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Zusammenfassung

Verschiedene Arten der Gattung Chara (Charophy-
ceae) wurden mit Hilfe einer genetischen Finger-
printing-Technik (AFLP, amplified fragment length
polymorphism) untersucht. Dabei wurden sowohl|
Beispiele dafur gefunden, dass morphologisch
ahnliche Arten auch genetisch ahnlich sind (C.
intermedia — C. baltica), als auch fir eine eindeutige
genetische Trennung trotz &hnlicher Morphologie
(C. aspera — C. galioides). Fur die Unterscheidung
zwischen C. contraria und C. vulgaris zeigte die
vergleichende Analyse morphologischer und gene-
tischer Daten, dass Individuen mit gleichférmigen
Rindenzellen (isostich) als C. vulgaris bestimmt
werden missen.

Abstract

Different Chara species were analyzed using a
genetic fingerprinting technique (AFLP, amplified
fragment length polymorphism). Results showed
that on the one hand, species exist that are both,
morphologically as well as genetically similar (C.
intermedia — C. baltica), on the other hand also
genetic differentiation in spite of similar morpho-
logy occurs (C. aspera — C. galioides). Comparison
of genetic and morphologic data of C. vulgaris and
C. contraria showed, that isostichous specimen
belong to C. vulgaris.
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1 Einleitung

Characeen (Armleuchteralgen) sind makro-
phytische grine Algen, die sich in Bau und
Fortpflanzungsweise von allen anderen Algen
unterscheiden (Krause 1997). Sie sind die
nachsten heute noch lebenden Verwandten
der modernen Landpflanzen (McCouRT & al.
2004). Der Aufbau der Characeen ist hoch dif-
ferenziert und besteht aus einer mit Rhizoiden
verankerten Achse, die alternierend in Nodien
und Internodien unterteilt ist. An den Nodien
entspringen Quirlaste, die ebenfalls aus
Nodien und Internodien aufgebaut sind und

an deren Nodien die Gametangien entstehen.
Abgesehen von diesem grundsatzlichen Bau-
plan sind die morphologischen Merkmale der
Characeen jedoch hoch variabel. Dementspre-
chend wird die Systematik der Characeen von
Anwendern, die mit der ganzen Bandbreite
von Merkmalsauspragungen im Freiland kon-
frontiert werden, als unzulanglich empfun-
den. Viele Individuen sind mit den nationalen
BestimmungsschlUsseln nicht eindeutig zuzu-
ordnen. Diese Probleme potenzieren sich auf
internationaler Ebene aufgrund unzureichend
aufeinander abgestimmter Bestimmungslitera-
tur, so dass nicht davon ausgegangen werden
kann, dass die Bestimmung von Characeen bei
Verwendung von Bestimmungsschlisseln ver-
schiedener Lander zum selben Ergebnis fuhrt.
Mit Hilfe genetischer Methoden lassen sich
viele Bestimmungsprobleme I6sen. Der Grad
der Ubereinstimmung des Erbmaterials zweier
Individuen gibt Auskunft tber ihre Verwandt-
schaft. Auf diese Weise kann zum Beispiel
herausgefunden werden, ob morphologisch
dhnliche Individuen tatséchlich verwandt
sind oder ob ihre morphologische Ahnlichkeit
lediglich auf Umwelteinflissen beruht. Die
Kombination von genetischen Analysen mit
morphologischen Beschreibungen ermdég-
licht auch die Ermittlung derjenigen morpho-
logischen Merkmale, die flr die Determina-
tion der Arten relevant sind. Weiterhin kann
Uberprift werden, ob morphologisch éhnliche
Populationen aus weit voneinander getrennten
Orten aufgrund der geographischen Isolation
genetische Unterschiede ausgebildet haben.
So kénnen zum Beispiel Artbildungsprozesse
verfolgt werden.

Unter den Characeen lassen sich zum Beispiel
Chara baltica und Chara intermedia aufgrund
morphologischer Kriterien nur unzureichend
unterscheiden (KRAuse 1997). Als wichtigstes
Bestimmungskriterium dient hier der Salzge-
halt des Habitates. Wahrend Chara intermedia
bevorzugt im StBwasser vorkommt, wachst
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Chara baltica ausschlieBlich im Brackwasser.
Chara aspera und Chara galioides unterschei-
den sich ausschlieBlich im Durchmesser der
mannlichen Fortpflanzungsorgane (Antheri-
dien). Beide Arten kénnen im Mittelmeerraum
nebeneinander vorkommen. Da die Art zwei-
hausig ist, kann ihre Determination in der Pra-
xis erhebliche Schwierigkeiten bereiten.

Chara contraria unterscheidet sich von Chara
vulgaris in erster Linie dadurch, dass sich bei
ersterer die Stacheln auf den etwas erhaben
erscheinenden Hauptrindenreihen befinden,
wahrend letztere die Stacheln auf den einge-
senkten Nebenreihen aufweist. Da bei man-
chen Exemplaren die Hauptreihen nicht von
den Nebenreihen unterscheidbar sind, ist die
Artdetermination auch hier nichtimmer eindeu-
tig moglich. Dartber hinaus existieren sowohl
von C. contraria als auch von C. vulgaris
Exemplare mit mehr oder weniger unberinde-
ten Asten. Exemplare mit ganzlich unberinde-
ten Asten werden als C. gymnophylla bezeich-
net, Exemplare bei denen auch die Rinde der
Sprossachse ganz oder teilweise fehlt, werden
zu C. denudata gestellt. Zwischen berindeten
und unberindeten Exemplaren existiert also
eine Reihe von Ubergangsformen. Auch hier
kénnen genetische Analysen eingesetzt wer-
den, um umweltbedingte Modifikationen von
genetischen Unterschieden zu trennen.

2 Material und Methoden

AFLP (amplified fragment length polymorphism)
stellt eine bewahrte Methode dar, um Unter-
schiede im Genom innerhalb und zwischen
Arten von Characeen aufdecken zu kénnen
(MANNSCHRECK & al. 2002). Die AFLP-Technik
basiert auf der selektiven Vervielfaltigung von
spezifischen DNA-Fragmenten mittels PCR.
Die Fragmente entstehen durch den vollstéan-
digen Verdau genomischer DNA mit zwei ver-
schiedenen Enzymen. Adaptoren werden mit
Hilfe des Enzyms Ligase mit den Fragmenten
verbunden. AnschlieBend erfolgt die erste
Vervielfaltigung (Praamplifikation) mit Primern,
deren Sequenz sich aus den Adaptoren, der
Restriktionsschnittstelle und einer zuséatzlichen
selektiven Base zusammensetzt. In einem zwei-
ten Vervielfaltigungsschritt (Hauptamplifikation)

findet unter Anwendung von Primern mit zwei
weiteren selektiven Basen eine erneute Aus-
wahl von Fragmenten statt. Die Primer werden
mit Fluoreszenz-Farbstoffen markiert und die
Fragmente ihrer Ldnge nach auf einem Poly-
acrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Unterschiede im Bandenmuster werden aus-
gewertet, die Ahnlichkeit zwischen den Proben
berechnet und daraus ein Baum erstellt.

3 Ergebnisse und Diskussion

Mittlerweile liegen AFLP-Ergebnisse von meh-
reren hundert Chara-Proben aus zahlreichen
europdischen Landern vor. Exemplarisch vor-
gestellt werden an dieser Stelle einige Ergeb-
nisse zu den oben aufgeflihrten Determinati-
onsproblemen. Die AFLP-Ergebnisse wurden
nach dem sogenannten Neighbor-Joining-
Verfahren ausgewertet.

C. baltica und C. intermedia sind sich nicht nur
morphologisch, sondern auch genetisch sehr
ahnlich (Abb. 1). Die zuséatzliche Analyse von
insgesamt 162 Exemplaren der beiden Arten
zeigt jedoch, dass sie sich trotz ihrer Ahn-
lichkeit grundsatzlich voneinander abtrennen
lassen (Abb. 2). Die Individuen von C. baltica
werden auf der Grundlage der AFLP-Ergeb-
nisse jedoch in zwei Untergruppen getrennt
(Abb. 2). Eine Untergruppe wird von den
Individuen aus der Ostsee gebildet, wahrend
die Exemplare aus dem Mittelmeerraum als
zweite Untergruppe abgetrennt werden kon-
nen. Mit einer einzigen Ausnahme spiegelt die
Salinitat des Habitates die genetische Auftren-
nung wider. Eine Verkomplizierung tritt jedoch
dadurch ein, dass die Individuen von C. inter-
media aus dem Salzigen See bei Halle, von wo
der Typus dieser Art beschrieben wurde, zu C.
baltica aus dem Mittelmeerraum sortiert wer-
den. Dies wirde bedeuten, dass die derzeitige
Praxis der Determination von C. intermedia
nicht mit der urspringlichen Artbeschreibung
Ubereinstimmt. Weitere Untersuchungen sol-
len kldren, ob dies tatsachlich der Fall ist.
Trotz der Tatsache, dass sich C. aspera und
C. galioides morphologisch ausschlieBlich im
Durchmesser der Antheridien unterscheiden,
sind die beiden Arten im Neighbour-Joining-
Baum getrennt (Abb. 1). Bislang konnte noch
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Chara spec.

< C. contraria
’< L. papulosum

Abb. 3: Ausschnitt aus einem Neighbour-Joining Baum, Chara spec. 4 Individuen, C. contraria 20 Individuen,
C. contraria Griechenland 1 und 2 insgesamt 7 Individuen

C. contraria Griechenland 1

C. contraria Griechenland 2

C. contraria

C. gymnophylla

C. vulgaris Griechenland

C. vulgaris

Abb. 4: Ausschnitt aus einem Neighbour-Joining Baum, C. vulgaris 45 Individuen, C. vulgaris Griechenland
3 Individuen, C. gymnophylla 3 Individuen
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kein zuséatzliches morphologisches Unter-
scheidungsmerkmal gefunden werden. Die
beiden Arten mUssen jedoch trotz der Bestim-
mungsschwierigkeiten weiterhin getrennt
behandelt werden, da sie genetisch eindeutig
voneinander unterscheidbar sind.

Auch C. contraria und C. vulgaris lassen sich
mit Hilfe der AFLP eindeutig voneinander tren-
nen (Abb. 1). Die Kombination der morpholo-
gischen Merkmale mit den AFLP-Ergebnissen
zeigte, dass Individuen mit gleichférmigen
Rindenzellen (isostich) als C. vulgaris bestimmt
werden mussen.

Bei zwei Populationen aus Griechenland war
unklar, ob es sich um C. contraria oder C.
intermedia handelt. Die Auswertung der AFLP-
Ergebnisse ergab eine eindeutige Zuordnung
zu C. contraria (Abb. 3). Ein weiteres Ergebnis
dieser Zuordnung ist, dass die untersuchten
Populationen trotz ihrer geographischen
Distanz (die tbrigen C. contraria-Exemplare
stammen aus Deutschland und Frankreich)
keine abgrenzbare Gruppe bilden, also noch
kein Artbildungsprozess eingesetzt hat.
Exemplare einer ebenfalls aus Griechenland
stammenden Population weisen eine unge-
wohnliche Merkmalskombination auf, die mit
den aktuellen Bestimmungsschlisseln keine
befriedigende Artdetermination zulasst (diplo-
stich und zweih&dusig, Farbung, GréBe und
Okologie der Pflanzen sprechen jedoch ein-
deutig gegen ihre Bestimmung als C. tomen-
tosa). Die vorab vom Sammler der Characeen
(U. Raabe) aufgrund der morphologischen
Merkmale geauBerte Vermutung, dass es sich
hierbei um eine neu zu beschreibende Art
handelt, wird durch die Ergebnisse der AFLP
gestutzt (Abb. 3), da diese Probe (Chara spec.)
zu keiner von uns bisher untersuchten Art sor-
tiert wurde, sondern einen neuen Ast bildet.
Eine aus Griechenland stammende Probe
von C. vulgaris wurde von auBen zu den aus
Deutschland, Schweden, Polen und Frank-
reich stammenden Proben dieser Art sortiert
(Abb. 4). Dies weist auf geringe Unterschiede
im Genom und eine eventuell stattfindende
Artbildung hin. Die Untersuchung weiterer
Populationen aus Griechenland soll klaren, ob
dies tatséachlich der Fall ist.

Eine ebenfalls aus Griechenland stammende
Population wies eine isostiche bis schwach

thylacanthe Berindung der Sprossachse bei
gleichzeitig unberindeten Asten auf. Diese als
C. gymnophylla bestimmten Proben werden
von auBen an den von C. vulgaris gebildeten
Ast sortiert. Dies bedeutet, dass diese Indivi-
duen zwar genetisch sehr dhnlich zu C. vulga-
ris sind, jedoch dennoch von dieser Art abge-
trennt werden kénnen. Dementsprechend
kénnten unberindete Exemplare als eigene Art
behandelt werden. Weitere Untersuchungen
von unberindeter Individuen sollen klaren, ob
dieses vorldufige Ergebnis generalisierbar ist.
Mit Hilfe der AFLP ist es mdglich, auch Indi-
viduen mit unvollstdndig ausgepragten Merk-
malen zuzuordnen. Dies soll jedoch nicht dazu
fuhren, dass eine Bestimmung von Characeen
in Zukunft nur mit Hilfe genetischer Analysen
mdglich sein wird. Genetische Analysen die-
nen uns als ein Werkzeug, mit dem umweltbe-
dingte Modifikationen von genetisch fixierten
Merkmalen getrennt werden konnen. Auf der
Grundlage der genetischen Analysen werden
dann die Bestimmungsmerkmale der Chara-
ceen gegebenenfalls angepasst.
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