentration an freien, nicht komplexierten Fe” (Sunda und Huntsman, 1995). Bei
diesem Modell bindet Fe” an einem Oberflachenliganden an und wird anschliefend durch die
Plasmamembran transferiert. Die Aufnahmerate wird bestimmt durch die Rate des Ligandenaus-
tausches zwischen der Fe-Spezies und eines Membrantransporters (Hudson und Morel, 1990).
Grundsatzlich gelangt Eisen auf verschiedene Wegen in die oberflachennahen Schichten der
Ozeane: Uber atmospharische Abscheidungen (z.B. Staub, vulkanische Asche, Meteoritenasche,
usw.), Uber marine Prozesse (z.B. geschmolzenes Eis, das Aufsteigen von Tiefenwasser, usw.)
oder durch Zufllsse, wobei quantitativ v.a. Flusse aus dem Einzugsgebiet von Mooren eine be-
deutende Rolle spielen (Breitbarth et al., 2010; Krachler et al., 2010).

Ozeanisch geldstes Fe stammt urspringlich aus der Auflésung von eisenhaltigen Mineralien mit
unterschiedlichen Quellen in und aufRerhalb des Ozeans. Bedingt durch die schlechte Loslichkeit
und die effektive Aufnahme aus der Wasserséaule sinkt der Eisengehalt drastisch, je weiter man
von der Kiiste entfernt ist (Johnson et al., 1997). Frihe Studien identifizierten die Hauptquellen
flr Fe aus dolischen Transport und durch den Auftrieb von Tiefenwasser, welches eine hdhere
Eisenkonzentration hat als das Oberflachenwasser(Martin et. al, 1989).

Atmosphérische Langstreckentransporte durch &olischen Staub sind besonders bedeutsam fir Fe,
Mn und Co, welche in der Erdkruste relativ stark angereichert vorkommen. Die durchschnittliche
Konzentration von geldsten Fe des atlantischen und pazifischen Ozeans ist bei 0,07 nmol kg*
und in einer Tiefe von 500m ist die Durchschnittskonzentration bei 0,76nmol kg™ (Johnson et
al., 1997). In der Biomasse des Phytoplanktons wird Fe jedoch mit der Konzentration 1mmol
Fe/mol C benétigt, was einer ca. 10°-fachen Anreicherung in der Zelle vgl. zum Medium ent-
spricht und somit duf3erst effektive Anreicherungsmechanismen voraussetzt(Morel und Price,
2003).



1.2 Marines Phytoplankton

Die Produktivitdt und das Wachstum von Phytoplankton sind maligeblich von den Faktoren
Licht, verschiedenen Nahrstoffen und der Temperatur abhéngig, wobei sich das Wachstum auf
die euphotische Zone, mit einer Dicke von ca. 80 m im offenen Ozean, beschrénkt, da nur hier
genugend Licht fur die Photosynthese vorhanden ist und somit die Photosyntheseleistung den
respiratorischen Verbrauch ubersteigt und somit mehr C fixiert als frei wird bzw. mehr O frei
als verbraucht wird. Diese diinne Schicht exportiert jedoch jahrlich Milliarden an Tonnen CO3 in
die aphotische Zone, vermindert signifikant das Ausgasen von CO; aus aufsteigenden Tiefen-
wasser in die Atmosphare und spielt durch die Abgabe von Schwefelverbindungen eine wichtige
Rolle fir die Wolkenbildung(Seguin et al., 2010). Es ist also eine Schicht, die groBen Einfluss
auf das Klima der Erde hat. So ist z.B. schon friih ein Potential als C-Senke fur den sudlichen
Ozean vermutet worden (Wenk und Siegenthaler, 1985).

Im rezenten Ozean flhrt die NPP (Nettoprimarproduktion) durch marines Phytoplankton zur
photosynthetischen Fixierung von ~45-50*10%°g organischen Kohlenstoff pro Jahr, was ca. die
Halfte der Primarproduktion der Erde ist(~120%10%°g), wovon ~16*10%g in die Tiefsee gelan-
gen. Dieser Kohlenstofffluss ist getrieben durch eine Phytoplanktonbiomasse von ca. 10%°g, was
nur 0,2% der photosynthetisch aktiven Biomasse der Erde entspricht (Field et al., 1998). Somit
ergibt sich eine durchschnittliche Umsatzrate von ca. einer Woche. Um diese hohe Teilungsrate
aufrecht zu erhalten, die notwendig ist, um den hohen Druck der Weideganger standzuhalten,
missen genugend essentielle Nahrstoffe verfiigbar sein (Falkowski et al. ,1998). Diese entspre-
chen dem Redfield Verhaltnis mit C:N:P=106:16:1, wobei das Verhéltnis von C:N:P im Plank-
ton fast gleich ist dem umgebenden Meerwasser (Redfield, 1934) und somit wirken auRerhalb
der HNLC Regionen hauptséchlich N, P und Si als limitierende Faktoren. Da Phytoplankton die
Basis der autochthonen Nahrungspyramide ist, erklart sich die groRe Bedeutung des Redfield-
Verhaltnisses auf die Ozeanographie.

Zusétzlich zu C, N, P und Si (fur Diatomeen) missen jedoch noch Spurenelemente aufgenom-
men werden, welche mit einem Gehalt von <0,1 uM in der euphotischen Zone vorkommen. Die
Konzentration sémtlicher N&hrstoffe wird ebenfalls dadurch verringert, dass abgestorbene Zellen
die nicht direkt abgebaut oder gefressen werden, absinken und dadurch s&émtliche Nahrstoffe, die
sie enthalten, den oberfladchennahen Wasser entzogen werden. Daraus folgt, dass sich der Gehalt
an essentiellen Nahrstoffe, aber auch der meisten Spurenelemente u.a. Fe verringert, bedingt

durch die Primarproduktion und physikalische Prozesse, je ndher man der Oberflache kommt



(Bruland, 1980; Martin et al., 1989). Dies gilt auch fir weitere Ubergangsmetalle wie Kobalt,
Nickel, Kupfer, Zink und Cadmium (Vraspir und Butler ,2009).
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Abbildung 1:Tiefenprofil von Eisen,Nitrat und Phosphat. Daten aus dem nordpazifischen Ozean und den
Golf von Alaska. Die blauen, quadratischen Datenpunkte sind von Bruland (1980), die roten Kreise von Mar-
tin et al. (1989). Graphik aus Vraspir und Butler (2009).

Das meiste organische Material, inklusive dem von Plankton produzierten mit einem Durchmes-
ser <2um(Picoplankton), wird an der Oberflache remineralisiert. Essentielle Elemente werden so
schnell durch Biota recycelt. Auch ein gewisser Teil der Nahrstoffe, die durch den Abwartsstrom
abgestorbener Biomasse in die Tiefe gelangen, werden durch heterotrophe Bakterien reminerali-
siert und gelangen anschliefend langsam ber Diffusion wieder in die euphotische Zone (Morel
und Price 2003).

Trotzdem ist Eisen der limitierende Faktor fiir die Primarproduktion in groBen Teilen des Oze-
ans, den sogenannten HNLC Regionen(Martin und Fitzwater, 1988).In diesen Regionen, welche
mehr als 20% der Weltmeere ausmachen, sind genug Makronahrstoffe (PO4, NOgz, SiO3) fur das
Wachstum von Phytoplankton vorhanden, das Spurenelement Eisen wirkt jedoch begrenzend.
Die groRen HNLC Regionen befinden sich im subarktischen Ozean, im dquatorialen Pazifik und

im antarktischen Ozean(stdlicher Ozean)(vgl. Abb. 2 und 3).



Average sea-surface chlorophyll, 1998 to 2006 [mg chl m'3]
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Abbildung 2: globale marine oberflachennahe Chlorophyliverteilung als Durchschnittswert von Janur 1998
bis Dezember 2006; Abb. aus World Ocean Atlas (2001) entnommen.
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Abbildung 3:annuelles Mittel der globalen marinen oberflachennahen Phosphatkonzentration; Abb. aus
World Ocean Atlas (2001) entnommen

Durch FeAXs (kunstliche, mesoskale Eisenzugabe-Experimente) konnte endgultig bewiesen
werden, dass Eisen der limitierende Faktor fiir das Phytoplanktonwachstum ist, da die Reaktion

auf die Eisenzugabe zeigte, dass Fe die Dynamik des Algenwachstums kontrolliert , welche dann



den Kohlenstoff-, Stickstoff-, Silizium-, und Schwefelkreislauf beeinflusst, welche dann wiede-
rum starke Auswirkungen auf das Klima der Erde haben.

Durch diese Experimente konnte die Auswirkung von Fe Zugabe auf die Primérproduktion und
auf die Verwertung und den Export von Néhrstoffen untersucht werden (Boyd et al., 2007). Die
Experimente induzierten eine Diatomeen dominierte Algenblite, begleitet von einer beachtlichen
Senkung des CO,-Gehalts des Oberflachenwassers.

Abbildung 4: annuelles Mittel der globalen marinen oberflachennahen Nitratkonznetration in pmol 11 mit

Markierungen fur FeAXs (weiRes Kreuz), FeNXs (rotes Kreuz) und FeeP (griines Kreuz) (Boyd et al. ,2007).

FeAXs welche in Abb. 3 dargestellt sind: SEEDS | und SEEDS 11 (nordwestlicher Pazifik) SE-
RIES (nordostlicher Pazifik) IronEX | und IronEX Il (Aquatorialer Pazifik; Il links von I) Eisen-
Ex (polarer Atlantik) und EIFEX (stdlich von Afrika), SOIREE (polare Gewaésser sidlich von
Neuseeland), SOFEX-N (subpolare Gewasser sudlich von Neuseeland) und SAGE (subpolare
Gewasser, am ndchsten zur Kuste von Neuseeland) (Boyd et al, 2007).

Das genaue weitere Schicksal der produzierten Biomasse konnte jedoch im Rahmen der Experi-
mente nur unzureichend aufgeklart werden. Es gelang jedoch im stdlichen Ozean ein Experi-
ment durchzufihren, bei dem gezeigt werden konnte, dass nach dem Massenabstreben der Algen
(vorwiegend Diatomeen)sich ein rasch sinkendes, schleimiges Aggregat aus verwickelten Zellen
und Zellketten bildete, wobei ca. 50% als POC (partikulérer organischer Kohlenstoff) von der
euphotischen Zone in eine Tiefe von 1000m absank (Smetacek et al., 2012).

AuBerhalb von Algenbliten ist die Produktion und der POC Transport weitgehend entkuppelt
und nur ca. 5-10% des POC gelangen in die Tiefe, wie mit Hilfe von *3*Th als Tracer herausge-
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funden wurde (Buesseler, 1998). Kohlenstoff, welcher in die mesophelagische Zone(ca. 200-
1000m Tiefe) oder tiefer gelangt, ist dort fiir Jahrzehnte bis Jahrhunderte von der Atmosphére
isoliert.

Fur diese Arbeit wurde der marine Chlorophyta Chlorella salina, Butcher 1952 und der marine
Haptophyta Diacronema lutheri, Droop (Basionym: Monochrysis lutheri, Droop 1953) verwen-
det. D. lutheri ist eine fast runde, einzellige, bewegliche Zelle mit einer gelblich griinen Plastide.
Das Haptonema ist zwischen den haarigen anterioren GeifReln. Die Thylakoidlamellen sind paral-
lel (Bendif, 2011). C. salina hat eine kugelférmige Gestalt, welche von einer dinnen, glatten
Zellwand umgeben ist. Die Fortpflanzung erfolgt tber sukzessive Teilungen der Mutterzellen in
acht Tochterzellen, welche anschlieBend durch Aufplatzen der Zellwand freigesetzt werden. C.
salina dhnelt morphologisch der im StRwasser lebenden C. vulgaris, Beijerinck, aber die Zell-
wand ist dicker (Butcher, 1952).

1.3 Huminstoffe (HS)

HS sind eine komplexe und heterogene Mischung von polydispersen Materialien, welche im
Boden, Sedimenten und im nattrlichen Wasser durch biochemische und chemische Reaktionen
wahrend des Zerfalls und der Transformation von pflanzlichen und mikrobiellen Uberresten ge-
bildet wird (der Prozess wird Humifizierung genannt). Pflanzliches Lignin und seine Transfor-
mationsprodukte, Polysaccharide Melanin, Cutin, Proteine, Lipide, Nukleinsduren, usw., sind
wichtige Komponenten, welche an diesem Prozess teilnehmen. HS sind chemisch reaktiv, jedoch
persistent gegeniber biologische Zersetzung. Man kann drei Hauptaktionen unterscheiden:

e Humine kdnnen weder mit einer starken Sdure noch mit einer starken Base extrahiert
werden.

e Huminsauren (HA) und Fulvosauren (FA) sind unter Verwendung einer starken Base aus
dem Boden oder anderen festen Phasen extrahierbar. Aquatische HS enthalten nur HA
und FA.

e HA sind unl6slich bei einem tiefen pH und fallen beim Anséuern der Losung mit HCI auf
pH=1 aus (IHSS, 2007).

Fur diese Arbeit ist der Eintrag durch Fllsse, welche aus Mooren kommen, von besonderem In-
teresse. Hierbei bilden Huminstoffe mit Metallen sehr stabile Chelatkomplexe.

Huminstoffe sind mit ca. 25% des gesamten organischen Kohlenstoffes der Erde und mit ca.
50% des gesamten organischen Kohlenstoffes in StiRgewdassern und Ozeanen die hdufigsten or-

ganischen Konstituenten in der terrestrischen und aquatischen Umwelt(Aiken et. al., 1985).Der



totale C-Gehalt auf der Erde in Huminstoffe ist somit mit ca. 55*10** kg um mehr als das Zehn-
fache hoher als der gesamte Kohlenstoff der Landbiomasse mit ca. 4,8*10%*kg (Stevenson und
Cole, 1999).
Huminstoffe entstehen v.a. als Abbauprodukte von terrestrischen Landpflanzen und leiten sich
von der Ausgangssubstanz Lignin ab. Dies konnte durch die basische Kupferoxid-Oxidation
(Ertel, 1984) oder durch die Thermochemolyse mit TMAH (Tetramethylammoniumhydroxid)
(del Rio und Hatcher, 1995) gezeigt werden. Hierbei entstehen aus aquatischen Huminsubstan-
zen als Oxidationsprodukte phenolische Carboxylsduren, welche dieselbe Struktur aufweisen,
wie die Produkte, die bei der Oxidation von Lignin entstehen. Ebenso konnte durch die Verwen-
dung von hochaufldsender MS, also einer nicht abbauenden Methode, an einer SRFA(Suwanne
River fulvic acid)-Probe die Lignin-Abstammungshypothese bestatigt werden, da viele Peaks an
derselbem Masse auftraten wie bei einem abgebauten Extrakt aus Lignin (Kujawinski et al.,
2002).
Die Stabilitat und Loslichkeit von HS in mariner Umgebung ist stark abhangig von deren Struk-
tur. Ebenso ist der Gehalt an HS in Fliissen unterschiedlich, wobei v.a. Flisse, welche aus Moo-
ren stammen und durch silikatisches Gestein flieRen, einen groen Anteil an der Eisenversor-
gung der Meere tragen. Diese haben einen gelosten Fe-Gehalt von mehr als 8umol L™.Unter der
Annahme, dass 5% des Wassers, welches ber Flisse ins Meer gelangt, aus Mooren stammt,
kommt man auf einen Eintrag von 15*10° mol y* (Krachler et al., 2005).
Es ist bekannt, dass aquatische Huminstoffe einen férdernden Effekt auf die mikrobielle Aktivi-
tat haben da sie als eine N-Quelle benutzt werden kénnen (Hertkorn et al., 2002). Auch konnte
gezeigt werden, dass zumindest manche Basidiomycota Huminstoffe unter C-limitierenden Be-
dingungen als C-Quelle nutzen kénnen und das HS sich forderlich auf deren Wachstum auswir-
ken, sowohl unter C-limitierenden als auch unter normalen Bedingungen (Klein, 2014).
Zu den in dieser Arbeit untersuchten Einfluss von HS auf das Wachstum von marinen Phyto-
plankton unter Fe-Mangel gibt es jedoch unterschiedliche Ergebnisse ob HS das Wachstum for-
dern oder hindern, je nach verwendeten HS. Béhrs und Steinberg(2012) untersuchten den Ein-
fluss von HuminFeed® und HS1500 an zwei verschiedenen Griinalgen und zwei Cyanobakterien.
Bei diesen Untersuchungen wurde weder das Wachstum noch die Photosyntheseleistung durch
die HS inhibiert sondern bei den beiden Grilinalgen sogar gefordert. Ebenso stimulierten niedrige
Konzentrationen HS das Wachstum besser als hohe Konzentrationen.
HS in aquatischen Fllssen, die aus Torfmooren kommen ,ist der Gehalt an ,,wirklich* gelosten
Eisen mit ca. 3300nM mehr als 80 mal héher wie in einen durchschnittlichen Fluss, welcher ca.
40nM enthélt (Krachler et al., 2010). Unter ,,wirklich® geldsten Eisen wird jene Fraktion ver-
10



standen, welche nach der Mischung mit Meerwasser noch in Losung bleibt. Hierbei handelt es
sich v.a. um Partikeln mit einer Masse von kleiner als 10kDa. Durch die Erhohung der Salinitét
und des pH Wertes bei der Vermischung von Flusswasser mit Meerwasser im Miindungsgebiet
werden ca. 80% des Eisen ausgefallt wie Krachler et al. (2010) durch Mischungsversuche zeigen
konnten.

Das Fe, welches in Losung bleibt, ist an starke Liganden gebunden. Auch in Versuchen mit kul-
tivierten marinen Mikroorganismen konnten solche Chelatoren in dem Medium nachgewiesen
werden. Die Komplexbildungskonstanten von Huminstoffen sind durchaus vergleichbar mit je-
nen von Siderophoren. Einige der Siderophore wurden charakterisiert und es wurde festgestellt,
dass diese Ligandensysteme Hydroxamate und Katechole als funktionelle Gruppen enthalten
(Martinez et al., 2001). Einige Siderophore besitzen lipophile Fettsaurereste mit variabler Lange
und als Kopf eine a-Hydroxysdure zusétzlich zum Hydroxamat. In Abwesenheit von Fe bilden
sie Mizelle, bei Zugabe von Fe kommt es zu einer spontanen Phasenumwandlung und diese

Siderophore formen Vesikel (Martinez et al., 2000).
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2. Ziele der Diplomarbeit

Die Hypothese war, dass zu mindestens einige Arten von marinen Phytoplankton in der Lage
sind, durch Huminstoffe komplexiertes Eisen aus Torfmooren aufzunehmen und zu verwerten.
Um diese Hypothese zu verifizieren, wurden Proben von C. salina in einem Medium ohne Eisen
gegeben und mit Huminstoffen versetzt. Durch den Vergleich des Wachstums in diesem Medium
mit dem Wachstum von C. salina mit dem kiinstlichen Komplexbildner EDTA und ganzlich
ohne Eisen bzw. ohne EDTA konnen Rickschlisse darauf gezogen werden, ob das in den
Huminstoffen enthaltene Eisen verwertbar ist. Das Wachstum sollte lber die Zellzahlen be-
stimmt werden.

Die zweite Hypothese, die Uberpruft werden sollte, war, ob und wie sich unterschiedliche Kon-
zentrationen von Huminstoffen auf das Wachstum von C. salina auswirken. Dazu wurden unter-
schiedliche Konzentrationen an Huminstoffen zu den Proben gegeben (1/10, 1/5-mal so viel) und
mit dem Wachstum verglichen, wenn man dieselbe Konzentration an Eisen mit EDTA zusetzt.
Diese niedrigeren Konzentrationen sind auch néher an natirlich vorkommenden Konzentrationen
und es ist somit interessant, auf welche Art und Weise sich die Kurven verdandern, sobald man
mit der Konzentration nach unten geht.

Ein weiteres Ziel war, zu Uberpriifen, ob die Huminstoffe auf verschiedene Phytoplanktonarten
eine unterschiedliche Wirkung haben. Dazu wurde ein Versuch mit der marinen Phytoplankton-
art Diacronema lutheri unter den gleichen Bedingungen wie zuerst mit C. salina durchgefiihrt,
um anschlieRend die Wachstumskurven vergleichen zu kénnen. Da D. lutheri dem Phylum Hap-
tophyta entstammt, wahrend C. salina ein Chlorophyta ist, kann man hier von zwei grundver-
schiedenen Taxa ausgehen. Gerade hinsichtlich Huminstoffen kénnen sogar sehr eng verwandte
Taxa wie z.B. Monoraphidium convolutum und M. minutum, zwei nahe verwandte Chlorophyta,

sehr verschiedene Wachstumsreaktionen zeigen (Karasyova et al, 2007).
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3. Material und Methoden

3.1 Setup

Alle Untersuchungen wurden mit den marinenen Phytoplanktonarten Chlorella salina Butcher
oder Diacronema lutheri (Droop) Bendif & Veéron durchgefihrt, welche aus Sammlung von Al-
genkulturen (SAG) von der Universitat Gottingen erhalten wurde. Samtliche Experimente wur-
den in sterilisiertem 35%o kiinstlichem Meerwasser (Kester et al., 1967) und mit modifizierten f/2
Medium (Guillard und Ryther, 1962, Guillard, 1975) ausgefuhrt (s. Abb. 3 und 4).

Salz Molekulargewicht g/kg Losung mol/l
ing mol?

NaCl 58,44 23,926 0,409
Na2SO4 142,04 4,008 2,8%107
KCI 74,56 0,677 9,1*10°
NaHCOs 84,00 0,196 2,3*10°3
KBr 119,01 0,098 8,2*10™
H3BOs 61,83 0,026 4,010
NaF 41,99 0,003 7,14*10°
MgCIl2*6H20 203,33 10,831 0,053
CaCl,*2H:0 147,03 1,518 0,010
SrCl2*6H2.0 266,64 0,024 9,0%10°

Abbildung 5: Zusammensetzung des kinstliches Meerwasser nach Kester et al. ,1967

Salz Molekulargewicht | g/kg Stammldsung Konzentration in mol/Il
in g mol? im finalen Medium
NaNOs 84,99 75 8,82*10
NaH2PO4*H20 137,99 5 3,62*10°
Na2SiOz*9H,0 284,20 30 1,06*10%
CuSO4*5H.0 249,68 9,8 3,93*10°8
ZnSO4*7H,0 287,54 22 7,65*10°®
CoCl*6H20 237,93 10 4,20%10°%
MnCl2*4H20 197,90 180 9,10*10°7
NaMoOs*2H20 442,86 6,3 2,60%10°®
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Na,EDTA 372,24 4,36 1,17*%10°
FeCls*6H20 270,29 3,15 1,17*10°
Cyanocobalamin (Vita- | 1355,38 1 3,69*1010
min B12)

Biotin (Vitamin H) 244,31 1 2,05*%10°
Thiamin*HCI (Vitamin | 337,27 0,2 2,96*10°7
B1)

Abbildung 6: modifiziertes f/2 Medium nach Guillard und Ryther, 1962

Fur die Herstellung der Spurenelementlésung wurde jeweils 1ml der Metalllésungen zusammen
mit den 3,15 g FeCI3*6H20 und den 4,36g Na2EDTA mit dest. Wasser auf einen Liter aufge-
fullt. Far die Vitaminlosung wurden 200mg Thiamin*HCI zusammen mit 1ml Biotin und 1ml
Cyanocobalamin mit dest. Wasser auf einen Liter aufgefillt. Zur Herstellung des Finalmediums
wurde jeweils 1Iml NaNOs, NaH2POas, Na,SiOs, Spurenelement- und Vitaminstammldsung mit 11
klnstlichem Meerwasser vermischt.

Es wurde >99,999% reines NaCl von Fluka verwendet (Hexacyanoferrat (II)-Gehalt < 1mg/kg)
fir die Spurenelement-Losung wurde Eisen(ll)chloridhexahydrat (puriss. P.a. ACS;98,0-
102%(RT)) ebenfalls von Fluka verwendet. Es wurde zuerst eine Lésung mit 400ml Milipore-
Wasser und dem Magnesium-, Calcium- und Strontiumsalz (volumetrische Salze) hergestelit.
Die restlichen Salze (gravimetrische Salze) wurden extra in 600ml Milipore-Wasser geldst. An-
schlieBend wurden unter kontinuierlichen Riihren die beiden Ldsungen langsam vermischt, um
ein Ausfallen von Carbonaten zu vermeiden.

Die Kulturen wuchsen in 250ml DURAN GlasgefaRen mit GL 45 verschlossen mit PP Schraub-
verschluss. In die Deckel wurde mittels Schere ein ca. 0,5 cm breites Loch gebohrt, durch wel-
ches jeweils eine Pasteurpipette zur Beluftung gesteckt wurde. In die Lécher wurden kleine
Schlauchstiicke(Silikon 4/6mm) gesteckt, um einen moglichst guten Abschluss zwischen Pas-
teurpipette und Deckel zu gewahrleisten und somit die Evapotranspiration zu minimieren.

Die Pasteurpipetten wurden mittels Schlauch (Silikon 4/6mm) , welcher mittels Parafilm dauer-
haft mit der Pipette verbunden wurde, kontinuierlich mit gefilterter Druckluft (Filter: Sartorius
stedim 0,2um mit vorgeschalteten 20 cm langen Kunststoffrohr befillt, mit Aktivkohle abge-
dichtet mit Watte; Schlauch zwischen Aktivkohlefilter und Drucklufthahn: Siltube TR 60
6*10mm) versorgt, da in VVoruntersuchungen ohne Bellftung der pH Wert innerhalb von weni-

gen Tagen stark angestiegen ist, was Kalkausfallung zur Folge hatte.
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Die Temperatur wurde mittels Wasserbad auf 22°C konstant gehalten. Die Algen wurden mittels
Magnetrihrer standig gertuhrt und wahrend der Experimente mit Leuchtstofflampen (Osram L
58W/77 Fluora; Lichtstrom:2250 Im) in einem 16:8 Licht:Dunkel- Zyklus bestrahit.

3.2 Experimenteller Ablauf

Vor den Versuchen wurde der pH Wert des Meereswassers mittels 0,1M NaOH L&sung auf 8,3
eingestellt .Nach Zugabe des f/2 Mediums wurde das Meerwasser durch einen 0,45 um Cellulo-
se-Acetat Filter sterilisiert und jeweils 200ml pro Kultur verwendet. Aus dem Inokulum wurde
so viel Volumen zu den einzelnen Kulturen zugeflgt, dass eine Anfangskonzentration von
9,2*10* bei Chlorella salina und 6,7*10* bei Diacronema lutheri gegeben war. Samtliche Versu-
che wurden in Tripletts durchgefuhrt. Die Gefae wurden zuvor mittels 2M HNOs3, anschlielRend
mit 96% Ethanol und zweimal mit Milipore-Wasser gewaschen.

Die Zellzahlen wurden mittels Zahlkammer (Neubauer improved) bestimmt und anschlie3end

nach folgender Formel berechnet:

AnzahlderZellen
ausgezahlteZellen(mm?) * Kammertiefe(mm) *Verdiinnung

Zellenproml = *1000

Die Diacronema lutheri wurden, um sie leichter zahlen zu kénnen, da sie sich bewegen, zuvor
getotet. Dazu wurde 1ml Losung enthnommen und mit 1l Formalin-Losung (10%, neutral gepuf-
fert, mit ca. 4% Formaldehyd) versetzt. Nach dem Auftragen auf die Zahlkammer wurde ca. 1
min gewartet, bis alle Zellen abgesunken waren und anschliefend wurde ausgezéhlt. Zur Zah-
lung wurde das Mikroskop Reichert Jung Neovar 2 verwendet.

Im ersten Versuch mit Chlorella salina (26.05.2015 bis 09.06.2015) wurden folgende Medien

angesetzt:

Mediumsbezeichnung [Fe] in in mol I-1 im Finalme- | Komplexbildner (Name) in
dium mol I-1

Ideales Medium 1,17*10° (EDTA) 1,17*10°

1/5 Huminstoffe 1,17*10° (Huminstoffe)

Ohne EDTA 1,17%10° 0

Ohne Eisen 0 (EDTA) 1,17*10°
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Im zweiten Versuch mit Chlorella salina(23.06.2015 bis 14.07.2015) wurden folgende Medien

verwendet:

Mediumsbezeichnung [Fe] in in mol I-1 im Finalme- | Komplexbildner (Name) in
dium mol I-1

Ideales Medium 1,17*%10° (EDTA) 1,17*10°

Huminstoffe 1,17%10° (Huminstoffe)

Ohne EDTA 1,17%10° 0

Ohne Eisen 0 (EDTA) 1,17*10°

1/10 Huminstoffe 1,17*10° (Huminstoffe)

1/10 Eisen 1,17*10° (EDTA) 1,17*10°®

Im dritten Versuch mit Diacronema lutheri (14.09.2015 bis 05.10.2015)wurden folgende Ansat-

ze verwendet:

Mediumsbezeichnung [Fe] in in mol I-1 im Finalme- | Komplexbildner (Name) in
dium mol -1

Ideales Medium 1,17*10° (EDTA) 1,17*10°

Huminstoffe 1,17*10° (Huminstoffe)

Ohne EDTA 1,17*10° 0

Ohne Eisen 0 (EDTA) 1,17*10°

Die benotigten Huminstoffe wurden gewonnen, indem 11 Moorwasser aus dem Craggy Burn
Fluss (Schottland) bis fast zur Trockene einrotiert wurde (nicht ganz, da sonst die Rlckstande
nur schwer wieder l6sbar sind). Anschlieend wurden 20 ml kiinstliches Meerwasser zugegeben
und fur mindestens 24h dunkel im Kuhlschrank gelagert. Darauffolgend wurde mit kiinstlichem
Meerwasser auf 50ml aufgefllt.

Die braune Ldsung wurde durch einen 0,45 um Cellulose-Acetat Filter laufen gelassen, um den
Niederschlag zu entfernen. Dann wurden der Probe 3 ml entnommen und mit 1ml konz. Salpe-
tersaure (69.0%; TraceSELECT; von Fluka) angeséuert, um den Eisengehalt der Probe mittels
Flammen-AAS zu bestimmen.

Die filtrierten Lésungen wurden dunkel im Kihlschrank gelagert und es wurde regelméf3ig kon-
trolliert, ob sich partikuldres Material bildet. Dabei wurden Proben mit Niederschlagsbildung

verworfen, die maximale Lagerzeit (iberstieg nie 4 Wochen.
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Aus den Ergebnissen der Flammen-AAS wurde die Eisenkonzentration berechnet und zu den
Huminstoff-Proben ein Volumen an Huminstoff Konzentrat zugegeben, sodass die Eisenkon-
zentration der des ldealmediums entspricht (1,17*10° mol I"). Die Versuchsdauer betrug 21

Tage.
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4. Ergebnisse

Die Flammen-AAS Messungen fiihrten zu folgenden Ergebnissen: Der Eisengehalt der urspriing-
lichen Probe aus dem Craggy Burn betragt 2,375 mg Eisen pro Liter. Die Konzentration in den
einrotierten Proben nach der Mischung mit kiinstlichem Meerwasser betrug zwischen 4,8 und 6,5

mg Eisen pro Liter.

4.1 Ergebnisse von C. salina in unterschiedlichen Medien

Wachstumskurve Chlorella salina 26.05.-15.06.2015

14000000
12000000
10000000
T 8000000
% —e— |dealmedium
©
N —— ohne EDTA*
g 6000000
—&— Huminstoffe*
4000000 —@— ohne Eisen
2000000

Tage

Abbildung 7: Wachstumskurve von Chlorella salina vom 26.05. bis 15.06.2015, wobei in brauner Farbe das
Medium mit Huminstoffe(+HS;-Fe;-EDTA) dargestellt ist, in griner Farbe das Idealmedium (+Fe;+EDTA;-
HS), in roter Farbe ohne EDTA (-EDTA;+FE;-HS) und in schwarzer Farbe das Medium ohne Eisen (-Fe;
+EDTA;-HS). Fur die Huminstoffe und ohne EDTA wurden Dupletts verwendet, markiert durch * da ein
AusreilBer gestrichen wurde(vgl. Abb. 7), sonst Tripletts.
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Abbildung 8: Wachstumskurve von Chlorella salina vom 26.05. bis 15.06.2015. Beschriftung wie in Abb. 6.
Dargestellt sind die einzelnen Proben.

0 7 9 10 11 13 14 17 20 21

ohne EDTA 1 92000 610000| 1392500 2285417 2710417 5487500| 6550000 6487500 6550000 6550000

ohne EDTA 2 92000| 520000| 1505000| 1422500 1875000| 2291667| 2727778| 3434152| 3269444 2858333

ohne EDTA 3 92000 760000| 1337500| 1505208| 2115972| 2156250| 2233333| 2412500| 2293333 2825000

HS1 92000 522500| 1192500| 2899148| 3637500 10175000| 10750000 11250000| 11633333| 11895833

HS2 92000 627500| 1735000| 2058333| 2897917| 5925000/ 6225000 7175000 6400000 6583333

HS3 92000 560000| 1125000| 1729167 3072222| 5272917| 6816667| 9800000 10600000/ 10650000

92000 110000/ 212500| 287500 350000 910000| 2313333| 5487500/ 6150000 6750000

92000 145000| 277500| 285000 540000| 1440000 3258333| 5637500 6116667| 5533333,33

92000 142500| 212500| 240000 440000| 1060000 1670000 4269643| 5316667 5516667

ohne Fe 1 92000 95000 122500 165000 182500 195000 373333 202500 200000 190000

ohne Fe 2 92000 170000/ 187500/ 105000 142500 330000 513333 272500 406667 316667

ohne Fe 3 92000/ 150000 145000| 182500 207500 205000 223333 442500 1000000 963333
Tabelle 1: Gezahlte Zellzahlen von Chlorella salina von 26.05-15.06.2015

0 7 9 10 11 13 14 17 20 21

Ci 92000 132500 234167 270833| 410830 1136667 2413889| 5131548 5861111 5933333

ohne EDT/ 92000| 640000| 1421250| 1463854| 1995486| 2223958 2480556 2923326 2781389 2841667

HS 92000| 541250| 1158750| 2314157| 3354861| 7723958| 8783333| 10525000 11116667| 11272917

ohne Fe 92000| 138333 151667| 150833 177500 243333 370000 305833 535556 490000

Tabelle 2: Zellzahlen von Chlorella salina , wobei hier jeweils der Mittelwert der Tripletts angegeben ist.

Man erkennt, dass nach einer Woche Wachstum sich die Zellzahlen der Proben ohne EDTA und

mit HS sich von der Anfangskonzentration von 9,2*10* auf ca. 60*10* erhéht haben was einer

Zunahme um das ca. 6,5fache entspricht, wobei die Zellen ohne EDTA sich am stérksten ver-

mehrt haben. Die Kulturen mit dem Idealmedium und ohne Eisen haben wéhrenddessen stag-

niert. Dieses Veralten setzt sich bis zum Tag 10 fort. Hier bildet sich dann der erste signifikante

Unterschied zwischen den Zellzahlen im Idealmedium und dem Medium ohne Fe , die Zellzah-
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len im Idealmedium beginnen ab hier starker zu steigen. Die Phase des exponentiellen Wachs-
tums ist bei den HS-Medium zwischen Tag 9 und 15, wéhrend bei den Medien ohne EDTA nur
lineares Wachstum stattfindet, mit der Ausnahme der —-EDTA Probe 1, die zwischen 10. und 13.
Tag sehr stark wéchst. Man erkennt, dass nach dem Tag 15 die Konzentrationen der Algen in-
nerhalb der Standardabweichung relativ konstant bleiben. Die Algenkonzentration im Idealme-
dium und im HS-Medium bilden sigmoide Kurven, wéhrend die Wachstumskurve ohne EDTA
eher linear ausfallt. Die Endkonzentration nach 21 Tagen ist bei den HS Proben bei 11,3*10° und
beim Idealmedium bei 5,9*108, es entspricht also ca. der halben Konzentration der HS. Ohne
EDTA ist die Endkonzentration bei 2,8*10°also ca. der Halfte des Idealmediums und bei der
Probe ohne Fe bei 0,49*10° ,also weniger als einem Zehntel bezogen auf das Idealmedium. Auf-
fallig ist, dass die Wachstumskurven von —-EDTA- und HS-Medium gut korrelieren, das Wachs-
tum ohne EDTA jedoch nach ca. 10 Tagen einbricht und stagniert. Das Idealmedium beginnt
hier erst zu wachsen, die Kurve ist nach rechts verschoben. Eine —Fe Kultur wéchst in den letz-
ten 2 Tagen noch von 0,30*10° auf 4,9*%10°.Da dieses Wachstum v.a. aus dem Wachstum einer

einzelnen Probe resultiert, ist hier eine Kontamination mit Fe aus der Umgebung wahrscheinlich.

Diskussion

Anhand der Daten dieses Versuches lasst sich auf jeden Fall feststellen, dass Chlorella salina
fahig ist, in einem Medium, in welchem das FeCls und das Na2EDTA durch Fe-HS ersetzt ist, zu
wachsen, d.h. das Fe muss auf irgendeine Art und Weise fiir diese Phytoplanktonart bioverfugbar
sein.

Da C. salina in den Kulturen mit HS sowohl deutlich schneller gewachsen ist, als auch héhere
Konzentrationen erreicht haben, ist davon auszugehen, dass die HS eine wachstumsférdernde
Wirkung haben. Wodurch genau dieser Effekt zustande kommt, kann nicht gesagt werden. Dass
es im Medium ohne EDTA ebenfalls zu einem Wachstum kommt, kann unterschiedliche Griinde
haben:

e C. salina kann das Fe intrazelluldr speichern und an die Tochtergeneration weitergeben.
Dies wirde jedoch im Widerspruch dazu stehen, dass die Kultur ohne Fe iberhaupt nicht
gewachsen ist. Samtliche Zellen wurden ja zuvor in einem Vollmedium gehalten und
somit mussten die Speicher aufgefllt sein und es musste zumindest zu Be-
ginn im Medium ohne Fe ein &hnliches Wachstum wie bei den anderen Kulturen zu be-
obachten sein.

e Das Fe ist in der Losung enthalten, auch wenn kein Komplexbildner enthalten ist. Es

fallt zwar als Niederschlag aus, ist aber noch immer im Gleichgewicht mit der Ldsung.
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Es kann dann sein, dass C. salina der Ldsung diese geringen Eisenkonzentrationen be-
standig entziehen kann und sich das Fe aus dem Niederschlag wieder I6st bis sich das
Loslichkeitsgleichgewicht wieder eingestellt hat. Da die Ldsung stark geriihrt wird und
das Volumen mit 200ml relativ gering ist, ist es durchaus méglich, dass die Algen zu-
mindest bis zu einer gewissen Zellzahl Fe aus der Losung gewinnen kénnen.

e Da es sich um eine axenische Kultur (SAG 8.86 Chlorella salina) handelt, sollte zumin-
dest eine Kontamination mit Bakterien, welche Siderophore bei Eisenmangel synthetisie-

ren, ausgeschlossen werden kénne.

Man kann weiters sehen, dass sowohl ein Mangel an Fe als auch an Komplexbildner zu einer
Inhibition des Wachstums fiihrt. Dies wirde auch gut mit den Ergebnissen von Kuma und
Matsunaga Ubereinstimmen, die bei Versuchen mit Diatomeen und marinen Flagellaten feststell-
ten, dass das Wachstum mit Fe-EDTA ca. doppelt so gut war wie mit amorphen Fe203*xH-0.
Ohne Fe und mit Zugabe von FeOOH wurde ebenfalls fast kein Wachstum gemessen. Sie
schlussfolgerten, dass die Verfiigbarkeit von kolloidalen Fe als Eisenressource fir Phytoplank-
ton von der thermodynamischen Stabilitat und kinetischen Labilitat der kolloidalen Eisenoxid-
Phase abhangt(Kuma und Matsunaga, 1995).

Da das bei den Versuchen verwendete FeCls*6H20 nach der Zugabe zum kinstlichen Meerwas-
ser zu Fe(H20)6*" hydratisiert wird und anschlieBend durch Hydroxid-lonen hydrolisiert zum
Fe(OH)s, welches dann fortlaufend durch Dehydration und Kristallisation altert tiber FeOOH zu
Fe>03*9H,0 und abschielRend zuFe>Os3, wobei die Loslichkeit fortlaufend sinkt (Kendall et al.,
2012). Durch die zunehmend schlechtere Loslichkeit der Fe-Spezies wiirde sich die Abnahme

des Wachstums der —-EDTA-L6sung erklaren lassen.
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4.2 Ergebnisse von C. salina mit unterschiedlichen HS- Konzentrationen

Algenwachstum 23.6. bis 14.07.2015
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—8— |dealmedium
8000000 —@—ohne EDTA
—@— Huminsdure
6000000
—@—ohne Fe
4000000 1/10 Humins&ure
—8—1/10Fe
2000000
0
25
-2000000

Abbildung 9: Wachstumskurve von Chlorella salina vom 26.05. bis 15.06.2015 wobei in brauner Farbe das
Medium mit Huminstoffe(+HS;-Fe;-EDTA) dargestellt ist, in griner Farbe das Idealmedium (+Fe;+EDTA)
in roter Farbe ohne EDTA (-EDTA;+FE) und in schwarzer Farbe das Medium ohne Eisen (-Fe; +EDTA), in
grauer Farbe 1/10 Fe (bezogen auf das Idealmedium) und in orange 1/10 HS(bezogen auf volle HS Konzent-
ration).

Wachstumskurve Chlorella salina 23.6. bis 14.7.2015
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Abbildung 10: Wachstumskurve von Chlorella salina vom 23.06. bis 14.07.2015. Beschriftung wie in Abb. 9.
Dargestellt sind die einzelnen Proben.
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0 7 9 10 14 18 20 21
ohne EDTA 1 92000 350000 222500 235000 235000 310000 367500 357500
ohne EDTA 2 92000 300000 327500 330000 330000 332500 397500 400000
ohne EDTA 3 92000 295000 375000 432500 440000 497500 492500 550000
HS1 92000 357500 940000 1460417 5566667 9800000/ 11600000 11183333,3
HS2 92000 192500 485000 747500 3300000 7383333 9400000 10416667
HS3 92000 295000 1035000 1256250 4733333 6300000 6600000 6400000
92000 705000 1832500 2125000 4718750 5000000 4406250 4668750
92000 722500 1490000 2155833 2366667 2641667 2287500 2516667
92000 700000 1655833 2412500 3333333 6375000 7050000 7050000
ohne Fe 1 92000 172500 127500 222500 2525000 2306250 2575000 2643750
ohne Fe 2 92000 132500 195000 172500 187500 500000 580000 587500
ohne Fe 3 92000 112500 150000 155000 155000 345000 552500 550000
1/10 HS 1 92000 362500 400000 567500 923333 1913889 3800000 4008333
1/10 HS 2 92000 532500 907500 1764583 4416667 6566667 8583333 8833333
1/10HS 3 92000 507500 1362500 1407500 4750000 6600000 7450000 7766667
1/10Fe 1 92000 150000 127500 187500 236667 496667 500000 480000
1/10 Fe 2 92000 220000 195000 182500 233333 233333 273333 213333
1/10Fe 3 92000 167500 257500 282500 733333 2283333 2225000 2358333
Tabelle 3: Gezahlte Zellzahlen von Chlorella salina vom 26.05. bis 15.06.2015
0 7 9 10 14 18 20 21
Ci 92000 709167 1659444 2231111 3472917 4672222 4581250 4745139
ohne EDTA 92000 315000 308333 332500 335000 380000 419167 435833
HS 92000 281667 820000 1154722 4533333 7827778 9200000 9333333
ohne Fe 92000 139167 157500 183333,333 955833 1050417 1235833 1260417
1/10 HS 92000 467500 890000 1246528 3363333 5026852 6611111 6869444
1/10 Fe 92000 179167 193333 217500 401111 1004444( 100444444 1017222

Tabelle 4: Zellzahlen von Chlorella salina, wobei hier jeweils der Mittelwert der Tripletts angegeben ist.

Man erkennt, dass nach einer Woche Wachstum sich die Konzentration im Idealmedium von
9,2*10* auf 70,1*10* erhoht hat, was einer Zunahme um das 7,6fache entspricht und deutlich
ausgepragter ist als im ersten Versuch mit einer Zunahme um das 1,4fache. Die Zellzahlen im
—-EDTA-Medium haben um das 3,4fache zugenommen, was weniger ist als im ersten Versuch,
ebenso im HS Medium (3,1fache). Die Kulturen ohne Fe sind nur um das 1,5fache gewachsen.
Ebenfalls schwaches Wachstum zeigten die Zellen mit 1/10 Fe (1,9fache), wéhrend die Zellzahl
mit 1/10 HS innerhalb der ersten Woche deutlich starker zugenommen hat (5,1fache).

Das Wachstum im HS Medium ist dann jedoch im Zeitraum von Tag 7 bis 20 sehr stark, wobei
die Konzentration um ca. 686 000Zellen/d steigt, was viel mehr ist als im Idealmedium mit
297 853 Zellen/d.

Die Endkonzentration nach 21 Tagen ist im HS-Medium wieder ca. doppelt so hoch wie im Ide-
almedium. Die Konzentration der 1/10 HS ist das 1,4 fache der Zellkonzentration im Idealmedi-
um und das 6,8 fache des 1/10 Fe-Mediums. Das Wachstum im —EDTA Medium war verglichen
mit dem ersten Experiment sehr schlecht, wobei die Endkonzentration unter einer halben Million

blieb und sogar nur weniger als die Halfte der Konzentration des —Fe-Mediums. Das Medium
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mit 1/10 Fe zeigte unter Berlcksichtigung der Standardabweichung keinen Unterschied zu dem

Medium ohne Fe.

Diskussion

Verglichen mit dem ersten Versuch setzt das Wachstum des Idealmediums friher ein, die Zell-
zahlen nach 21 Tagen sind auch etwas niedriger. Vergleicht man jedoch das Verhéltnis der Zell-
zahlen am Ende des Experiments vom HS zum Idealmedium, erhalt man &hnliche Ergebnisse, es
ist wieder ca. die doppelte Zelldichte im HS Medium.1/10 der Fe-Konzentration des Idealmedi-
ums ist scheinbar nicht ausreichend, um gentigend Fe fur das Algenwachstum zur Verfligung zu
stellen. Dies ist v.a. insofern interessant, da C. salina im Medium mit 1/10 HS, welches auch
nicht mehr Fe enthalt, sogar besser als das Idealmedium gewachsen ist. Hier ist offenbar das Fe,
welches durch HS komplexiert besser bioverfligbar als das Fe, welches durch EDTA chelatiert
wird. Es scheint, dass v.a. bei niedrigen Fe Konzentrationen die Art des Chelatliganden grof3en
Einfluss auf das Algenwachstum hat. Diese Ergebnisse stimmen somit auch uberein mit den Be-

obachtungen von Bahrs und Steinberg(2012).
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4.3 Ergebnisse von D. lutheri in unterschiedlichen Medien

Wachstumskurve Diacronema lutheri 14.09-02.10.2015
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Abbildung 11: Wachstumskurve von Diacronema lutheri vom 14.09. bis 02.10.2015 wobei in brauner Farbe
das Medium mit Huminstoffe(+HS;-Fe;-EDTA) dargestellt ist, in griner Farbe das Ildealmedium
(+Fe;+EDTA) in roter Farbe ohne EDTA (-EDTA;+FE) und in schwarzer Farbe das Medium ohne Eisen (-
Fe; +EDTA).

Wachstumskurve Diacronema lutheri 14.09-02.10.2015
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Abbildung 12: Wachstumskurve von Diacronema lutheri vom 14.09. bis 02.10.2015. Beschriftung wie in Abb.
11. Dargestellt sind die einzelnen Proben.
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0 7 9 11 14 16 18
67500 275000 485000 540000 1641667 2283333 2033333
67500 262500 520000 606667 1775000 2033333 2141667
67500 275000 507500 576667 1816667 2125000 2041667
67500 642500 627500 1628333 3606250 3625000 3258333
67500 580000 560000 1230000 3006250 3162500 3425000
67500 137500 497500 425000 1725000 2008333 1641667
67500 150000 557500 656667 2116667 2383333 2650000
ohne Fe 1 67500 105000 95000 533333 633333 1033333 923333
ohne Fe 2 67500 192500 170000 680000 1066667 1063333 1043333
ohne Fe 3 67500 195000 150000 720000 883333 1036667 970000
Tabelle 5: Zellzahlen von Diacronema lutheri von 14.09.-02.10.2015
0 7 9 11 14 16 18
67500 143750 527500 540833 1920833 2195833 2145833
67500 270833 504167 574444 1744444 2147222 2072222
67500 611250 730000 952778 3306250 3393750 3341667
67500 164167 678889 644444 861111 1044444 978889

Tabelle 6: Zellzahlen von Diacronema lutheri wobei hier jeweils der Mittelwert der Tripletts angegeben ist.

Bei diesem Versuch mit D. lutheri ist eine HS und eine Idealkultur Uberhaupt nicht gewachsen,
und deshalb musste hierbei mit Dupletts gearbeitet werden.

Diskussion

Die Zellzahlen im Idealmedium und mit HS sind nach 18 Tagen niedriger als bei den gleichen
Setup mit C. salina. Die Zellzahlen im Medium ohne Fe entsprechen ca. denen des 2. Versuches
mit C. salina. Auffallig ist das viel starker ausgeprégte Wachstum von D. lutheri ohne EDTA im
Vergleich zu C. salina, v.a. wenn man die niedrigeren Zellzahlen der Idealkultur berticksichtigt.
Das Wachstum im —EDTA-Medium und im Idealmedium war unter Einbeziehung der Stan-
dardabweichung gleich stark ausgepragt, d.h. der Zusatz des Chelatkomplexbildners hatte keinen
Einfluss auf das Wachstum.
Da auch bei diesem Versuch das Wachstum im-Fe Medium stark verlangsamt ist, ist auch fir D.
lutheri Fe im Medium notwendig und es genligt nicht das interzelluldr gespeicherte Fe. Bei D.
lutheri handelt es sich um eine nicht axenische Kultur (SAG 926-1 Diacronema lutheri),
wodurch es durchaus maéglich ist, dass in der Kultur enthaltene Bakterien oder Pilze Siderophore
in das Medium abgeben, die anschlieRend das Fe komplexieren und von D. lutheri als Eisenquel-
le benutzt werden kdnnen.
Eine weitere Mdoglichkeit ist das das Phytoplankton das Fe direkt aus der Losung aufnehmen

kann, da das ausgefallene Fe nicht entfernt wird. Wenn hierbei D. lutheri eine effektivere Strate-
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gie hat als C. salina wiurde dies die hoheren Zellzahlen im — EDTA Medium erkléaren. Es konnte
auch sein das D. lutheri weniger Fe ben6tigt wobei eindeutig anhand des Zellwachstums im-Fe

Medium gezeigt wurde, dass auch D. lutheri eine gewisse Fe-Zufuhr bendtigt.
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5. Zusammenfassung

An Hand der beiden mariner Phytoplanktonarten Chlorella salina, Butcher und Diacronema
lutheri, Droop wurde die Bioverfuigbarkeit von durch Huminsubstanzen komplexiertem Eisen fiir
marines Phytoplankton getestet werden. Um diese zu uberprifen wurde C. salina unter Zugabe
unterschiedlicher Konzentrationen an Huminstoffen (HS) geziichtet. Als Kontrollprobe dient
eine Losung mit dem kunstlichen Komplexbildner Ethylendiamintetraacetat(EDTA) und Ei-
sen(Fe), eine Probe ohne Fe und eine Probe ohne EDTA dafur mit Fe. Um die natirlichen Be-
dingungen im Meer zu simulieren und gleichzeitig die genaue Zusammensetzung des Mediums
zu kennen wurde kunstliches Meerwasser benutzt. Als Medium fir die Algen wurde das ,,Enri-
ched Seawater Medium f/2* verwendet. Die Zelldichte der Algen wurde Uber Z&hlkam-
mern(Neubauer improved) ausgewertet. Die Messungen wurden (ber den Testzeit-
raum(21d)periodisch wiederholt um die Wachstumskurven in Abhangigkeit vom Medium zu
erhalten. Dabei konnte gezeigt werden das C. salina ca. doppelt so hohe Zellzahlen in einem
Medium erreicht welches anstatt EDTA Huminstoffe als Komplexbildner enthélt. Senkt man die
Konzentration an Fe auf 1/10 sinkt das Wachstum stark ab. Wenn man unter diesen Bedingungen
HS verwendet ist das Wachstum jedoch wieder fast so gut wie unter Idealbedingungen.

Dass die HS das Wachstum fordern wurde ebenfalls an D. lutheri bestétigt. Hier zeigte sich der-
selbe deutliche wachstumsfordernde Effekt wie bei C. salina. Bei den Kontrollproben ohne Fe

war das Wachstum bei allen VVersuchen inhibiert.
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9. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Tiefenprofil von Eisen,Nitrat und Phosphat. Daten aus dem nordpazifischen
Ozean und den Golf von Alaska. Die blauen, quadratischen Datenpunkte sind von Bruland
(1980), die roten Kreise von Martin et al. (1989). Graphik aus Vraspir und Butler (2009).

Abbildung 2: globale marine oberflachennahe Chlorophyllverteilung als Durchschnittswert von
Janur 1998 bis Dezember 2006; Abb. aus World Ocean Atlas (2001) entnommen

Abbildung 13:annuelles Mittel der globalen marinen oberflachennahen Phosphatkonzentration;
Abb. aus World Ocean Atlas (2001) enthommen

Abbildung 14: annuelles Mittel der globalen marinen oberflachennahen Nitratkonznetration in
pmol I-1 mit Markierungen fir FeAXs (weilles Kreuz), FeNXs (rotes Kreuz) und FeeP (grunes
Kreuz) (Boyd et al. ,2007).

Abbildung 5: Zusammensetzung des kiinstlichen Meerwassers nach Kester et al. ,1967
Abbildung 6: modifiziertes /2 Medium nach Guillard und Ryther, 1962

Abbildung 7: Wachstumskurve von Chlorella salina vom 26.05. bis 15.06.2015, wobei in
brauner Farbe das Medium mit Huminstoffe(+HS;-Fe;-EDTA) dargestellt ist, in griiner Farbe das
Idealmedium (+Fe;+EDTA;-HS), in roter Farbe ohne EDTA (-EDTA;+FE;-HS) und in
schwarzer Farbe das Medium ohne Eisen (-Fe; +EDTA;-HS). Fur die Huminstoffe und ohne
EDTA wurden Dupletts verwendet, markiert durch * da ein Ausreiler gestrichen wurde(vgl.
Abb. 7), sonst Tripletts.

Abbildung 8: Wachstumskurve von Chlorella salina vom 26.05. bis 15.06.2015. Beschriftung
wie in Abb. 6. Dargestellt sind die einzelnen Proben.

Abbildung 9: Wachstumskurve von Chlorella salina vom 26.05. bis 15.06.2015 wobei in
brauner Farbe das Medium mit Huminstoffe(+HS;-Fe;-EDTA) dargestellt ist, in griner Farbe das
Idealmedium (+Fe;+EDTA) in roter Farbe ohne EDTA (-EDTA;+FE) und in schwarzer Farbe
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das Medium ohne Eisen (-Fe; +EDTA), in grauer Farbe 1/10 Fe (bezogen auf das Idealmedium)
und in orange 1/10 HS(bezogen auf volle HS Konzentration).
Abbildung 10: Wachstumskurve von Chlorella salina vom 23.06. bis 14.07.2015. Beschriftung

wie in Abb. 8. Dargestellt sind die einzelnen Proben.

Abbildung 15: Wachstumskurve von Diacronema lutheri vom 14.09. bis 02.10.2015 wobei in
brauner Farbe das Medium mit Huminstoffe(+HS;-Fe;-EDTA) dargestellt ist, in griiner Farbe das
Idealmedium (+Fe;+EDTA) in roter Farbe ohne EDTA (-EDTA;+FE) und in schwarzer Farbe
das Medium ohne Eisen (-Fe; +EDTA).

Abbildung 16: Wachstumskurve von Diacronema lutheri vom 14.09. bis 02.10.2015.
Beschriftung wie in Abb. 11. Dargestellt sind die einzelnen Proben.
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Tabelle 4: Zellzahlen von Chlorella salina, wobei hier jeweils der Mittelwert der Tripletts an-
gegeben ist.

Tabelle 5: Zellzahlen von Diacronema lutheri

Tabelle 6: Zellzahlen von Diacronema lutheri wobei hier jeweils der Mittelwert der Tripletts
angegeben ist.
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10. Anhang

Daten von Chlorella salina 26.05.2015- 15.06.2015

26.05.2015 Ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwer
Tag7 120000 110000 130000 145000( 270000 142500 132500
90000 140000 120000
100000|SD 140000 SD 90000|SD SD
130000 15811 170000 15000[ 90000  74624| 15943
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
510000 610000| 470000 520000{ 770000/ 760000 630000
610000 570000 740000
600000(SD 520000(SD 750000(SD SD
720000 74498 r 520000 35355 r 780000 15811 98995
HS1 HS2 HS3
460000 522500{ 500000 627500 600000/ 560000{ 570000
410000 630000 570000
520000(SD 760000(SD 600000(SD SD
700000 109630 r 620000 92026 ’ 470000 53385 43445
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
90000 95000| 320000 170000 170000 150000 138333
190000 200000 170000
60000(SD 70000(SD 80000|SD SD
40000 57663 90000 99750 180000 40620 31710
28.05.2015 ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwert
Tag9 210000 212500 320000 277500 90000| 212500 234167
190000 250000 340000
220000(SD 310000 SD 200000(SD SD
230000 r 14790,2 230000 38324,27 ! 220000 88706 30641
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
1350000( 1392500 1630000 1505000 1370000 1337500 1411667
1310000 1640000 1420000
1540000(SD 1510000(SD 1310000|SD SD
1370000| 87856,4[ 1240000| 161322,7[ 1250000| 63786,8 69712
HS1 HS2 HS3
1160000( 1192500 1320000 1735000 1430000| 1125000| 1350833,3
1170000 1660000 1130000
1150000(SD 2130000|SD 980000|SD SD
1290000 56734 r 1830000 292788,3 r 960000| 187949 273041
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
150000 122500 230000 187500 100000 145000( 151666,67
100000 260000 210000
130000|SD 140000|SD 80000|SD SD
110000( 19202,9 r 120000| 58896,09 ! 190000( 55901,7 26952
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29.05.2015 Ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwert
Tag10 370000 287500 250000 285000 160000 240000 270833
210000 340000 400000
250000(SD 240000 SD 180000|SD SD
320000 61796 310000 41533( 220000 94868 21826
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
2550000| 2285417| 1340000| 1422500| 1512500 1505208 1737708
2875000 1300000 1300000
1883333|SD 1500000(SD 1575000|SD SD
1833333 442624( 1550000 104970[ 1633333 125947 388757
HS1 HS2 HS3
4500000 2899148 1850000 2058333 2083333 1729167 2228883
2437500 2016667 1883333
2454545|SD 2050000(SD 1550000(SD SD
2204545 929515( 2316667 167290( 1400000 269097 492632
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
110000 165000 110000 105000 80000 182500 150833
160000 90000 90000
250000(SD 110000|SD 230000(SD SD
140000 52202 110000 8660 330000 103773 33187
30.05.2015 ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwert
Tag 11 390000 350000 480000 540000 430000 440000 443333
250000 550000 370000
320000(SD 530000 SD 540000(SD SD
440000 71764 600000 43012( 420000 62048 77603
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
2625000 2710417 1520000 1875000| 1562500 1762500 2115972
3350000 1280000 1737500
2500000(SD 2200000(SD 1750000(SD SD
2366667 380395 2500000 494039( 2000000 155875 422837
HS1 HS2 HS3
3850000 3637500( 2725000 2897916,67| 2450000 2681250| 3072222,222
2925000 2750000 2700000
4200000(SD 3216667 (SD 2525000(SD SD
3575000 467206 2900000 195822 3050000 231419 409382
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
200000 182500 140000 142500 190000 207500 177500
180000 200000 140000
160000|SD 90000|SD 180000(SD SD
190000 14790[ 140000 38971 320000 67592,5 26771
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01.06.2015 ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwert
Tag13 1110000{ 910000 1540000 1440000 1040000| 1060000 1136667
800000 1590000 1080000
840000|SD 1280000(SD 1020000(SD SD
890000| 119791 r 1350000 128647 r 1100000 31623 223060
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
5750000| 5487500 2625000| 2291667 3200000 2156250 3311806
5400000 1516666,7 1700000
6000000|SD 2800000(SD 1850000(SD SD
4800000 450521 r 2225000| 493605 r 1875000 606314 1539441
HS1 HS2 HS3
9550000 1E+07 6250000| 5925000 5350000 5272917| 7124305,556
10000000 4850000 5750000
10800000(SD 6000000|SD 4791666,7 |SD SD
10350000 458939 ’ 6600000 656220 r 5200000| 342954 2173531
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
250000 195000 380000| 330000 220000| 205000| 243333,3333
160000 360000 150000
150000|SD 230000(SD 260000(SD SD
220000 41533 r 350000 58737 f 190000 40311 61418
02.06.2015 ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwert
Tag 14 1150000 1285000 1540000 1440000 1040000 1060000 1261667
1120000 1590000 1080000
1430000{SD 1280000 SD 1020000(SD SD
1440000 150416 1350000 128647 1100000 31623 156009
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
5750000 5487500| 2625000 2291667 3200000 2156250 3311806
5400000 1516667 1700000
6000000(SD 2800000|SD 1850000(SD SD
4800000 450521[ 2225000 493605 1875000 606314 1539441
HS1 HS2 HS3
9750000 10750000{ 6250000( 6225000 5350000( 5272916,67 7415972
1E+07 5550000 5750000
1,2E+07|SD 6400000(SD 4791667 |SD SD
1,1E+07 761577 6700000 422049 5200000 342954 2389340
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
250000 195000 380000 330000 220000 205000 243333
160000 360000 150000
150000(SD 230000|SD 260000|SD SD
220000 41533 350000 58737 190000 40311 61418

39




03.06.2015 ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwert
Tag 15 2220000| 2313333 3050000 3258333 1330000 1670000| 2413889
Daten von Ewelina 2700000 2950000 1650000

2020000(|SD 3775000 SD 2030000(SD SD
285346 367612 286124 652321
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
6800000 6550000 3216667| 2727778 2533333 2233333,333| 3837037
6100000 2350000 1983333
6750000(SD 2616667 (SD 2183333(SD SD
318852 362433 227303| 1928945
HS1 HS2 HS3
10050000 1E+07 6600000 6250000 6300000 6816667 7750000
8500000 5400000 7300000
12000000(SD 6750000(SD 6850000(SD SD
1431976 604152 408928 1736109
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
280000 373333 420000| 513333 410000 223333 370000
290000 630000 110000
550000(SD 490000(SD 150000|SD SD
124989 87305 133000 118415
05.06.2015 ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelweri
17 5500000| 5487500| 5950000 5637500 4250000 4269643| 5131548
5250000 5500000 3500000
6150000 5400000 5400000
5050000 414390 5700000 210283( 3928571 704765
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
6400000| 6487500| 3642857| 3434152 2425000 2412500( 4111384
6000000 3156250 2000000
7050000 3531250 2850000
6500000 374792 3406250 180965[ 2375000 301299
HS1 HS2 HS3
10350000| 11250000 8050000| 7175000 8800000 9800000| 9408333
9750000 6250000 9500000
12600000 7750000 10150000
12300000| 1223213 6650000 746241 10750000 727152
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
240000 202500 260000| 272500 320000 442500 305833
170000 280000 780000
190000 300000 320000
210000 25860[ 250000 19203( 350000 195240
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08.06.2015 ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwert
Tag 20 6500000 6150000 5100000( 6116666,667| 5400000| 5316667 5861111
5900000 7050000 5050000
6050000 6200000 5500000 SD
254951 798262 192931 385221
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
5950000 5666667| 2733333,33| 3269444,444( 2130000| 2293333 3743148
5650000 3850000 1966667
5400000 3225000 2783333 SD
224846 456959,2196 352840 1417308
HS1 HS2 HS3
12100000| 11633333 6400000 6400000 1,2E+07| 1,1E+07| 9544444,444
10250000 6750000 1,1E+07
12550000 6050000 9700000 SD
995266,6 285774 778888 2263124
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
270000 200000 520000( 406666,6667( 870000| 1000000 535555,5556
170000 330000 1150000
160000 370000 980000 SD
49666 81786 115181 339076
09.06.2015 ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwert
21| 7250000( 6750000| 5850000 5533333 5350000| 5516666,667 5933333
6200000 4450000 6450000
6800000 6300000 4750000 SD
430116 787753 703957 577511
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
6600000| 6550000( 2400000| 2858333,33| 3300000 2825000 4077778
6750000 3175000 2225000
6300000 3000000 2950000 SD
187083 331872 447679 1748178
HS1 HS2 HS3
1,3E+07| 11895833| 6300000 6583333 1E+07 10650000 9709722
1,1E+07 6350000 1E+07
1,2E+07 7100000 1,2E+07 SD
1123069 365908 672062 2268444
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
250000 190000| 190000| 316666,667| 670000 963333 490000
230000 440000 900000
90000 320000 1320000 SD
71181 102089 269114 338668
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Daten von Chlorella salina 23.06.2015- 14.07.2015

30.06.2015
Tag 7

ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwert

690000 705000 920000 722500 810000 700000 709167

890000 570000 650000

600000|SD 690000 SD 630000|SD SD

640000 111467 710000 125971[ 710000 70000 9647
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3

220000 350000 350000 300000 300000 295000 315000

440000 270000 270000

420000(SD 280000|SD 320000|SD SD

320000 87750 r 300000 30822 ’ 290000 18028 24833
HS1 HS2 HS3

360000 357500 220000 192500 280000 295000 281667

290000 130000 250000

400000(SD 240000|SD 340000|SD SD

380000 41458 r 180000 42057 ’ 310000 33541 68018
ohneFe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3

150000 172500 110000 132500 50000 112500 139167

220000 200000 140000

160000(|SD 100000(|SD 140000(SD SD

160000 27726 r 120000 39607 r 120000 36997 24944
1/10 HS 1 1/10 HS 2 1/10 HS 3

320000 362500 610000 532500 490000 507500 467500

180000 480000 530000

530000|SD 480000(SD 470000(SD SD

420000 128914 r 560000 55396 ’ 540000 28614 74944
1/10 Fe 1 1/10 Fe 2 1/10 Fe 3

140000 150000 230000 220000 110000 167500 179167

130000 240000 170000

170000(|SD 220000|SD 170000(SD SD

160000 15811 r 190000 18708 r 220000 38971 29744
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01.07.2015
Tag9

ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwert
1750000 1832500 1460000 1490000 1866667| 1655833,33 1659444
2500000 1550000 1410000
1230000|SD 1420000 SD 1716667|SD SD
1850000 451574 1530000 52440( 1630000 165267 139848
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
180000 222500 470000 327500 410000 375000 308333
290000 280000 320000
150000(SD 310000(SD 350000(SD SD
270000 58896 250000 84963[ 420000 41533 63716
HS1 HS2 HS3
970000 940000 470000 485000 1160000 1035000 820000
860000 400000 930000
1240000|SD 530000|SD 1040000|SD SD
690000 199875[ 540000 55902 1010000 82614 240035
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
110000 127500 280000 195000 170000 150000 157500
100000 100000 170000
170000(SD 330000(SD 80000|SD SD
130000 26810 70000 111915[ 180000 40620 28062
1/10HS 1 1/10 HS 2 1/10 HS 3
410000 400000 870000 907500 1450000 1362500 890000
500000 860000 1280000
390000(SD 880000|SD 1260000|SD SD
300000 71063 ’ 1020000 65336 r 1460000 92837 393134
1/10Fe 1 1/10 Fe 2 1/10 Fe 3
110000 127500 200000 195000 200000 257500 193333
100000 180000 160000
170000(SD 280000(SD 310000(SD SD
130000 26810( 120000 57228[ 360000 80739 53085
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02.07.2015
Tag 10

ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwert
2500000 2125000 1430000 2155833,33 2725000 2412500 2231111
1725000 2583333 2316667
2150000(SD 2500000 SD 2375000(SD SD
2125000 274431( 2110000 455561[ 2233333 187315 128878
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
330000 235000 330000 330000 540000 432500 332500
180000 230000 610000
110000|SD 400000(SD 350000(SD SD
320000 93408 360000 62849 230000 150727 80648
HS1 HS2 HS3
1516666,67 1460417 800000 747500 1325000 1256250 1154722
1525000 740000 1020000
1280000(SD 680000(SD 1400000(SD SD
1520000 104206 770000 44371( 1280000 142976 299770
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
240000 222500 190000 172500 140000 155000 183333
280000 220000 130000
90000(SD 150000|SD 190000|SD SD
280000 78222( 130000 34911 160000 22913 28602
1/10HS 1 1/10 HS 2 1/10HS 3
530000 567500 1616667 1764583,33 1070000 1407500| 1246527,78
620000 2000000 1150000
540000(SD 1616667|SD 1550000(SD SD
580000 35620 1825000 160335 1860000 318306 501788
1/10Fe 1 1/10 Fe 2 1/10 Fe 3
170000 187500 230000 182500 220000 282500 217500
180000 150000 430000
200000(SD 110000|SD 270000|SD SD
200000 12990( 240000 54486 210000 88141 46007
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06.07.2015
14

ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwert
4375000 4718750 2225000 2366667 4000000 3333333 3472917
4500000 2450000 2800000
4850000(SD 2425000 SD 3200000(SD SD
5150000 303817 100692 498887,652 965293
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
330000 235000 330000 330000 540000 440000 335000
180000 230000 610000
110000(SD 400000|SD 350000(SD SD
320000 93408[ 360000 62849[ 260000 140890 83766
HS1 HS2 HS3
5600000 5566667 3725000 3300000 5200000 4733333 4533333
5100000 3100000 4450000
6000000(SD 3075000(SD 4550000|SD SD
368179 300694 332499 936107
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
2225000 2525000 200000 187500 130000 155000 955833
2675000 150000 170000
2275000(SD 280000(SD 80000|SD SD
2925000 289396 120000 60570[ 240000 58523 1109648
1/10HS 1 1/10 HS 2 1/10HS 3
870000 923333 5150000 4416667 4700000 4750000 3363333
950000 4200000 4400000
950000|SD 3900000(SD 5150000(SD SD
37712 532812 308221 1730699
1/10Fe 1 1/10 Fe 2 1/10 Fe 3
200000 236667 200000 233333 780000 733333 401111
280000 220000 780000
230000(SD 280000(SD 640000|SD SD
32998 33993 65997 234921
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10.07.2015
Tag 18

ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwert
4150000 5000000 2450000 2641667 9250000 6375000 4672222
4900000 2750000 4800000
5250000|SD 2725000|SD 5075000|SD SD
5700000 566789 135913 2036030 1541649
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
380000 310000 350000 332500 540000 497500 380000
250000 240000 380000
270000(SD 290000(SD 450000|SD SD
340000 52440( 450000 78222( 620000 90657 83591
HS1 HS2 HS3
10650000 9800000 7100000 7383333 6450000 6300000 7827778
9650000 6850000 6150000
9100000(SD 8200000(SD 6300000(SD SD
641613 586420 122474 1463022
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
2300000 2306250 390000 500000 370000 345000 1050417
2975000 540000 400000
1925000(SD 440000(SD 400000|SD SD
2025000 409792 630000 92466 210000 78899 890260
1/10 HS 1 1/10 HS 2 1/10 HS 3
1716667 1913889 6450000 6566667 6050000 6600000 5026852
1525000 6900000 7200000
2500000(SD 6350000(SD 6550000(SD SD
421765 239212 470815 2201239
1/10Fe 1 1/10 Fe 2 1/10 Fe 3
530000 496667 200000 233333 2600000| 2283333,33 1004444
470000 220000 2200000
490000(SD 280000(SD 2050000(SD SD
24944 33993 232140 910679
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13.07.2015
20

ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwert
4025000 4406250 2225000 2287500 9150000 7050000 4581250
4325000 2425000 5600000
4650000(SD 2450000 SD 6400000|SD SD
4625000 254568 2050000 100692 1520417 1948216
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
220000 367500 380000 397500 610000 492500 419167
280000 200000 430000
430000(SD 640000(SD 540000(SD SD
540000 125574 370000 157222 390000 87285 53281
HS1 HS2 HS3
11400000 11600000 8250000 9400000 6550000 6600000 9200000
12150000 9900000 7200000
11250000(SD 10050000(SD 6050000(|SD SD
393700 815475 470815 2046135
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
3125000 2575000 630000 580000 590000 552500 1235833
2450000 570000 470000
2325000(SD 540000(SD 540000(SD SD
2400000 320644[ 580000 32404 610000 54025 947000
1/10HS 1 1/10 HS 2 1/10HS 3
3625000 3800000 8150000 8583333 7200000 7450000 6611111
3825000 8400000 7850000
3950000(SD 9200000(SD 7300000|SD SD
133853 447834 285774 2040894
1/10Fe 1 1/10 Fe 2 1/10 Fe 3
510000 500000 320000 273333 2175000 2225000 999444
540000 290000 2400000
450000(SD 210000(SD 2100000|SD SD
37417 46428 127475 871525
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14.07.2015
21

ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwert
4375000 4668750 2675000 2516667 9150000 7050000 4745139
4850000 2450000 5600000
4950000(SD 2425000|SD 6400000(SD SD
4500000 238075 112423 1520417 1851514
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
530000 357500 480000 400000 380000 550000 435833
200000 500000 670000
320000(SD 280000|SD 510000(|SD SD
380000 118822( 340000 92736( 640000 115109 82572
HS1 HS2 HS3
11500000 11183333,3 9750000 10416667 7250000 6400000 9333333
11150000 10900000 6050000
10900000(SD 10600000(SD 5900000(SD SD
246080 487055 604152 2097662
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
2225000 2643750 620000 587500 560000 550000 1260417
2875000 540000 430000
2725000|SD 510000|SD 680000|SD SD
2750000 248354( 680000 66849[ 530000 89163 978284
1/10HS 1 1/10 HS 2 1/10 HS 3
3825000 4008333 9800000 8833333 7400000 7766667 6869444
4175000 8150000 8300000
4025000(SD 8550000(SD 7600000(|SD SD
143372 702772 385861 2069446
1/10Fe 1 1/10Fe 2 1/10 Fe 3
450000 480000 220000 213333 2450000 2358333 1017222
500000 190000 2325000
490000|SD 230000(SD 2300000|SD SD
21602 16997 65617 954537
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Daten von Diacronema lutheri 14.09.-02.10.2015

21.09.2015 ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwert
Tag7 130000 137500(keine Zellen erkennbar 190000 150000 143750
100000 180000
150000(SD 110000(SD SD
170000 25860 120000 35355 6250
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
270000 275000 150000 262500 190000 275000 270833
180000 210000 410000
340000(SD 350000(SD 210000(SD SD
310000 60208 r 340000 85257 r 290000 86458 5893
HS1 HS2 HS3
keine Zellen erkennbar 550000 642500 540000 580000 611250
640000 520000
760000(SD 540000(SD SD
620000 75622 r 720000 81240 31250
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
80000 105000 90000 192500 300000 195000 164167
210000 220000 190000
70000(SD 150000|SD 150000|SD SD
60000 61033 r 310000 81968 r 140000 63443 41850
23.09.2015 ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwert
9 510000 497500|keine Zellen erkennbar 540000 557500 527500
480000 640000
410000(SD 420000(SD SD
590000 64566 630000 88424 30000
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
430000 485000 470000 520000 630000 507500 504167
540000 570000 480000
480000 520000 540000 SD
490000 39051 520000 35355 380000 90933 14482
HS1 HS2 HS3
keine Zellen erkennbar 500000 627500 600000 560000 593750
630000 570000
760000(SD 600000 SD SD
620000 92026( 470000 53385 33750
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
90000 95000 320000 170000 170000 150000 138333,333
190000 200000 170000
60000 SD 70000(SD 80000|SD SD
40000| 57663 r 90000 99750 r 180000 40620 31710
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25.09.2015 ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwert
Tag 11 390000 425000 640000 656667 540833
310000 700000
510000|SD 630000|SD
490000 80467 30912 115833
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
720000 540000 640000 606667 620000 576667 574444
630000 610000 570000
270000 570000 540000
194422 28674 32998 27262
HS1 HS2 HS3
1625000 1628333 1230000 1230000 952778
1500000 1320000
1760000 1140000
106171 73485 199167
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
560000 533333 760000 680000 720000 720000 644444
440000 720000 810000
600000 560000 630000
67987 86410 73485 80247
28.09.2015 ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwert
Tag 14 1775000 1725000 1800000 2116667 1920833
1750000 2300000
1650000(SD 2250000|SD
54006 224846 195833
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
1500000 1641667 1800000 1775000 1700000 1816667 1744444
1825000 2125000 1733333
1600000 1400000 2016667
135913 296507 142075 74639
HS1 HS2 HS3
3225000 3606250 2775000 3006250 3306250
3050000 3950000
4550000 2350000
3600000 579972 f 2950000 586935 300000
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
550000 633333 700000 1066667 750000 883333 861111
725000 1125000 950000
625000 1375000 950000
71686 278638 94281 177604
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30.09.2015 ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwert
Tag 16 1700000 2008333 2250000 2383333 2195833
1775000 2900000
2550000(SD 2000000|SD
384238 379327 187500
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
2150000 2283333 2000000 2033333 1850000 2125000 2147222
2450000 2075000 2425000
2250000 2025000 2100000
124722 31180 235407 103265
HS1 HS2 HS3
3125000 3625000 2475000 3162500 3393750
4200000 3125000
3725000 3450000
3450000 394097 3600000 432471 231250
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
1020000 1033333 1120000 1063333 1200000 1036667 1044444
910000 940000 1180000
1170000 1130000 730000
106562 87305 217000 13426
02.10.2015 ideall Ideal 2 Ideal 3 Mittelwert
Tag 18 1700000 1641667 2550000 2650000 2145833
1575000 2675000
1650000(SD 2725000|SD
51370 73598 504167
ohne EDTA 1 ohne EDTA 2 ohne EDTA 3
2375000 2033333 1850000 2141667 1825000 2041667 2072222
1875000 1950000 1725000
1850000 2625000 2575000
241810 344198 379327 49222
HS1 HS2 HS3
3300000 3258333 3675000 3425000 3341667
3025000 3250000
3450000 3350000
175989 181430 83333
ohne Fe 1 ohne Fe 2 ohne Fe 3
780000 923333 1180000 1043333 980000 970000 978889
1010000 1010000 1090000
980000 940000 840000
102089 100775 102307 49391
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