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“Nothing in biology makes sense exept in the light of evolution.”

T. Dobzhansky



Inhaltsverzeichnis
INhaltSVETZEICHNIS ....c.eiiiiiiiiiee ettt e 1
AbDIldUNGSVETIZEICHNIS. ... .oitiiiiiiiiieeit ettt et e seae e e saaeens il
TabelleNVETZEICRNS .....cevieiiiiiieiiiiecee et s v
| 211 (<) 1101 oY PR 1
1.1 Artkonzepte - Stand der FOrschung ............ccccoeeviieioiiecciiiceeee e 1
1.2 Taxonomie der AIZEN .......c.coeiuieriieiieiieeieeeie ettt ettt et ebeeeenes 5
1.3 Vorstellung der Untersuchungsgegenstinde.............ccceevvieviiniiinienieenieeieeeeee. 7
1.3.1 CRAIACEAC ... ..eeeieeitieiie ettt ettt st ettt e e s 7
L322 FUCUS oottt et e e et e e et e e e et e e e e nnaaaeeeensteeeennnaaeas 10
1.4 HYPONESEI ..ottt ettt ettt st e e e e enseesneeenne 13
2. Material und MethOden...........coouiriiiiiiiiiiiiieeeeee e 14
2.1 Morphologie CharaCag............cecuueeeiuiieeiiieeeieeeciee et e e e evee e reeesreeeeeaee e 14
2.2 Genetische Analyse Characeae...........ceccvvieeiieeiiieeiieeeiee e 15
2.2.1 Prob@NANIME .....cueiiiiiiiiiiiiieieieee ettt st 15
2.2.2 DNA Isolation, PCR und Sequenzierung ............cccccceeeveerueeriienieesveenieennnenn 17
2.2.3 PhylogenetiSChe ANALYSE .......cccueeeiuiieiiiieeiie et 19
2.3 Lichtanpassung von C. baltica und C. liljebladii ................ccccocouveveivencenaarnnnnne. 21
2.3.1 Probenahme und experimentelles Design...........coecveevieeriieniieniienieeieeee 21
2.3.2 Morphologische Analyse und statistische Auswertung............cecceeevveereennene 22
2.4 GALEUNGZ FUCUS «eeeeeeeeeeeeieee e eeetee ettt e e etee e e st te e e ettt e e s estaeeessnsseeesesnsaeeessssaeeeans 23
2.4.1 MorphologiSChe ANALYSE .......cccveeeiiiiiiiiieeiie ettt e e 23
2.4.2 GenetiSChe ANALYSE......ccccvieuiiiiieiieeiieiee ettt 25
3 BT ZEDMISSE ..ottt ettt eenbeebaeeneeenne 28
3.1 CRATACEAC ... eetieiieeiieteee ettt sttt ettt et et sbe et st 28
3.1.1 Taxonomische Untersuchung ,,CHARA-SCHWEDEN® ...........ccccoveeriueeenreeennen. 28
3.1.2 Taxonomische Untersuchung ,,CHARA-EUROPA®...........cccevvrrrerreeenieeenen. 32
3.1.3 Rarefaction - ANalYSeN .........cccueeiuieiiiiiiieiieeieeie ettt 35
3.1.4 Taxonomische Untersuchung ,,NITELLA®...........ccccueeriiriiieniieeieenie e 36
3.1.5 Untersuchung der morphologischen Plastizitdt .............ccccceeveieinieeinieeennen. 39
3.1.5.1 Morphologische Parameter vor der Inkubation .............cccceecvvverierennennns 40
3.1.5.2 C. baltica nach vier Wochen Inkubation ............cccceeceeverieniincnicneenen. 42

3.1.5.3 C. liljebladii nach vier Wochen Inkubation...........c.cceeeevviinienireiennnee. 46



3.1.5.4 Vergleich C. baltica und C. liljebladii.................ccccooeveinvrivnenniiannanee. 49

B2 FUCUS .ottt ettt ettt et ettt et e et e bt e eabeeenee 52
3.2.1 Beschreibung der Fucus-Arten auf Helgoland ...........cccoooovieiiiiiiiiiiiieeen. 52
3.2.2 MorphologiSChe ANALYSE ........c..eeeviiieiiieeiie e e e 53
3.2.3 GenetiSChe ANALYSE......cccueeiuiiiiieiieiie ettt ettt 57

4. DISKUSSION ...ttt ettt ettt ettt ettt sbe ettt e s bt e be st e satenbeeneesaeeees 62
4.1 CRATACEAC ... . eeeeeeitieeeie ettt ettt ettt ettt et e bt e st et e sat e e b e sateebeens 63
4.1.1 Genetische Analyse - Gattung CAGFA ............oeeeueeecveeecieeeieeeeeeeee e 63
4.1.1.1 SeKtiON GIOVESIA...c.eeruieiiriieieiieniieteeie sttt et sttt st 65
4.1.1.2 Sektion DESVAUXIA ....cc.eeviruierierieniieieeie sttt ettt 71
4.1.1.3 Sektion Chara.........coceoiiiiiiiiiee e 73
4.1.1.4 Subsektion Braunia...........cccooceeiiiiiiiiiiiiiiiieee e 80
4.1.1.5 Gattung LamprothAmnitm ..............cceceeeeeeecueeseeaeieeneeeeieeseesseeneeeseveenne 81

4.1.2 Genetische Analyse - Gattung Nitella .............ccooccveeceveeieeceieiieniieiieeieeieens 82
4.1.2.1 Subgenus Nitella........cccceeviiiieiiiieiieeeeeee e 82
4.1.2.2 Subgenus Tieffallenia ..........cccccveeeviiieiiiieiieeeeeeeee e 83

4.1.3 Genetische Variabilitht ...........coceeveriiriiiiinienieeeeeeee e 84
4.1.4 Bewertung der morphologischen Merkmale.............ccccooeeviiiniiniiienienieee. 89
4.1.5 Morphologische PlastiZitat ...........cccceeeriieeiiieeiiee e 93
4.1.5.1 C. baltica und C. liljebladii ................ccccvueeeeeeeeiieecieeecieeeee e 94

B2 FUCHS ottt ettt ettt e ettt e st e e et e e st eesabteesabeeesabeeenabeeenseeens 96

5. Zusammenfassende DiSKUSSION .........cceeviiriiniiiiiiiiiniiieecceeee e 102
6. ZUSAMMENTASSUNG ...ccvviieiiieeiiieecieeeieeeete e et e e eteeeeteeesteeeeaeeeebeeesaseeessseeensseesnsseas 111
7. LAteraturverZEIChNIS .. ..ccuiiiiiiiiiiiie et 114
B ANNANG ......iiiiiiieee et e et e et e e aaeebeeesbeennaeereenn vi
DaAnKSAGUNG .....ocviiiiieiieeitee ettt et et ne e XXX

ETKIATUNG «.eovviieiieee ettt ettt et beeaeeneennaens XXX1



i1

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1 Schematische Darstellung einer diplostich tylacanthen Chara (z. B.
C. INEEFMEIQ). .....oeeceveeeeeeeeeeee et 14
Abbildung 2 Schematische Darstellung eines F. vesiculosus mit echten Blasen und ein-
bis dreifingrigen Rezeptakula. ..........cccovveviiieiiiiiniiiee e 24
Abbildung 3 Phylogenie von 15 Chara-Taxa basierend auf den kodierenden Regionen
dreier Marker (18S rRNA, atpB, rbcL) mit insgesamt 3410 bp. ............ 31
Abbildung 4 Phylogenie von 15 Chara-Taxa basierend auf atpB, rbcL, matK,
18S rRNA und nrITS-1-Sequenzen (5573 bp) kombiniert mit den
morphologischen Merkmalen der untersuchten Taxa. ...........cccceeuveenneeen. 32
Abbildung 5 Phylogenie der Gattung Chara basierend auf 843 bp des Markers matK.35
Abbildung 6 Phylogenie der Familie der Characeae basierend auf 1008 bp des Markers
2] USSR 39
Abbildung 7 Box-Whisker-Plot der Internodienldnge und -durchmesser des ersten
(Weil) und zweiten (Grau) Wirtels von C. baltica und C. liljebladii vor
der Inkubation GEMESSEN. ........c.eevuiieiiieriieeiierie ettt eee e 41
Abbildung 8 MDS-Plot der morphologischen Parameter von C. baltica (Viereck) und
C. liljebladii (Dreieck) gemessen vor der Akklimation. ......................... 42
Abbildung 9 Wachstumsraten des Taxons C. baltica unter den drei Lichtintensititen
(WeiB = 240, Grau = 90, Schwarz = 30 umol Photonen m2s™'). .......... 43
Abbildung 10 Box-Whisker-Plot der Internodien- und Quirlastlinge des ersten (Weil)
und zweiten (Grau) Wirtels von C. baltica. ...........coeeceveeecveeecreeenneannne. 44
Abbildung 11 MDS-Plot der morphologischen Parameter von C. baltica gemessen nach
vier Wochen Akklimation bei 240 (Weil3), 90 (Grau) und 30 (Schwarz)
pmol Photonen m™2 570, ..o, 45
Abbildung 12 Wachstumsraten des Taxons C. liljebladii unter den drei
Lichtintensitdten (Weill = 240, Grau = 90, Schwarz = 30 umol

Photonen M2 S71). .o 46
Abbildung 13 Box-Whisker-Plot der Internodien- und Quirlastléinge des ersten (Weil3)
und zweiten (Grau) Wirtels von C. liljebladii...................cccueeveveeennnnn... 47

Abbildung 14 MDS-Plot der morphologischen Parameter von C. liljebladii gemessen
nach vier Wochen Akklimation bei 240 (Weil}), 90 (Grau) und 30

(Schwarz) pmol Photonen m=2 s™........c.oooiiioeeieeeeeeeeee e 48



v

Abbildung 15

Abbildung 16

Abbildung 17

Abbildung 18

Abbildung 19

Abbildung 20

Abbildung 21

Abbildung 22

Abbildung 23

Abbildung 24

Abbildung 25

Mittlere Wachstumsraten der Taxa C. liljebladii (Weil}) und C. baltica
(Grau) unter den drei Lichtintensitaten. ...........ccccceeeeveeeiuieeecieeeeiee e, 49
Zusammenfassung der Kruskal-Wallis-Tests fiir den paarweisen
Vergleich der als signifikant bewerteten morphologischen Merkmale... 50
Hauptkomponentenanalyse der morphologischen Parameter von

C. baltica (Viereck) und C. liljebladii (Dreieck) gemessen nach vier
Wochen Akklimation bei 240 (Weil3), 90 (Grau) und 30 (Schwarz) pmol
Photonen M2 S . ..o 51
Darstellung der Box-Whisker-Plots der Parameter Stielldnge und

Abstand zweier dichotomer Verzweigungen fiir die analysierten Fucus-

A) MDS-Plot der Fucus-Individuen anhand metrischer und
beschreibender Parameter. B) MDS-Plot der Fucus-Individuen anhand

beschreibender Parameter. ...........coceveeveriiniininienieeeeeeeeee 56
Phylogenie von der Gattung Fucus basierend auf PDI-Sequenzen mit
090 DP. .ttt et es 58
Darstellung des Netzwerkes der Gattung Fucus basierend auf PDI-
Sequenzen mit 696 DP. .....oevieriiiiiiiieeiiee e 60
Wood und Imahori's (1965) Phylogenie der Subsektionen der Gattung

Chara basierend auf morphologischen Analysen. ...........ccccceevevveeennennee. 64
Zusammengefasste Phylogenie der Gattung Chara basierend auf 843 bp
des CPMATKEIS MALK .........cccueeiuieiiieiieeieeieeeee ettt 64
Vergleich der interspezifischen (Grau) und intraspezifischen (Weil3) p-
Distanzen fiir die Gattungen Chara, Nitella und Tolypella basierend auf
1008 bp des Marker rbcL sowie der Gattung Chara basierend auf 843 bp
des Markers marK. ........ccoovueiiiiiiiiieieeee e 88
Verteilung der durchschnittlichen p-Distanzen innerhalb der Characeae

FUr den MArTKET 7OCL. ..o &9



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1 Ubersicht der in den PCRs verwendeten Primerpaare. ...............cccccevevene.... 18
Tabelle 2 Ubersicht der Fucus-Arten, die fiir die morphologische Analyse genutzt
WULACTL. .ttt ettt sb et s b ettt sbt e bt et esbe e beeaeesbeenaeas 24
Tabelle 3 Ubersicht der Fucus-Arten, die fiir die genetische Analyse genutzt wurden. 25
Tabelle 4 Zusammenfassung der Sequenzvariationen innerhalb des Datensets ,,CHARA-
SCHWEDEN®. ..ottt e s 29
Tabelle 5 Zusammenfassung der Sequenzvariationen des Markers matK innerhalb des
Datensets ,,CHARA-EUROPA® . . ...ooouiiiieeeeeeeeee e 33
Tabelle 6 Zusammenfassung der Rarefaction-Analysen basierend auf den erhaltenen
Haplotypen der untersuchten Datensets. ..........cccceecierieriiieniieeiiienieeieeee 36
Tabelle 7 Zusammenfassung der Sequenzvariationen fiir 1008 bp des Markers rbcL.
innerhalb des Datensets ,,NITELLA®. .....ccoooiiiiiiiiiiiiieeieee e, 37
Tabelle 8 Ubersicht der durchschnittlichen Sequenzvariationen zwischen den

Gattungen der Familie der Characeae basierend auf 1008 bp des Gens rbcL.

Tabelle 9 Ubersicht der in der Literatur verwendeten morphologischen Merkmale und
Habitateigenschaften von C. baltica und C. liljebladii (Wood und Imahori
1965, Schubert und Blindow 2004). ........ccoooviieiiieeieeeee e 40
Tabelle 10 Ergebnisse der Kruskal-Wallis-Tests fiir die morphologischen Parameter
des Taxons C. baltica, die nach vierwochiger Akklimation gemessen
WUTACTL. ittt ettt et ettt e et e bt e et e e bt e s it e ebeessbeeaeens 44
Tabelle 11 Simper-Analyse: Dargestellt sind Ahnlichkeiten der Individuen innerhalb
einer Gruppe (Blau) und die Unterschiede zwischen den Gruppen (Schwarz)
bei 240, 90 und 30 umol Photonen m=2 8™, ......ocoovoiiieeeeceeee s 50
Tabelle 12 Komponentenmatrix der PCA aller metrischen Parameter der zu Gruppen
zusammengefassten Fucus-Individuen. ...........cccccoovvieeiiieniieencieceee e, 55
Tabelle 13 Darstellung der durchschnittlichen p-Distanzen innerhalb (Rot) und
zwischen (Schwarz), sowie der durchschnittlichen Zahl an Substitutionen

zwischen (Blau) den verglichenen Gruppen. .........ccccceeeeveeecieeeiieeecieeenienne 58



Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Artkonzepte - Stand der Forschung

In der modernen Systematik vereinen sich die Identifikation (das Bestimmen von Ar-
ten), deren Benennung (die Nomenklatur), sowie deren Einteilung (die Taxonomie) mit
der Rekonstruktion ihrer Stammesgeschichte (der Phylogenetik) und der Erforschung
der Prozesse, die zur Vielfalt der Organismen fiihrten (der Evolutionsbiologie). Der
Begriff der ,,Art* spielt dabei eine zentrale Rolle und soll eine diskrete/reale Einheit der
Natur widerspiegeln, die sich von anderen ,,Arten” deutlich abgrenzt. Eine Art als sol-
che zu definieren ist allerdings eine beachtliche Herausforderung. Da man dieses Prob-
lem auf unterschiedliche Weise l6sen kann verwundert es nicht, dass aktuell unter-

schiedliche Artkonzepte nebeneinander bestehen.

Das ilteste und auch heute noch in der Botanik verwandte morphologische oder phéne-
tische Artkonzept charakterisiert sogenannte Morphospezies anhand einer Auswahl
struktureller Merkmale, die allen Angehdrigen dieser Morphospezies gemein sind, sie
aber zugleich von anderen Arten klar abgrenzen. Die Charakterisierung der einzelnen
Merkmale wird allerdings durch Wissenschaftler vorgenommen; die Abgrenzung der
Taxa folgt dementsprechend nicht zwingend natiirlichen Mechanismen. So wurden ur-
spriinglich zum Beispiel Mannchen und Weibchen der Stockente (4nas platyrhynchos)
als unterschiedliche Arten bewertet.

Joachim Jungius (1587-1657) und, auf seine Arbeiten aufbauend John Ray (1628-1705),
gebiihrt hier der Verdienst durch Formulierung von Grundprinzipien zumindest einheit-
liche Kriterien fiir die Auswahl von morphologischen Charakteren vorgeschlagen zu
haben. So sollten nur distinkte und klar definierte Merkmale zur Artunterscheidung ge-
nutzt werden diirfen und relative Unterschiede, wie z. B. GroBe, mdglichst vermieden

werden (Méagdefrau 2013).

Ein anderer Ansatz wird vom sogenannten ,,Biologischen Artkonzept™ verfolgt, das
erstmals 1942 von Ernst Mayr definiert wurde: ,,A biological species is a group of in-
terbreeding or potentially interbreeding organisms that can produce viable offspring.*
Die damit definierte Biospezies besteht aus Populationen, die untereinander zu geneti-
schem Austausch fahig sind, sich aber mit Hilfe von Fortpflanzungsbarrieren von ande-

ren abgrenzt. Innerhalb der Zoologie findet dieses Artkonzept breite Anwendung, da die
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meisten Tiere sich geschlechtlich fortpflanzen und damit eine direkte Beobachtung des
Kreuzungserfolges moglich ist. Die Anwendbarkeit dieses Artkonzeptes stofit aber be-
reits dann an Grenzen, wenn es sich bei den oben erwédhnten Fortpflanzungsbarrieren
um sogenannte ,,prazygotische®, konkret noch vor der Paarung wirksame prazygotische
Barrieren handelt. So lassen sich viele Tierarten unter Laborbedingungen oder in Zoos
erfolgreich kreuzen, die sich in der Natur rein geografisch nicht begegnen wiirden'.
Aber auch in der freien Natur sind Hybride bzw. Hybridzonen ein verbreitetes Phéno-
men”. Noch drastischer deutlich werden die Probleme dieses Artkonzeptes im Fall un-
geschlechtlicher Vermehrung. Organismen, die sich, wie viele Pilze, einige Pflanzen-
und auch Tierarten vollstdndig auf ungeschlechtlichem Wege durch z. B. Parthenogene-
se vermehren?, konnen mit Hilfe dieser Definition nicht oder bestenfalls nur iiber Ein-
beziehung ihrer sexuellen Ausgangsart bewertet werden.

Fiir die Paldontologie und auch im Bereich der Prokaryoten ist dieses Konzept prinzipi-
ell nicht anwendbar. In der Paldontologie ist die Beobachtung des Kreuzungserfolges
unmdoglich — bestenfalls die Paarung konnte nachgewiesen werden. Bei allen Prokaryo-
ten hingegen, ungeachtet der Moglichkeit genetischen Austauschs iiber z. B. Konjugati-
on oder Transduktion, handelt es sich um klonale Abstammungslinien, auf die ein Kon-
zept, das auf , Kreuzbarkeit basiert, nicht anwendbar ist. Auch das morphologische
Konzept stoB3t bei Prokaryoten schnell an seine Grenzen, da die Formenvielfalt begrenzt
ist und selbst der Einbeziehung ultrastruktureller Merkmale Grenzen gesetzt sind.
Dieses Problem lisst sich mit Hilfe des Okologischen Artkonzeptes 16sen. Dabei wer-
den alle Populationen, die an bestimmte 6kologische Nischen angepasst sind und auf-
grund dieser Anpassungen diskrete Gruppen bilden, zu Arten zusammengefasst. Insbe-
sondere innerhalb der Mikrobiologie wurden urspriinglich Arten aufgrund ihrer Sub-
stratabhéngigkeit voneinander unterschieden, eine Vorgehensweise, die eine Anwen-
dung des 6kologischen Artkonzeptes darstellt.

Konfrontiert mit der Summe an Schwierigkeiten, die jedes einzelne Artkonzept auf-
wirft, wird in der taxonomischen Praxis meist ein pluralistisches Konzept angewendet,
das Elemente der einzelnen Grundkonzepte miteinander verschneidet. Dadurch kénnen
die Effekte von z. B. geographischer Isolation, Habitatprdferenz, Verhaltensunterschie-

de und weiteres bei Bedarf Beriicksichtigung finden. Kombiniert man z. B. das phéneti-

!'z. B.: Liger, Wolphin
2 7. B. Teichfrosch und Seefrosch, Saatkrihe und Nebelkrihe
3 z. B.: Honigbiene
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sche mit dem biologischen Artkonzept, konnen sogenannte kryptische Arten aufgedeckt
werden. Dabei handelt es sich um morphologisch identische Taxa, die aber durch Kreu-
zungsschranken voneinander isoliert sind. Bei lingerem Fortbestehen derartiger Kreu-
zungsschranken ist das Auftreten von genetischen Unterschieden wahrscheinlich, es ist
aber nicht Voraussetzung. So konnen lokale Verhaltensinderungen — z. B. der Uber-
gang von Langkurztagspflanze zu Kurztagspflanze - eine sofort wirksame Kreuzungs-
schranke aufbauen, ohne dass die Suche nach genetischen Unterschieden zum Erfolg
fiihrt.

Im Gegensatz dazu spricht man von Varietdten im Fall von Arten mit hoher morpholo-
gischer Plastizitdt — im Extremfall (Standortvarietét) fiihren hier bereits die Habitatbe-
dingungen zu sehr unterschiedlichen morphologischen Erscheinungsformen ein und
desselben Genotyps.

Zwischen Art und Varietdt wiren dann die Subspezies (Unterarten) einzuordnen, bei
denen durch den Anpassungsdruck der spezifischen Standortbedingungen eine Ver-
schiebung in der Genhaufigkeit und damit auch der Morphologie hervorgerufen wird,

ohne dass die Kreuzbarkeit beeintrachtigt ist (Extrembeispiel Hunderassen).

Alle oben angefiihrten Artkonzepte zdhlen zu den sogenannten horizontalen Konzepten,
bei denen die Arten innerhalb eines eng begrenzten Zeithorizontes, meist der Gegen-
wart, definiert werden. Das dabei auftretende Problem der Abgrenzung (biologisches
und 6kologisches Konzept) bzw. der Auswahl ,,relevanter Merkmale* (morphologisches
Konzept) kann durch Einbeziehung der Abstammungsgeschichte und damit Ubergang
zu einem ,,vertikalen® Konzept zumindest teilweise gelost werden. Bei den vertikalen
Konzepten steht die Entstehungsgeschichte der Arten im Verlauf der Evolution im Vor-
dergrund, wobei das Ziel weniger die Artabgrenzung als vielmehr die Aufstellung einer
»hatlirlichen* Systematik ist. Dafiir konnen unterschiedlichste Daten die Grundlage bil-
den. Urspriinglich waren es vor allem morphologische Parameter, die in der Paldontolo-
gie gewonnen wurden und in der Aufstellung natiirlicher Stammbédume Verwendung
fanden. In letzter Zeit gewinnen genetische Analysen, welche den Vorteil besitzen, dass
unabhingig von der Verfiigbarkeit der Bindeglieder und Vorfahren Aussagen tiber die
Systematik getroffen werden konnen, immer mehr an Bedeutung. Sie nutzen genetische
Ahnlichkeiten als stellvertretendes Merkmal fiir die Nachzeichnung der Abstammungs-
geschichte und gehen davon aus, dass die genetische Ahnlichkeit mit der Dauer der

Existenz von Reproduktionsschranken abnimmt. Je langer Populationen voneinander
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genetisch isoliert sind, desto grofler werden dementsprechend auch die genetischen Dis-
tanzen. Auch diese Vorgehensweise ist mit einer ganzen Reihe von bislang ungeldsten
Fragen und Problemen verbunden. So stellt sich z. B. das Problem der Artabgrenzung in
anderer Form erneut: Wie viel genetischer Unterschied ist notig, um Arten voneinander
zu trennen? Diese Probleme werden in der Diskussion der hier vorgestellten Arbeiten

erneut aufgegriffen und im Detail behandelt.

Taxonomie und damit auch die Artdefinition erscheint zundchst als vorwiegend akade-
misches Problem. Es kann aber weitreichende Folgen fiir den praktischen Naturschutz
und der damit verbundenen Gesetzgebung haben, z. B. wenn bestimmte Arten als be-
droht eingestuft und damit auch deren Habitate unter Schutz gestellt werden. Hier ist
eine klare Grenzziehung zwischen Varietits- und Artlevel notwendig, um dem Ziel des
Naturschutzes; ,,Erhalt der Artendiversitit“ Rechnung tragen zu kdnnen. Eine klare Ab-
grenzung von Arten; Subspezies und Varietiten ist aber auch eine Anforderung, die sich
aus angewandten Aspekten der Biogeographie ergibt. Werden, wie z. B. in der EU-
Wasserrahmenrichtlinie, Organismen als Bioindikatoren verwendet um eine Bewertung
eines Umweltzustandes vorzunehmen, kann die individuelle Auspragung der morpholo-
gischen Merkmale ein und derselben genetischen Entitdt von grofer Bedeutung sein.
Hier wiirden sich also die Akklimationsleistungen des Organismus als Teil der Umwelt-
bewertung ergeben. Eine sichere Ansprache der Art- Subspezies- und Varietétslevel ist
damit Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit der Bewertungsverfahren und die korrekte

Bewertung des Okosystemzustandes ihres Wuchsortes.
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1.2 Taxonomie der Algen

Die oben angefiihrte Forderung nach verlésslicher Unterscheidung zwischen den einzel-
nen Hierarchieebenen ist bei Algen ungleich schwerer als z. B. bei Tieren oder hoheren
Pflanzen, die Ausgangspunkt fiir die Entwicklung der oben eingefiihrten grundlegenden
Artkonzepte waren.

Eine generell akzeptierte Definition des Terminus ,,Alge* existiert nicht*. Bei den hier
im Mittelpunkt stehenden Makroalgen kann diese Schwierigkeit dadurch umgangen
werden, dass man sie als diejenigen Vertreter der Rhodobionta, Chlorophytina, Strepto-
phytina und Phaeophyceae auffasst, die unter Zuhilfenahme einer Lupe sicher bestimm-
bar sind.

Bei der Mehrzahl der Makroalgen handelt es sich um aquatische Organismen, die Pho-
tosynthese betreiben. Damit sind sie ein wichtiger Bestandteil in aquatischen Systemen,
da sie diese nicht nur mit Sauerstoff versorgen und Néhrstoffe binden, sondern auch als
Nahrungsquelle und Habitatbildner dienen und dadurch z. B. Schutzmdglichkeiten bie-
ten und die Kinderstube vieler Fische sind.

Die Taxonomie von Makroalgen basiert zundchst, wie in der Botanik generell verein-
bart, auf dem morphologischen Artkonzept. Makroalgen besitzen dabei, verglichen mit
Mikroalgen, meist eine komplexere Morphologie, so dass zumindest potentiell eine
grole Anzahl an Merkmalen zur Verfiigung steht, die fiir taxonomische Zwecke einge-
setzt werden kann,. Wihrend jedoch bei hoheren Pflanzen und vor allem bei den Blii-
tenpflanzen eine Vielzahl von morphologischen Merkmalen unmittelbar reproduktions-
relevant sind und damit zumindest die Moglichkeit einer direkten Reflektion der biolo-
gischen Artabgrenzung in morphologischen Merkmalen existiert, ist das bei Algen nicht
der Fall. Bei Algen sind die einer Beobachtung zugénglichen Merkmale meist vegetati-

ver Natur und schon die Zuordnung der einzelnen Stadien heteromorpher Generations-

4 Der Begriff ,,Alge* ist dabei ein rein kiinstliches, historisch gewachsenes System, zu dem Vertreter
unterschiedlichster Gruppen zéhlen. Keine der vorliegenden Definitionen ist zufriedenstellend: Jacob,
Jager und Ohmann (1994) fassen Algen als diejenigen autotrophen Eukaryoten zusammen, die ihre
Gameten und Sporen in einzelligen, primér nicht umbhiillten Behiltern (Gametocysten, Sporocysten)
bilden und meist an Wasser oder feuchtes Milieu gebunden sind — Cyanobakterien werden dabei nicht
erfasst. Am ehesten treffen wohl die Negativdefinitionen von van den Hoek (1978) den Kern, wobei auch
dabei offene Frage bleiben: Algen besitzen keine beblitterten Stengel — wie definiert man Kauloide und
Phylloide? Algen besitzen keine Leitbiindel — wie definiert man die siebréhrendhnliche Zellen z.B. bei
Braunalgen? Algen besitzen keine Wurzeln — auch Rhizoide sind z.T. auch zur Nahrstoffaufnahme
befahigt, meist jedoch nur zur Anheftung. Algen sind im Allgemeinen zur Photosynthese beféhigt — aber
nicht immer.
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zyklen zur betreffenden biologischen Art stellte eine Herausforderung dar, die erst in
jiingster Vergangenheit gemeistert wurde”.

Im limnischen Bereich kommt die Fragmentierung des Lebensraums hinzu — die einzel-
nen Seen und Flusssysteme konnen im Fall von Makroalgen nur iiber Vektoren in einen
genetischen Austausch treten, so dass Isolationsphdnomene auftreten. In welchem Mal3e
hier Isolation zur Entstehung ,kryptischer Arten* fiihrt, wurde erstmals durch Proctor
(1971) im Detail untersucht. Seine Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich bei limni-
schen Armleuchteralgen offenbar sehr eng begrenzte Reproduktionsgemeinschaften
herausgebildet haben, die morphologisch nicht unterschieden werden kénnen. Die Kon-
sequenzen, die sich aus seinen Untersuchungen sowohl fiir praktische Belange wie Bio-
indikation und Naturschutz als auch hinsichtlich Taxonomie und molekulare Phylogenie
ergeben, sind bislang nicht beriicksichtigt worden. Seine Arbeit ist, obwohl oft zitiert, in
ihren Folgerungen bis heute weitgehend unbeachtet geblieben, obwohl auch in anderen
Gattungen dieser Algengruppe sich die Hinweise auf kryptische Arten mehren (z. B.
Perez et al. 2014).

Das Problem ist aber keineswegs auf limnische Systeme beschrankt — auch im marinen
Lebensraum treten Fragmentierungen auf, obwohl hier durch die globalen Zirkulations-
systeme ein nahezu universelles Transportsystem existiert. Neben grofrdumigen geo-
graphischen Isolationsphdnomenen (z. B. siidliche kaltgemifBigte Inselregion oder
Rand- und Kontinentalmeerlagen wie dem Mittelmeer) stellt vor allem die Anpassung
an das Gezeitenregime eine Herausforderung dar, die im oberen Eulitoral und dem Sup-
ralitoral zu kleinrdumigen Isolationen fiihrt. Um in diesem Teil des Phytals iiberleben zu
konnen, sind Anpassungen an extreme Strahlungs- und Temperaturschwankungen so-
wie Schwankungen des osmotischen Potentials der Umgebung notwendig. Derartige
Anpassungen verhindern aber nicht per se das Vorkommen in unteren Etagen des Phy-
tals. Um erfolgreich im Phytal ,,aufsteigen* zu kdnnen, muss also jede mithsam neu
erworbene Anpassung gegeniiber der Ausgangsart verteidigt, d. h. ein genetischer Ab-
schluss vorgenommen werden. Das Problem hierbei ist, dass das Ausgangs- und das neu
eroberte Habitat nur wenige Meter voneinander entfernt sind und die Befruchtung nur
im Zeitraum der Wasserbedeckung, also wenn die Lebensrdume ohnehin vollstindig

miteinander verbunden sind, stattfindet. Gattungen, die mit morphologisch relativ dhnli-

5 Das illustriert auch die oben angefiihrte Verwendung pluralistischer Konzepte. In einem rein phineti-
schen Konzept wiirde die Behandlung heteromorpher Stadien eines Generationszyklus als separate Arten
korrekt sein.
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chen Arten entlang des Gezeitengradienten vertreten sind, stellen dementsprechend eine
Herausforderung dar — handelt es sich hierbei um ,,echte” Arten im Sinne des biologi-
schen Artbegriffes oder lediglich um Subspezies oder sogar Varietdten ein und dersel-
ben genetischen Entitdt?

Basierend auf diesen offenen Fragen stellt sich fiir die vorliegende Arbeit daher die
Aufgabe, die drei grundlegenden Artkonzepte an ausgewéhlten Makroalgen-Taxa aufei-
nander abzubilden um anhand von Uberschneidung und Abgrenzung eine Abschitzung
beziiglich der Anwendbarkeit treffen zu konnen. Die Wahl fiel dabei auf die Gattungen
Fucus und Chara; Vertreter beider Gattungen werden als Bioindikatoren eingesetzt;
eine genaue Kenntnis der Grundlagen dieser empirisch abgeleiteten Indikatorfunktion

ist daher von groflem praktischem Interesse.

1.3 Vorstellung der Untersuchungsgegenstinde

1.3.1 Characeae

Characeen (deutsch: Armleuchteralgen) sind submers lebende, hoch differenzierte mak-
rophytische Griinalgen. Systematisch gehoren sie zu den Streptophyta (Lewis und
McCourt 2004) und bilden zusammen mit den Coleochaetophyceae und Zygnemato-
phyceae die ndchsten Verwandten zu den Landpflanzen ( Karol et al. 2001, Lewis und
McCourt 2004, Finet et al. 2010, Wodniok et al. 2011, Leliaert et al. 2012). Von der
phylogenetisch sehr alten Gruppe sind rezent noch sechs Gattungen aus der Familie der
Characeae zu finden: Chara, Nitella, Tolypella, Lychnothamnus, Lamprothamnium und
Nitellopsis.

Sie wachsen oft in dichten Bestéinden, die ihrerseits Tieren als Habitat und Nahrungs-
quelle dienen. In aquatischen Systemen spielen sie damit eine wichtige Rolle in der
Aufrechterhaltung der Biodiversitit. Zahlreiche Arten werden dariiber hinaus, aufgrund
ihrer geringen okologischen Varianz, als Bioindikator fiir oligo- und mesotrophe Ge-
wisserqualitdt genutzt (e.g. Krause 1997, Blindow 2000, Selig et al. 2007, Penning et
al. 2008, Steinhardt et al. 2009). Eine verldssliche Bestimmung von Characeen- Arten
anhand robuster Merkmale ist unerlédsslich fiir die unterschiedlichen Klassifikationssys-
teme die sowohl im Sii3- als auch im Brackwasser angewendet werden (e.g. Melzer
1988, Schubert et al. 2005, Selig et al. 2007).

Wie bei anderen Makroalgen auch, folgt die Taxonomie von Characeen hauptsédchlich

einem rein phénetischen Artkonzept, wobei wiederum die genutzten morphologischen
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Charakteristika in den meisten Féllen nicht mit der Reproduktion und damit dem biolo-
gischen Artkonzept in Verbindung gebracht werden kdnnen. Innerhalb dieser Gruppe
hat die Diskussion iiber sinnvolle taxonomische Einheiten zu zwei extremen Systemen
gefiihrt, die parallel zur Anwendung kommen. Ein traditionelles Mikroarten-Konzept
unterscheidet (z. B. Braun 1839, 1882, Migula 1898, Krause 1997) beispielsweise unge-
fahr 30 europédische Arten innerhalb der Gattung Chara mit einer begrenzten Anzahl an
Varietdten und Formen. Diesem System steht ein Makroarten-Konzept gegeniiber, das
von Wood & Imahori (1965) entwickelt wurde und weltweit nur zwischen 18 Arten der
Gattung Chara unterscheidet. Um der hohen morphologischen Variabilitdt dieser Mak-
roarten gerecht zu werden, zeichnen sie sich durch eine Vielzahl an Subspezies, Varieti-
ten und Formen aus.

Beide oben erwédhnten Konzepte basieren dabei auf einem System, das urspriinglich von
Migula (1898) eingefiihrt wurde, nehmen aber eine stark unterschiedliche Wichtung der
einzelnen Merkmale vor. Dabei greifen beide Nachfolgersysteme die grundlegende Ein-
teilung in die Unterfamilien (anhand der Ausbildung des Sporenkronchens) des Vor-
gingersystems auf und stimmen auch beziiglich der Abgrenzung der Gattungen iiberein.
Wo sich beide Systeme wesentlich voneinander unterscheiden ist die Bewertung der
Relevanz der morphologischen Merkmale, die zur Unterscheidung der Arten,
Subspezies und Varietdten herangezogen werden. Wood und Imahori (1965) sahen z. B.
in der Hausigkeit ein rein sekundidres Merkmal, welches deshalb keine Bedeutung
besall. Sie vereinten damit eine Vielzahl von mondzischen und diézischen Taxa (im Fall
von Chara canescens sogar dariiber hinaus ein parthenogenetisches Taxon) miteinander
und verzichteten so auf eines der wenigen in der Gruppe auftretenden Merkmale mit
zumindest potentieller Reproduktionsrelevanz. Dass solch eine Auffassung durchaus
seine Berechtigung haben kann, zeigen die zahlreichen Beispiele von Tridzie sowohl
bei hoheren Pflanzen (z.B. Fraxinus excelsior) als auch bei Algen (z.B.
Porphyra tenera).

In der Vergangenheit gab es Bemiihungen, die zur Artunterscheidung bei Characeen
genutzten morphologischen Merkmale nicht nur qualitativ sondern auch quantitativ mit
statistischen Verfahren zu bewerten um damit den taxonomischen Rang der einzelnen
Taxa besser abschitzen zu konnen (z. B. Kiister et al. 2004). Dabei wurden nicht nur die
Pflanzen selbst (z. B. Ahmadi et al. 2012) sondern auch ihre generativen Fortpflan-
zungseinheiten, die Oosporen, analysiert (Ray et al. 2001, Mandal et al. 2002, Mandal
und Ray 2004, Holzhausen et al. 2015). Ein anderer Ansatz versucht iiber die Bezie-
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hung zum biologischen Artkonzept (Kreuzungsversuche; z. B. Blindow et al. 2009) hier
zu einer Losung zu kommen — allerdings tritt dabei sofort das bislang ungeloste Prob-
lem der Bewertung kryptischer Arten auf (s.o. Proctor 1971, Perez et al. 2014).

Im letzten Jahrzehnt wurde daher zunehmend versucht, das phylogenetische Artkonzept
als Entscheidungshilfe heranzuziehen (Sakayama 2008, Schaible et al. 2009).

Dieses Vorgehen, der Vergleich phylogenetischer Analysen mit morphologischen
Merkmalskomplexen, war durchaus von Erfolg gekront. Innerhalb der Gattungen
Nitella und Tolypella konnte durch den Vergleich der Ergebnisse morphologischer
Analysen mit der Variabilitit von DNA Markersequenzen die Giiltigkeit des
traditionellen Mikroarten-Konzeptes unterstiitzt werden (Sakayama 2008, Perez et al.
2014). Die, verglichen mit den obigen Gattungen, grofe Vielfalt an zur Verfiigung
stehenden morphologischen Merkmalen innerhalb der Gattung Chara lidsst vermuten,
dass damit ebenfalls eine hohe genetische Variabilitit verbunden ist. Bisher wurden
zwar nur vereinzelt genetische Untersuchen an ausgewéhlten Gruppen dieser Gattung
durchgefiihrt, aber bereits hier erwiesen sich die verwendeten genetischen Marker
(18S rRNA, rbcL) meist als iiberraschend konservativ (Meiers et al. 1999, Karol 2004).
Um diesem Problem zu begegnen, wurden in der Gattung Chara auch Ansitze mit
Markern hoherer Variabilitdt wie z. B. Mikrosatelliten-Markern durchgefiihrt (Schaible
et al. 2009). Selbst AFLP Analysen (Amplified Fragment Length Polymorphism)
kamen ungeachtet der Tatsache, dass sie nur sehr begrenzt Aufschluss {iber
phylogenetische Zusammenhinge geben, zum Einsatz (Boegle et al. 2010a, 2010b,
Urbaniak und Combik 2013). Der letzte Entwicklungstrend versucht durch
Kombination unterschiedlicher Marker eine ausreichende Trennschérfe innerhalb der
Gattung Chara zu erzielen. So berichten Schneider et al. (2015b) {iber eine erfolgreiche
Analyse der phylogenetischen Beziehungen einer bislang schwer zu trennenden
Artengruppe der Gattung Chara mittels Untersuchung von drei Regionen des Kern- und
Chloroplastengenoms. Diese Arbeit weist, da die hier analysierte Anzahl an
Basenpaaren recht gering war, auf das hohe Potential dieser Vorgehensweise hin.

Trotz dieser Fortschritte lassen alle angefiihrten Arbeiten bislang keine endgiiltigen
Schliisse zu; eine klare Entscheidung, in welchem MaBe die beiden oben angefiihrten
morphologischen Konzepte die Phylogenie der Gattung Chara widerspiegeln, konnte

bislang nicht getroffen werden.
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1.3.2 Fucus

Die Gattung Fucus umfasst eine Gruppe hochentwickelter Braunalgen (Phaeophyceae),
deren Thallus in unterschiedliche Gewebe® differenziert ist und die sich vor allem hin-
sichtlich des Besitzes einer Eizelle von anderen Braunalgen unterscheidet’. Fucus-Arten
sind vor allem im Eulitoral wesentliche Strukturbildner; ihr Vorkommen bietet die Vo-
raussetzungen fiir das Auftreten einer Vielzahl weiterer auto- und heterotropher Orga-
nismen. So bieten dichte Fucus-Bestdnde Schutz vor zahlreichen Frafeinden und abio-
tische Extremzustinden (Trockenfallen, Licht- und UV-Stress), dienen als Nahrungs-
quelle und werden von einer Vielzahl an Algen und Invertebraten als Wachstumssub-
strat genutzt (Janke 1986, 1990, Kornmann und Sahling 1977, Bartsch und Tittley
2004). Dementsprechend stellen Fucus-Bestande eine wichtige Sdule in der Bewertung
des okologischen Zustandes von Kiistenregionen dar.

Zumindest im nordeuropdischen Raum erscheint die sichere Identifikation von Fucus-
Individuen einfach, da die Bestimmungsmerkmale sehr prignant erscheinen. So besitzt
F. vesiculosus echte Blasen (=Vesikel) auf dem Thallus und weist aufgebldahte Rezepta-
kel auf. Der Thallus von F. serratus ist gezdhnt und hat flache Rezeptakula; F. spiralis
weist einen spiralig verdrehten Thallus und einen ausgeprédgten sterilen Rand an den
aufgebldhten Rezeptakula auf. Typische Vertreter sind damit leicht voneinander zu un-
terscheiden. Allerdings weisen die Vertreter aller bislang untersuchten Arten der Gat-
tung Fucus, einschlieBlich der drei oben genannten, eine hohe morphologische Plastizi-
tiat auf, die sich nicht nur auf rein metrische Parameter beschrankt. Je nach konkretem
Expositionsgrad, SiiBwassereinfluss, Jahreszeit, Verschmutzungsgrad und weiteren Ein-
flussgroBen sind die oben genannten Merkmale entweder nicht zu beobachten (fehlende
Rezeptakel, Thallusfliche bis auf die Mittelrippen reduziert) oder nicht konsistent
(Burrows und Lodge 1951, Russell 1988, Munda und Kremer 1997, Madsen et al. 2001,
Bartsch und Tittley 2004, Cairrdo et al. 2009). So kann F. vesiculosus als var. linearis
auftreten; bevorzugt an siiBwasserbeeinflussten Standorten bzw. mit ansteigender Hohe

im Gezeitengradient, so dass das Hauptmerkmal der Vesikel nicht mehr vorhanden ist.

6 Rhizoid, Cauloid, Phylloid — erinnert an Wurzel, SproB3, Blatt der Gefifipflanzen, aber nicht so hoch
differenziert.

7 Die mehrjihrige, diploide Fucus-Pflanze kann als Sporophyt verstanden werden, dessen Meiosporen
direkt zum fast vollstdndig reduzierten Gametophyten werden. Die Oogonien und Spermatogonien befin-
den sich in dicht stehenden kugelférmigen Einsenkungen, den Konzeptakeln, die in Rezeptakeln an den
Blattspitzen lokalisiert sind und alljahrlich abgeworfen werden.
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Auch ein spiralformiges Wachstum ist, vor allem an stark exponierten Standorten, nicht
selten.

Fucus spiralis tritt in zwei Erscheinungsformen auf: A) mit ausgepragtem sterilen Rand,
aber weitgehend geradem Wuchs (=F. spiralis var. platycarpus (Thuret) Batters 1902%)
oder B) ohne sterilen Rand, dann meist spiralig wachsend. Beide Formen eint das Vor-
kommen in der obersten Etage des Littorals sowie die Einhdusigkeit. Bereits hier tritt
jedoch das Problem auf, einen weit oben im Gezeitengradienten wachsenden
F. vesiculosus var. linearis von F. spiralis zu trennen; der einzige Parameter wire die
Hausigkeit, wobei vollig ungeklart ist, inwieweit es sich hier um ein stabiles Merkmal
oder lediglich eine Verschiebung der Haufigkeit des Auftretens innerhalb einer trifzi-
schen Sippe handelt.

Die Frage nach der sexuellen Isolation innerhalb der Gattung Fucus wurde in jlingster
Vergangenheit aktuell. Auf Helgoland ist F. spiralis vorwiegend als var. platycarpus
verbreitet, deren Rezeptakula zwar einen sterilen Rand, jedoch keinen spiralisierten
Thallus aufweisen. Die Fucus-Arten der Insel Helgoland unterscheiden sich von ande-
ren nordeuropdischen Standorten beziiglich ihrer Populationsstruktur und Morphologie;
so weisen sie z. B. langere und schmalere Thalli im Vergleich zu Individuen anderer
Standorte in Westeuropa auf (Munda und Kremer 1997). Seit einigen Jahren wird je-
doch ein Morphotyp von Fucus auf Helgoland angetroffen, dessen Abweichungen vom
gewohnten morphologischen Muster sowie seine Stellung im litoralen Tiefengradienten
eine Zuordnung zu den bislang beschriebenen Helgoland Taxa problematisch macht
(Kommann und Sahling 1994). Da Hybridisierungen innerhalb der Gattung Fucus aus-
giebig dokumentiert sind (z. B. Coyer et al. 2002, Wallace et al. 2004, Neiva et al.
2010), kann es sich hier einerseits um das Ergebnis der Einkreuzung eines Neuankomm-
lings — z. B. F. ceranoides — handeln (Kommann und Sahling 1994, Bartsch und
Kuhlenkamp 2000). Andererseits kann es sich dabei auch um das Ergebnis genetischer
Drift aufgrund der isolierten Lage der Insel oder um eine Verschiebung der Hiufigkeit
des Auftretens von Hybriden der bereits etablierten Arten handeln.

Solche Vermutungen werden gestiitzt durch die Tatsache, dass fiir die Gattung Fucus

eine schnelle genetische Entwicklung bereits nachgewiesen wurde: Mit Hilfe von mole-

8 Basierend auf morphologischen, physiologischen und genetischen Untersuchungen schlugen Zardi et al.
(2011) vor, F. spiralis var. platycarpus als F. guiryi den Status einer Art zuzusprechen. Beide Formen
sollen daher so weit wie moglich im weiteren Verlauf der Arbeit voneinander unterschieden werden. Da
diese Diskussion bisher jedoch nicht abgeschlossen ist, wird dabei der Name F. spiralis var. platycarpus
verwendet.
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kularbiologischen Methoden (Mikrosatelliten-Marker) konnte F. radicans als distinkte
Art identifiziert werden, nachdem sie lange Zeit als Okotypus von F. vesiculosus be-
schrieben war (Bergstrom et al. 2005).

Die oben bereits erwidhnte Fragestellung — Abgrenzung einer Art — stellt sich damit hier
erneut in vollem Umfang: beiden Taxa, F. vesiculosus und F. spiralis, sind nach dem
okologischem Konzept entsprechend ihrer Stellung im Gezeitengradienten gut vonei-
nander trennbar; allerdings gibt es auch einen Uberschneidungsbereich. Morphologisch
weisen sie in ,typischer Auspriagung klare Unterschiede auf; regionale Populationen
sowie F. vesiculosus im Skologischen Uberschneidungsbereich lassen hier jedoch nur
noch ein Merkmal, das der Hausigkeit, librig. Nach dem biologischen Artkonzept sind
Hybride zwischen beiden Arten bereits bekannt, liber deren Fortpflanzungserfolg liegen
jedoch keine Informationen vor. Wie bei der Gattung Chara liegt daher die Hoffnung
auf der Anwendung des genetischen Analysenrepertoires, um eine sichere Zuordnung
der Morphotypen zu Verwandtschaftskreisen vornehmen zu kénnen und, unter Hinzu-
ziehung der Standortbedingungen die Frage nach Art, Unterart oder Varietét der bislang

verwendeten Taxa klaren zu konnen.
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1.4 Hypothesen

Innerhalb dieser Arbeit soll die Anwendbarkeit der drei grundlegenden Artkonzepte fiir
die Makroalgen der Gattungen Chara und Fucus untersucht werden, wobei sich die

nachfolgenden Analysen auf folgende Hypothesen stiitzten:

l. Genetische Analysen kdnnen dazu genutzt werden, natiirliche taxonomische
Einheiten innerhalb der Gattung Chara darzustellen.

2. Innerhalb der Gattung Chara bestehen Ubereinstimmungen zwischen geneti-
scher Variabilitdt und morphologischer Plastizitit.

3. Der auffillige Morphotyp der Gattung Fucus auf Helgoland ist ein Okotyp von

F. vesiculosus.

Um diese Hypothesen zu priifen, wurden Taxa der Familie der Characeae und der Gat-
tung Fucus sowohl traditionell nach dem morphologischen und dem 6kologischen Art-
konzept analysiert als auch durch die Sequenzierung spezifischer DNA Marker gene-
tisch charakterisiert. Im Anschluss wurden die erhaltenen Systeme miteinander vergli-
chen. Die Ergebnisse der einzelnen Untersuchungen sollten neben der konkreten Frage-
stellung dazu verwendet werden, die Anwendbarkeit der drei Artkonzepte auf die Ver-

héltnisse innerhalb von Makroalgen darzustellen.
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2. Material und Methoden

2.1 Morphologie Characeae

Wie bereits beschrieben beruht die Artdifferenzierung innerhalb der Characeen haupt-
sdchlich auf morphologischen Merkmalen. Dabei besteht der schachtelhalmihnliche
Thallus in abwechselnder Reihenfolge aus langgestreckten Internodialabschnitten und
kurzen Knotenbereichen, an denen die Quirldste entspringen. Die Pflanze ist im Sedi-
ment durch ein Rhizoid verankert. Je nach Gattung konnen die Quirlédste (verzweigt
oder unverzweigt), die Stipularen (einreihig oder zweireihig) sowie die Berindung (be-

rindet oder unberindet) unterschiedlich ausgeprégt sein (Abbildung 1).

Abbildung 1  Schematische Darstellung einer diplostich
tylacanthen Chara (z. B. C. intermedia).
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Im Falle der Gattung Chara kann die Berindung der Internodien haplostich (Anzahl der
Rindenreihen entspricht der Anzahl der Quirldste), diplostich (zweimal so viele Rinden-
reihen wie Quirldste) oder triplostich (dreimal so viele Rindenreihen wie Quirldste) aus-
fallen. Im Weiteren unterscheidet man zwischen aulacanthen (sekundédre Rindenreihen
groBer, Stacheln auf den diinneren priméren Rindenzellen), tylacanthen (sekundére Rin-
denreihen kleiner, Stacheln auf den dickeren priméren Rindenzellen) und isostichen
(primdre und sekundire Rindenzellen gleich stark ausgepragt) Berindungsformen, wo-
bei die Stacheln von einzelnen, kurzen, papillenférmigen Typen bis hin zu langen und
in Gruppen angeordneten Formen reichen. Bei den berindeten Qurildsten kann die Ber-
indung vollstdndig oder unvollstindig ausgebildet sein und ist, im Vergleich zu den
Internodialzellen unregelmifig. An den Knoten der Quirldste entwickeln sich die
Gametangien, wobei man zwischen mondzischen (Antheridien und Oogonien an einer
Pflanze) und didzischen (Antheridien und Oogonien an unterschiedlichen Pflanzen)
Arten unterscheidet. Ebenfalls an den Knoten der Quirlédste entspringen die Blattchen
und die Brakteolen (Tragblitter gegeniiber der Oogonien) und im Falle von didzischen,
weiblichen Characeen wird anstelle des Antheridiums eine sogenannte Braktee an den
Knoten ausgebildet.

Die Nomenklatur der Characeae wird gegenwirtig iiberarbeitet, wobei die zugehorige
Arbeit jedoch noch nicht verdffentlicht wurde und sich die vorliegende Arbeit daher an
dem Konzept, wie es von Wood und Imahori (1965) sowie von Krause (1997) definiert
wurde, orientiert. Dabei unterschied Krause (1997) 29 Mikroarten innerhalb der Gat-
tung Chara und 12 innerhalb der Gattung Nitella.

2.2 Genetische Analyse Characeae

2.2.1 Probenahme

Um die genetische Variabilitit der Gattung Chara zu bestimmen, wurden fiir den ersten
Teil (,,CHARA-SCHWEDEN®) dieser Untersuchung 15 Chara-Taxa in Schweden sowohl
im Sii- als auch im Brackwasser gesammelt (Tabelle A1), wobei nur Individuen in
diese Analyse miteinbezogen wurden, bei denen die diagnostischen Merkmale des Mik-
roarten-Konzeptes vollstindig ausgeprdgt waren. Damit wurde sichergestellt, dass fiir
diesen Teil der Untersuchung keine Ubergangsformen mit unklarer taxonomischer Zu-
ordnung eine genetische Grundlage fiir den Vergleich von morphologischem und phy-

logenetischem Artkonzept bildeten. Basierend auf Wood und Imahori's (1965) Eintei-
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lung, welche vorwiegend auf dem Berindungstypus beruht, wurden Taxa der drei Sekti-
onen Chara, Desvauxia und Grovesia analysiert. Die Art C. canescens ist der einzige
Vertreter der Sektion Desvauxia in Europa und zeichnet sich durch eine haplostiche
Berindung aus. Bei den neun untersuchten diplostichen Taxa der Sektion Chara handel-
te es sich um C. baltica, C. contraria, C. filiformis, C. hispida, C. horrida,
C. intermedia, C. rudis’®, C. tomentosa und C. vulgaris. Ein gegenwirtig als morpholo-
gische Varietdt von C. baltica angesehenes Taxon (Schubert und Blindow 2004) ging
ebenfalls in die Analyse mit ein und wird der Einfachheit folgend im Weiteren als
C. liliebladii'® aufgefiihrt. Die vier triplostichen Arten, C. aspera, C.connivens,
C. globularis und C. virgata gehorten der Sektion Grovesia an, wobei die Proben der
Art C. aspera sowohl im Sii3- als auch im Brackwasser gesammelt wurden.

Fiir den zweiten Datensatz (,,CHARA-EUROPA®) dieser Untersuchung wurden insgesamt
218! Individuen der Gattung Chara und ein Individuum der Gattung Lamprothamnium
in insgesamt 15 Léndern Europas und vereinzelt auch in der Ukraine, Russland und N-
Afrika gesammelt und konnten insgesamt 23 Taxa zugeordnet werden (Tabelle Al).
Neben den oben aufgefiihrten Arten, erginzten die Taxa C. denudata’?, C. gymnophylla
und C. polyacantha®® die Liste der Arten in der Sektion Chara. Individuen, die morpho-
logisch C. intermedia zugeordnet werden konnten, jedoch in einem Inlandbrackwasser-
see gesammelt wurden, werden in dieser Arbeit als C. papillosa gekennzeichnet. Diese
Vorgehensweise ist rein pragmatisch begriindet, da eine Losung der nomenklatorischen
und taxonomischen Probleme, die sich mit dem Namen C. intermedia verbinden (siche
Schubert et al. in Druck) ggw. nicht mdglich ist. Innerhalb der Sektion Grovesia wurden

zusatzlich die Taxa C. galioides, C. strigosa und C. tenuispina beprobt. Mit der unbe

® Der Name ist illegitim, der ggw. giiltige ist Chara subspinosa Rupr., Symb. P1. Ross.: 225. 1846. Jedoch
ist die dazugehdrige Veroffentlichung noch nicht erschienen (AG Chara, in Druck), so dass in Anlehnung
an Krause (1997) der Name C. rudis verwendet wird.

10 = Chara baltica (Hartman) Bruzelius var. liliebladii (Wallman) H. Schub., Blindow & K. Weyer 2015
[Basionym: Chara liljebladii Wallman, Kongl. Vetensk.-Akad. Handl. 1852: 314. 1853]

I Teile der Sequenzen wurde dabei in den Qualifizierungsarbeiten von Ammon 2011 und Eberlein 2015
erzeugt.

12 Der Name Chara denudata A. Braun in Drége, Flora 26 Beigabe: 50. 1843, ist ein n. inv., wenn iiber-
haupt, kann hier nur: Chara denudata A. Braun, Neue Denkschr. Allg. Schweiz. Ges. Gesammten Natur-
wiss.10(3): 5. 1847 Verwendung finden. Diese afrikanische Form wird aber ggw. (AG Chara, in Druck)
als Chara dissoluta A. Braun ex Leonh. f. africana Mig., Charac. Deutschl. 384. 1891 aufgefasst und ist
also mit den hier verwendeten Organismen NICHT identisch. Da das Buch der AG Chara ggw. noch
nicht erschienen ist, wird, in Anlehnung an Krause (1997), der Name C. denudata verwendet.

13 Dieser Name ist ein n. inv., da ohne Beschreibung von Merkmalen publiziert — nach AG Chara (in
Druck) ist Chara aculeolata Kiitz. in Rchb., Fl. Germ. Excurs.: 843. 1832 der giiltige Name — das Buch
ist jedoch noch nicht erschienen ist, wird auch hier in Anlehnung an Krause (1997) der Name
C. polyacantha verwendet.
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rindeten C. baueri wurde ein Taxon aus der Sektion Charopsis und mit Lamprothamni-
um papulosum ein Taxon aus der Schwestergattung in diese Analyse miteinbezogen.
Um den Vergleich der genetischen Variabilitit unterschiedlicher Gattungen der Familie
der Characeae durchzufiihren, wurden fiir einen dritten Datensatz (,,NITELLA®) die Taxa
N. confervacea, N. flexilis, N. gracilis, N. hyalina, N. mucronata, N.opaca und
N. tenuissima in sieben europdischen Lédndern gesammelt. Zusdtzlich wurden in diesem
Datenset Proben der Taxa C. baueri, Nitellopsis obtusa, Lamprothamnium papulosum,
Lychnothamnus barbatus und zwei Arten der Gattung Tolypella (T. glomerata,
T. prolifera) sequenziert (Tabelle Al).

Von allen Proben wurden Herbarbelege bzw. genaue morphologische Beschreibungen
sowie Fotos angefertigt und anschliefend wurde ein Teil der Alge eingefroren und lyo-

phyllisiert oder direkt mit Hilfe von Silikagel getrocknet.

2.2.2 DNA Isolation, PCR und Sequenzierung

Die gesamtgenomische DNA wurde mit Hilfe des DNAeasy PlantMini Kits (Quiagen,
Hilden, Germany) dem Herstellerprotokoll folgend aus 2-10 mg getrocknetem Pflan-
zenmaterials isoliert und anschlieend wurden, je nach Datensatz die genetischen Mar-
ker in einer PCR vervielfiltigt.

Die Chloroplastengene rbcL und matK kamen schon in fritheren Arbeiten innerhalb der
Characeae zur Anwendung (McCourt et al. 1999, Sanders et al. 2003, Schneider et al.
2015b) und sollten auch in dieser Arbeit fiir die genetische Charakterisierung genutzt
werden. Das funktionale Gen rbcL ist 1428 bp lang, kodiert fiir die gro3e Untereinheit
der Ribulose-1,5-Bisphosphat-Oxigenase/Carboxylase und katalysiert die Kohlen-
stofffixierung in der Dunkelreaktion der Photosynthese. Fiir die Proben der Gattung
Chara wurden mit den Primern la und 1b ein 1108 bp-langes und fiir die Gattungen
Nitella, Lychnothamnus und Nitellopsis mit den Primer RH1 und 1385R ein 1359 bp
langes Stiick in einer PCR vervielfiltigt (Tabelle 1). Die Maturase matK (ORF:
~1500 bp), eines der am schnellsten evolvierenden Chloroplastengene (Barthet und Hilu
2008), ist Teil des Gruppe II Introns der #7nK und wirkt wihrend der Proteinsynthese als
hochspezifischer Splicing-Faktor. Die Bedeutung dieser Region wurde bisher vielfiltig

diskutiert und neben einer Beteilung an der Expression des Photosyntheseapparates'*,

14 Bei Pflanzen, die keine Photosynthese betreiben, gingen neben Genen des Photosynthesesapparates
auch die Region des matK verloren (Krause 2011).
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wird auch die Bedeutung als Transkriptionsregulator wahrend der Expression von ATP-
Synthasen in Betracht gezogen (Schmitz-Linneweber et al. 2015). Die hierbei verwen-
deten Primer matK-F2 und matK-R1b wurden in dieser Studie spezifisch fiir die Gat-
tung Chara entwickelt und amplifizieren 1202 bp des Gens (Tabelle 1). Neben diesen
beiden Barcode-Regionen sollten 1208 bp des ebenfalls auf dem Plastom lokalisierten
Gens atpB mit dem Primerpaar afpB-F und atpB-R amplifiziert werden (Tabelle 1). Die
B-Untereinheit einer membrangebundenen ATP-Synthase ist insgesamt 1482 bp lang
und wurde bereits erfolgreich bei der phylogenetischen Rekonstruktion der Gattung
Nitella eingesetzt (Sakayama 2008).

Die beiden nuklearen Regionen 18S rRNA und nrITS-1 (nrITS1-5,8S rRNA) sind schon
wiederholt fiir phylogenetische Analysen unterschiedlichster Gruppen herangezogen
wurden, so auch zur Klarung der Beziehungen der Arten der Gattung Nitella (Sakayama
et al. 2004a). Beide Loci sind Teil der ribosomalen RNA-Gencluster des Kerngenoms
und wihrend die 18S rRNA (SSU) hoch konservativ ist, sind die nichtkodierten ITS-
Regionen hochvariabel. Fiir die PCR wurden die bereits etablierten Primer 18S-F und
18S-R" fiir die 18S rRNA und ITSfw und ITSrev fiir die nrITS-1-Region genutzt
(Tabelle 1). Fiir den ersten Datensatz (,,CHARA-SCHWEDEN®) wurden alle fiinf Marker,
fiir den zweiten (,,CHARA-EUROPA®) matK und fiir den dritten Datensatz (,,NITELLA®)
rbcL amplifiziert.

AnschlieBen wurden die Produkte der PCR {iber ein innuPREP Gel Extraction Kit (Ana-
lytik Jena AG, Jena, Deutschland) gereinigt und mit einem Applied Biosystems 3130x1
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA) direkt sequenziert, wobei die

verwendeten Sequenzierprimer denen der PCR entsprachen.

Tabelle 1 Ubersicht der in den PCRs verwendeten Primerpaare.

Primer Sequenz (5°- 3") Quelle

rbcL-1a TCG TGT AAC TCC ACA ACCTG Schaible et al. 2009
rbcL-1b TAC TCG GTT AGC TAC AGC TC Schaible et al. 2009
rbcL-RH1 ATG TCA CCA CAA ACA GAA ACT AAAGC  Manhart 1994
rbcL-1385R  AAT TCA AAT TTA ATT TCT TTC C Manhart 1994
matK-F2 GAA TGA GCT TAA ACA AGG ATTC Ammon 2011
matK-R1b GCA GCCTTA TGA ATT GGA TAGC Ammon 2011
atpB-F TGT TAC TTG TGA AGT TCA ACA Nozaki et al. 1999
atpB-R CCT ACT AAG TAG AAT GCT TGT T Nozaki et al. 1999
18S-F AAC CTG GTT GAT CCT GCC AGT Katana et al. 2001
18S-R TGA TCC TTC TGC AGG TTC ACCTACG Katana et al. 2001
ITSfw GAT TGA ATG GTC CGG TGA AGT G Sakayama et al. 2004a

ITSrev CACTAC GTATCG CAT TTCGCT G Sakayama et al. 2004a
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2.2.3 Phylogenetische Analyse

Mit Hilfe des Programmpakets BioEdit (Hall 1999) wurden die erhaltenen Sequenzen
kontrolliert und, basierend auf dem Algorithmus ClustalW (Thompson et al. 1994), A-
lignments erstellt. Fiir die phylogenetische Analyse wurden diese manuell optimiert,
wobei Proben mit identischen Sequenzen als eine taxonomische Einheit bewertet wur-
den. Das hoch konservierte Zentrum (~500 bp) innerhalb der 18S rRNA wurde nicht in
die Analyse miteinbezogen. In den Alignments der ribosomalen Bereiche (,,CHARA-
SCHWEDEN®: 1-161 bp) und des Markers matK (,,CHARA-EUROPA*: 6 bp) traten soge-
nannte ,,/ndels* auf, die als ,,present/absent-Matrix“ in die Analyse mit eingingen, wo-
bei zusammenhdngende Indels als ein einziges evolutiondres Ereignis bewertet wurden
(Simmons und Ochoterena 2000, Simmons et al. 2007, Nagy et al. 2012). Die
,present/absent-Matrix wurde mit Hilfe des Programms FastGap (Loytynoja und Gold-
man 2008) erstellt. Um im Weiteren ein Multigen-Alignment fiir die phylogenetische
Analyse nutzen zu kdnnen, wurde mit dem Programmpaket PAUP (Version 4.0 beta 10,
Swofford 1998) ein Partition-Homogenitdts-Test durchgefiihrt, welcher keine Unstim-
migkeiten zwischen den flinf sequenzierten Markern feststellen konnte. Daraufhin wur-
den zwei Alignments fiir die Analyse des ersten Datensets (,, CHARA-SCHWEDEN®) zu-
sammengestellt. In einem ersten Alignment wurden die Regionen a#pB, rbcL and
18S rRNA zusammen mit den GenBank-Sequenzen von Lychnothamnus barbatus
(AF408784, AF097171, AF408225) und Nitella hyalina (AY823685, AY823703,
AY823711) als AuBBengruppe analysiert. In einem zweiten Alignment wurden die fiinf
sequenzierten Bereiche von rbcL, atpB, matK, 18S rRNA und nrITS-1 ohne eine Au-
Bengruppe ausgewertet, da aufgrund der groBen Variabilitdt der nrITS-1 eine Alinierung
mit Taxa anderer Gattungen nicht durchzufiihren war. Fiir das zweite Datenset (,,CHA-
RA-EUROPA®) wurden Sequenzen der Taxa C. longifolia (AY170444), C. connivens
(AY170442), C. globularis (AY170443), C. polyacantha (AY170445), C. vulgaris
(DQ229102, NC00803) und Lamprothamnium macropogon (AY170446) aus der Gen-
Bank ins Alignment integriert und Nitellopsis obtusa (AY170447) als AuBengruppe
verwendet. Damit wurde die Zahl der 24 untersuchten morphologischen Taxa mit
C. longifolia, Lamprothamnium macropogon und Nitellopsis obtusa in der phylogeneti-
schen Analyse auf 27 erhoht. Das dritte Datenset (,,NITELLA®) wurde zusammen mit
rbcL-GenBank-Sequenzen von C. braunii (AB606676 ), N. flexilis (ABO076055,
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AB076056), N. hyalina (AB076067, AY823703), N.opaca (AF097174), Nitellop-
sis obtusa (AY823702, U27530), Lamprothamnium papulosum (AF097170), Ly-
chnothamnus barbatus (AF097171, AF097172), Tolypella glomerata (AF097176),
T. intricata (KJ395918), T. nidifica (U27531), T. porteri (KJ395922) und T. prolifera
(KJ395923) ausgewertet, wobei eine Sequenz von Chlamydomonas (EF537908, Eddie
et al. 2008) als AuBBengruppe diente.

Um die Variabilitit der sequenzierten Regionen darzustellen, wurden mit dem Pro-
grammpaket MEGA6 (Tamura et al. 2013) die unkorrigierten paarweisen genetischen
Distanzen, die Anzahl der Nukleotid-Substitutionen und die Anzahl der variablen und
parsimonie-informativen Bereiche der Sequenzen aller drei Datensdtze bestimmt. Zur
Rekonstruktion der phylogenetischen Stammbdume wurden im Anschluss drei ver-
schiedene Verfahren angewendet und zu einem Konsensusbaum zusammengefiigt. Da-
bei kamen das Maximum Parsimony (MP) und Maximum Likelihood (ML) Verfahren
innerhalb des Programmpakets MEGA6 (Tamura et al. 2013) und das Bayesian Inference
(BI) Verfahren des Programms MrBayes 3.1.2 (Ronquist und Huelsenbeck 2003) zur
Anwendung. Die passenden Modelle der Sequenzevolution fiir das ML- und BI-
Verfahren wurden unter Verwendung des Akaike Information Criterion ebenfalls mit
MEGA6 (Tamura et al. 2013) ermittelt und ergaben fiir alle Datensets das komplexe
GTR + 1+ G-Model. Um die phylogenetischen Wahrscheinlichkeiten der berechneten
Stammbdume abschétzen zu konnen, wurden fiir das MP- und ML-Verfahren Boostrap-
Werte basierend auf 1000 Wiederholungen berechnet. Fiir das BI-Verfahren wurden
Posteriori-Wahrscheinlichkeiten beruhend auf 2 Millionen Generationen und einen
Burn-In von 10 % (1800 Einzelbdumen) genutzt.

Zur Beurteilung der in dieser Analyse verwendeten Stichprobenzahl wurde eine Rare-
faction-Analyse (Coleman et al. 1982) mit Hilfe von Excel (Microsoft, USA) durchge-
fiihrt. Dabei wurden die zugehdrigen genetischen Haplotypen fiir jedes Individuum auf-
summiert, in einer Kurve dargestellt und so eine Steigung fiir die gefundenen Haploty-
pen bei einer gegebenen Anzahl an untersuchten Individuen bestimmt. Zur statistischen
Absicherung wurde diese Berechnung 1000x wiederholt, wobei die Reihenfolge der
Individuen fiir jede Wiederholung verdndert wurde. Basierend auf den daraus resultie-
renden Mittelwerten und Standartabweichungen wurde mit Hilfe einer MONOD-

Funktion die maximale Anzahl an zu erwartenden Haplotypen und ein Ks-Wert berech-
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net, wobei dieser die Menge an Individuen angibt, die mindestetens untersucht werden

sollten, um die Hilfte der zu erwartenden Haplotypen zu identifizieren.

2.3 Lichtanpassung von C. baltica und C. liljebladii

2.3.1 Probenahme und experimentelles Design

Um die morphologische Variabilitdt von genetisch eng verwandten Taxa abzuschitzen,
wurden in der Dar3-Zingster-Boddenkette C. baltica in der Néhe der ,,GroBBen Kirr* bei
Zingst (54°25'37"N; 12°41'20"E) und C. liljebladii bei Michaelsdorf (54°22'17"N;
12°34'12"E) gesammelt. Die Dar3-Zingster-Boddenkette ist durch starke Schwankun-
gen im Salzgehalt zwischen 2,5 und 8,9 PSU (Zingster Strom, monatliche Messungen
von 1988-1992), einen hohen Néahrstoffgehalt und ausgeprégte saisonale Temperatur-
schwankungen gekennzeichnet (Schlungbaum et al. 1994).

Zur Messung des lichtabhdngigen Wachstums wurden jeweils 21 Individuen von
C. baltica'® und 30 Individuen von C. liljebladii identifiziert und bei drei unterschiedli-
chen Lichtstufen inkubiert. Die Pflanzen wurden einzeln in 1 L Glaszylinder mit einem
phosphathaltigen Sediment und einem phosphatfreien Medium kultiviert, um das
Wachstum von Phytoplankton und Epiphyten so gering wie moglich zu halten (Wiisten-
berg et al. 2011). Das Medium enthielt neben einem Eisen- (3,6 uM FeCl3), einem Nit-
rat- (3 mM KNO3) und einem Calciumchloridansatz (3 mM CaCly) auch Spurenelemen-
te (0,51 pM MnClz, 0,09 uM ZnSOg4, 0,09 puM CoSOs, 0,10 uM NaxMoOs, 0,01 uM
CuSOs) (Wiistenberg et al. 2011). Mit Hilfe des Salzes Instant Ocean® wurde ein Salz-
gehalt von 3,5 PSU fiir beide Taxa eingestellt. Alle Gefdlle waren mit einem Glasdeckel
verschlossen, um den Verdunstungsverlust zu minimieren. Wahrend der Inkubation
wurde die Temperatur durch eine externe Kiihlung konstant bei 15°C gehalten und die
Beleuchtung erfolgte mit Leuchtstoffrohren (Phillips, TLD 36W/950) 15 Stunden pro
Tag. Der gesamte experimentelle Ansatz wurde zunichst eine Woche im Labor akkli-
matisiert, um ihn anschlieBend bei unterschiedlichen Lichtintensitdten zu inkubieren.
Um diese zu erreichen, wurden die Gefdfle mit lichtdurchldssiger Gaze abgedeckt bis
Werte von 30, 90 und 240 umol Photonen m™ s™! erreicht wurden, wobei die Lichtmen-

gen mit Hilfe eines LiCor LI1000 data logger bestimmt wurden (LiCor Inc., U.S.A.).

15 Die Erhebung der Daten fiir das Taxon C. baltica erfolgte im Rahmen der Bachelorarbeit von Sommer
(2013).
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Um sicher zu gehen, dass die Lichtqualitit keine Anderungen erfuhr, wurden fiir die
drei Lichtintensitidten mit dem Macam Spectroradiometer (SR 9910; Macam Inc., Scot-
land, UK) zusitzlich Lichtspektren mit A=270-800 nm aufgenommen und verglichen.
Wihrend des Experiments wurde die Stellung der GefiaB3e zueinander randomisiert, um

eventuelle kleinskalige Unterschiede des Lichtklimas auszugleichen.

2.3.2 Morphologische Analyse und statistische Auswertung

Die Messung von morphologischen Merkmalen erfolgte fiir jedes Individuum vor dem
Experiment und nach 4wochiger Inkubation. Dabei wurden von den ersten zwei Wirteln
(vom Kopfchen abwirts) Detailfotos mit einem Olympus SZX-16 angefertigt und mit
dem Analyseprogramm Celsens Standard (Olympus, Japan) folgende Merkmale aufge-
nommen und vermessen: die Linge des Kopfchens, der Internodien, der Quirldste und
deren Endzellen, der oberen und unteren Stipularen, der Brakteolen und der Stacheln;
der Durchmesser der Internodien und Rindenzellen sowie die Anzahl der unberindeten
Glieder der Quirldste. Wahrend des Experiments wurde das Langenwachstum der Indi-
viduen einmal pro Woche dokumentiert.

Fiir die Betrachtung der Variabilitit der Einzelparameter wurden mit Hilfe des Pro-
grammes IBM® SPSS Statistics software (Version 2.0, IBM, USA) Box-Plots erstellt
und die beiden Populationen in Abhéngigkeit der Lichtintensitdt voneinander getrennt
verglichen.

Die statistische Auswertung der Gesamtheit der metrischen Parameter beider Taxa er-
folgte mit dem Programm Primer 6 (Clarke und Gorley 2006), wobei die Daten vor der
Analyse einer z-Transformation unterzogen wurden und die Berechnungen der Distan-
zen auf der Euklidischen Distanz beruhte. Unterschiede zwischen den Individuen, die
bei unterschiedlichen Lichtintensitdten kultiviert wurden, wurden durch eine ANOSIM-
Analyse (Clarke und Green 1988) getestet. Dabei werden die Ahnlichkeiten innerhalb
der Gruppen mit den Ahnlichkeiten zwischen den Gruppen verglichen und ein R-Wert
zwischen 0 und 1 gibt die Hohe und das Vorhandensein dieser Abweichungen an (Clar-
ke und Warwick 2001). Durch eine SIMPER-Analyse (Clarke 1993) wurden die Ahn-
lichkeiten innerhalb und zwischen den verglichenen Gruppen ermittelt. Zusatzlich wur-
den Hauptkomponentenanalysen (PCA) durchgefiihrt, um die Parameter zu bestimmen,
die prozentual am stdrksten zu einer Trennung zwischen zwei Gruppen beitrugen. So-

wie auf Grundlage von Distanz-Matrizen Cluster-Analysen (Group-Average-Verfahren)
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durchgefiihrt und MDS-Plots erstellt, die die Beziehungen der Individuen, die unter den

drei Lichtintensititen kultiviert wurden, darstellen sollten.

2.4 Gattung Fucus

2.4.1 Morphologische Analyse

Fiir die morphologische Analyse der Gattung Fucus wurden bei 119 Individuen von
sieben Arten der Gattung Fucus (Tabelle 2) sowohl metrische Daten als auch beschrei-
bende Merkmale aufgenommen'® (Bick et al. 1992). Bei den metrischen Parametern
handelte es sich um die Gesamtldnge der Pflanze von der Basis bis zur Spitze, die Stiel-
lange und -breite zwischen der Basis und der dltesten Verzweigung (Dichotomie), die
Lénge und Breite des groBten und kleinsten Rezeptakulums, den Abstand von drei auf-
einanderfolgenden Dichotomien ausgehend von der jlingsten, die Mittelrippenbreite in
der Mitte zwischen zwei Dichotomien und die Thallusbreite ebenfalls in der Mitte zwi-
schen zwei Dichotomien (Abbildung 2). Von den drei letzten Merkmalen wurden je-
weils fiinf Messungen an unterschiedlichen Stellen durchgefiihrt und der Mittelwert
gebildet. Die Rezeptakel wurden an der breitesten durchgéngigen Stelle (d. h. ggf. am
Beginn einer Spaltung) vermessen. Ausschlaggebend fiir die Einordnung als grofBtes
und kleinstes Rezeptakulum war dabei die Gesamtldnge. Weiterhin wurde von jedem
Individuum die Form der Rezeptakel, das Auftreten eines sterilen Randes, die Lage der
Rezeptakel (terminal oder subterminal), die Form des Thallusrandes (gezihnt/glatt), das
Auftreten von Blasen sowie deren Lage, die Form der Mittelrippe (erhaben/flach) und
das Auftreten von Aufbldhungen als nichtmetrische Parameter dokumentiert. Fiir die
Bestimmung der Hausigkeit wurden Querschnitte der Rezeptakel unter dem Mikroskop
analysiert. Um diese Untersuchung auch mit Herbarmaterialien durchfiihren zu konnen,
wurden die Rezeptakel etwa eine halbe Stunde gewéssert, wodurch sie ihre urspriingli-
che Form wieder erlangten und, wie das Frischmaterial, auf das Vorkommen von An-
theridien und/oder Oogonien untersucht wurden.

Die statistische Analyse der morphologischen Parameter der untersuchten Taxa der Gat-
tung Fucus war mit den Methoden, die in Kapitel 2.3.2 angewendet wurden, vergleich-

bar!’.

16 Die morphologischen Daten wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von Schmidt (2011) erhoben.
17 Die Ergebnisse der PCA-Analysen sowie der MDS-Plots wurden aus der Bachelorarbeit von Schmidt
(2011) tibernommen.
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Tabelle 2 Ubersicht der Fucus-Arten, die fiir die morphologische Analyse genutzt wurden. Die
Anzahl der analysierten Individuen ist in Klammern angegeben und morphologisch auffillige
Individuen des Taxons F. vesiculosus sind mit * gekennzeichnet.

Art Ort

F. ceranoides UK (12)

F. cottonii Irland (8)

F. distichus Norwegen (3)

F. serratus Déanemark (3), Helgoland (7), Norwegen (10), UK (7)
F. spiralis Norwegen (11), UK (13)

F. spiralis var. platycarpus Helgoland (8)

F. vesiculosus Estland (10), Helgoland (4*, 9), Norwegen (8), UK (6)

Abbildung 2 Schematische Darstellung eines F. vesiculosus mit echten
Blasen und ein- bis dreifingrigen Rezeptakula. Morphologische Parameter,
die bei den Individuen vermessen wurden, sind durch Zahlen gekenn-
zeichnet: (1) Gesamtldnge, (2, 3) Stiellinge, -breite, (4, 5) Rezeptakulum-
lange, -breite, (6) Abstand Dichotomie, (7) Mittelrippenbreite, (8) Thallus-
breite.
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2.4.2 Genetische Analyse

In dieser Analyse wurden insgesamt 97 Fucus-Individuen genetisch charakterisiert, die
nach dem morphologischen Artkonzept acht unterschiedlichen Taxa zugeordnet werden
konnten. Zusétzlich zu dem Standort Helgoland wurden umgebende Kiistengebiete be-
probt, um eine geographische Variation zu gewéhrleisten und weitere Arten wie
F radicans oder F. cottonii in den Datensatz zu integrieren. Im Falle von F vesiculosus
wurden sowohl eindeutig bestimmbare Individuen, als auch solche mit ungewdhnlicher
Morphologie beprobt. Derartige ungewdhnliche Morphotypen, die dem Habitus der von
Kornmann und Sahling (1994) beobachteten Pflanzen entsprachen, wurden aullerhalb
Helgolands auch auf der Insel Sylt und an der SW-Kiiste Englands beobachtet. Sie wur-
den vorldufig als F. vesiculosus™* erfasst und gingen ebenfalls in die genetische Analyse

mit ein (Tabelle 3).

Tabelle 3  Ubersicht der Fucus-Arten, die fiir die genetische Analyse genutzt wurden.
Enthalten sind ebenfalls die Individuen aus der GenBank. Die Anzahl der Individuen ist in
Klammern angegeben.

Art Land

F. ceranoides England (2), Frankreich (2), Spanien (2)

F. cottonii Irland (4)

F. distichus Norwegen (2)

F. radicans Estland (5)

F. serratus Deutschland (2), Frankreich (1), Norwegen (1), England (1)

F. spiralis Frankreich (1), Marocco (1), Portugal (3), England (2)

F. spiralis var. platycarpus ~ Deutschland (3)

F. vesiculosus Deutschland (13*,14), Danemark (2), England (2*), Estland

(6), Frankreich (5), Finnland (10), Irland (1), Island (1), Ma-
rocco (1), Norwegen (7), Niederlande (1), Portugal (3),
Schweden (18) , Spanien (2)

Mit Hilfe von Zirkonia/Glaskugeln (@: 3 mm, Roth) wurden 2-4 mg getrocknete Thal-
lusstiicke in einem Mini-Beadbeater (BioSpec Products, USA) zu feinem Pulver zer-
mahlen und die gesamtgenomische DNA mit dem DNeasy Plant Mini Kit (Quiagen,
Hilden, Deutschland) isoliert. Die Menge und Qualitidt der gewonnenen DNA wurde
durch eine Gelelektrophorese bestimmt und anschlieBend nach Bedarf Verdiingungen
zwischen 1:200 und 1:500 angefertigt. Fiir die phylogenetische Analyse wurde ein
nichtkodierender Bereich aus dem Kerngenom verwendet; die intronreiche Region fiir
eine mogliche Disulfidisomerase (PDI) wurde mit den Primern PDI-F2: 5°- GCG CCA
TGA AGA AGT ACA GGT GCG-3" (diese Studie) und PDI-R: 5'-AAC TCC ACC
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ATC ACG TCC T-3" (Neiva et al. 2010) in einer PCR amplifiziert. Die PCR-Produkte
wurden mit Hilfe eines innuPREP Gel Extraction Kits (Analytik Jena AG, Jena,
Deutschland) aufgereinigt und direkt in einem Applied Biosystems 3130xl Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA) direkt sequenziert. Proben mit hetero-
zygoten Signalen wurden mit Hilfe des pGEM-T Vector Systems (Promega, Madison,
USA) nach den Hestellerangaben in Escherichia coli DH5a kloniert. Die gewonnene
Plasmid-DNA wurde im Anschlu mit Hilfe des illustra™ plasmidPrep Mini Spin Kits
(GEHealthcare, Buckinghamshire, GB) aufgereinigt und mit pUC/M13-Primern se-
quenziert (Forward: 5'-GTT TTC CCA GTC ACG AC-3’, Reverse: 5'-CAG GAA
ACA GCT ATG AC-3").

Alle Sequenzen wurden zunéchst automatisch mit dem Programm BioEdit v. 7.0.5.3
(Hall 1999) abgeglichen und zu Alignments geordnet, die anschlieend manuell kon-
trolliert wurden. Dabei gingen nicht eindeutig sequenzierbare Bereiche nicht in die phy-
logenetische Analyse ein. Um den Informationsgehalt fiir die Art F. ceranoides zu er-
weitern, wurden zusdtzlich Sequenzen aus der GenBank (GQ385157-GQ385152,
GQ385141-GQ385136, AY659874-AY 659915, Coyer et al. 2006, Neiva et al. 2010) fiir
die Stammbaumberechnungen genutzt und Indels wurden, wie bereits weiter oben be-
schrieben, in einer present/absent-Matrix verwendet. Das daraus resultierende Datenset
umfasste 696 Basenpaare, bei dem die prozentualen paarweise Distanzen mit dem Pro-
grammpaket MEGA v.6 (Tamura et al. 2013) berechnet wurden. Die Berechnung der
genetischen Variabilitit und der phylogenetischen Stammbdume war mit den in 2.2.3
aufgefiihrten Details vergleichbar. Zusétzlich wurde mit Hilfe des Programms NET-
WORK 4.6.1.3 (Bandelt et al. 1999) ein Medien-Joining Netzwerk berechnet, welches
auf Basis einer Parsimonie-Methode die evolutiondre Entwicklung der einzelnen Haplo-
typen in einer detaillierten Darstellung erlaubte. Daflir wurden wiederum Individuen mit
identischen Sequenzen als eine einzige genetische Einheit bewertet und mit Hilfe der
,star contraction“~-Methode (Forster et al. 2001) das doch noch sehr grof3e Datenset von
60 Sequenz-Typen auf 33 reduziert, indem sternférmige phylogenetische Cluster zu
einem ,,Haplotypen* zusammengefasst wurden.

Auch fiir dieses Datenset wurde mit Exel (Microsoft, USA) in einer Rarefaction-

Analyse die mogliche maximale Anzahl an zu erwartenden PDI-Haplotypen bestimmt.
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/ BoX - TECHNIK \

(A

kaike Information Criterion (AIC) Kriterium zur Auswahl unterschiedlich komple-\
xer Modelle (der Sequenzevolution) auf der Basis von Wahrscheinlichkeiten und Pa-
rameterzahl.

Alignment Vergleich homologer Positionen von Nukleotidsequenzen.

Bayesian-Inference (BI) Statistische Methode zur Wahrscheinlichkeitsabschidtzung
von Stammbaum-Rekonstruktionen bei vorgegebenem Evolutionsmodell.

Bootstrap Statistisches Verfahren, um die Verldsslichkeit der Knoten in einem Stamm-
baum einzuschitzen.

Burn-in Der Teil der BI-Berechnung, in der zunichst nur suboptimale Bdume mit
schlechten ,,Likelihoods *“ gefunden werden und der nicht fiir die Berechnung des BI-
Konsensusbaumes genutzt wird.

Indel Das Fehlen eines oder mehrerer Nukleotide im Vergleich zu homologen Nukleo-
tidsequenzen in einem Alignment.

nrlTS (Internal Transcribed Spacer) Unkodierte Bereiche des Kerngenoms, welche die
rRNAs voneinander separieren.

Maximum Likelihood (ML) Ermittelt den Stammbaum, der unter einem gegeben Evo-
lutionsmodell die Wahrscheinlichkeit der gegebenen Daten maximiert.

Maximum Parsimony (MP) Ermittelt den Stammbaum, der die gegebenen Daten mit
der geringsten Zahl an Merkmalsiibergidngen erklért.

Nukleotid-Substitutionen Merkmalsunterschiede im Alignment.

ORF (open reading frame) Ist eine Folge von Triplettcodons, die (gewohnlich — aber

nicht immer) mit einem Startcodon: ATG beginnen und einem Stoppcodon: TAA,
TAG oder TGA enden.

Parsimonie-informativ Merkmale bzw. Alignmentpositionen die in mindestens zwei
Merkmalszustédnden in dem Alignment vorkommen, und jedes muss jeweils bei min-
destens zwei Taxa vertreten sein.

Partition Zwei- oder Mehrfachunterteilung eines Datensatzes, hier: eine Aufteilung ba-
sierend auf den Sequenzen der unterschiedlichen Marker.

Posteriori-Wahrscheinlichkeiten In der Bayesianischen Statistik verwendetes Verfah-
ren, um die Verldsslichkeit der Knoten in einem Stammbaum einzuschitzen.

Primer Kurze Oligonukleotide zum Start einer DNA-Synthese wéhrend der PCR.

Splicing Das Verkniipfen von Exons nach Entfernung von Introns bei der RNA-
Synthese.

Maturasen Am Spleiflvorgang beteiligte Enzyme, gelten als die ,,Vorfahren® der ,,Sp/i-
ceosomen’* des Kerngenoms.

SSU 18SrRNA, Kleine Untereinheit der ribosomalen RNA.

unkorrigierte p-Distanzen Distanzmal} von zwei miteinander verglichenen Sequenzen,
Anzahl der unterschiedlichen Nukleotide dividiert durch die Anzahl verglichener

& Nukleotide. y
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3. Ergebnisse
3.1 Characeae

3.1.1 Taxonomische Untersuchung ,,CHARA-SCHWEDEN*

Die hier vorgestellten Ergebnisse hatten das Ziel, die Anwendbarkeit phylogenetischer
Analysen als Hilfsmittel bei der Bewertung der morphologischen Merkmale zur Artab-
grenzung in der Gattung Chara zu untersuchen. Dafiir wurde Probenmaterial aus einem
weitgehend geschlossenen und eng umgrenzten geographischen Bereich verwendet. Es
sollte damit sichergestellt werden, dass die morphologische Variabilitdt der einzelnen
Genotypen (im Sinne biologischer Arten) moglichst wenig durch intraspezifische gene-
tische Variabilitét liberlagert wird, d.h. die Unterschiede zwischen den einzelnen Popu-
lationen wurden damit so gering wie moglich gehalten.

Konkret wurden insgesamt 5573 bp von 15 Taxa der Gattung Chara analysiert, von
denen 393 (7,1 %) Positionen variabel und 152 (2,7 %) Positionen parsimonie-
informativ waren (Tabelle 4). Die Anzahl der Substitutionen war dabei erstaunlich ge-
ring. So konnte in dem kombinierten Alignment aller fiinf Marker sowohl fiir die Se-
quenzen von C.rudis & C. hispida, C. baltica & C. liljebladii oder auch von
C. contraria & C. filiformis keine Substitution beobachtet werden. Die maximale An-
zahl von 166 Substitutionen wurde zwischen den Sequenzen der Taxa C. canescens und
C. tomentosa beobachtet, was eine unkorrigierte paarweise genetische Distanz von ma-
ximal 3 % ergab (Tabelle A2). Vergleicht man die genetischen Unterschiede der einzel-
nen Marker, erwies sich nrITS-1 mit einer Variabilitit von ca. 19 % und einer durch-
schnittlichen p-Distanz von 4,8 % als der variabelste und die 18S rRNA mit einer Vari-
abilitét von ca. 2 % und einer p-Distanz von 0,65 % als der konservativste analysierte
Bereich (Tabelle 4). Die Sequenzvariationen des plastiddren Markers afpB lagen mit
durchschnittlich 0,7 % leicht unter der des Gens rbcL mit ca. 1 %. Insgesamt war die
prozentuale Distanz der drei Marker (18S rRNA, atpB, rbcL) vergleichbar, wobei mit
den cp-Markern neun und mit der 18S rRNA lediglich sieben Haplotypen voneinander
unterschieden wurden (Tabelle 6). Der Locus matK war mit einer Variabilitdt von ca.
10 % und einer durchschnittlichen p-Distanz von 3,1 % der variabelste Plastommarker
und zeigte damit eine etwa 3 mal so hohe genetische Variabilitit wie die Gene rbcL

oder atpB.
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Tabelle 4 Zusammenfassung der Sequenzvariationen innerhalb des Datensets ,,CHARA-
SCHWEDEN®,

18S rRNA  nrITS-1 rbcL atpB matK kombiniert

gesamt 1165 816-982 1081 1142 1203 5573
variabel 24 183 39 26 121 393

(2,1%) (18,6 %) (3,6 %) (2,3%) (10,1 %) (7,1 %)
parsim.- 2 79 11 8 47 152
informativ (0,2 %) (8,0 %) (1,0 %) (0,7 %) (3,9 %) (2,7 %)
K . 1141 623-790 1042 1116 1082 5171

onserviert

97.9%) (80,4%)  (96,4%) (97,7%) (89,9%) (92,8 %)
p-Distanzen
(Min, Max)

p-Distanzen
MW)

0,00-1,64 % 0,00-7,55 % 0,00-1,94 % 0,00-1,49 % 0,00-4,57 % 0,00-2,99 %

0,65 % 4,79 % 1,13 % 0,72 % 3,14 % 1,90 %

Der mit den drei unterschiedlichen Berechnungsverfahren (MP, ML und BI) ermittelte
Konsensus-Baum der a#pB, rbcL und 18S rRNA-Sequenzen (Abbildung 3) basierte auf
3410 bp und zeigte fiir die Gattung Chara ein strenges monophyletisches Cluster, was
mit fritheren phylogenetischen Untersuchungen iibereinstimmte (McCourt et al. 1999).
Mit dem Multi-Gen-Alignment der rbcL, atpB, matK, 18S rRNA und nrITS-1-
Sequenzen (Abbildung 4) konnte in einem ungewurzelten Stammbaum, der auf 5573 bp
basierte, eine feinere Auflosung der Taxa erreicht werden und die 15 morphologisch
trennbaren Taxa konnten in 10 genetischen Clustern aufgetrennt werden. Eine Gruppie-
rung zweier Hauptcluster konnte in beiden Bédumen beobachtet werden: 1)
C. globularis, C. connivens und C. virgata; und 2) C. canescens, C. vulgaris, C. aspera,
C. baltica, C. liljebladii, C. horrida, C. contraria, C. filiformis, C. intermedia, C. rudis
und C. hispida (Abbildung 3, Abbildung 4). Das Taxon C . tomentosa konnte keiner der
beiden Cluster zugeordnet werden und bildete mit diesen eine Tritomie'S. Dieses Er-
gebnis wurde durch paarweise genetische Distanzen von 2,3 bis 3,0 % zu allen {ibrigen
Taxa (Tabelle A2) unterstiitzt.

Die erste Hauptgruppe setzte sich ausschlieBlich aus triplostichen Taxa der Sektion

Grovesia zusammen; wobei C. globularis als Schwestertaxon von C. connivens und

18 Tritomie: ,,Dreifachverzweigung® Anders als bei einer dichotomen Verzweigung ein simultanes Ab-
zweigen dreier Aste aus einem Knoten. Hier als eine ,,weiche® Tritomie zu interpretieren, bei der die
Verzweigungsmuster noch ungeklért sind. Im Gegensatz zu einer harten Polytomie, die eindeutig die
gleichzeitige Entstehung von drei oder mehr Nachkommenlinien aus einer Stammform ausdriickt.
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C.virgata mit Bootstrap-Werten >73% und einer maximalen Posteriori-
Wabhrscheinlichkeit von 1,0 unterschieden wurde (Abbildung 3, Abbildung 4).

Innerhalb der zweiten Hauptgruppe konnten die Beziehungen der Cluster untereinander
nicht eindeutig aufgeldst werden. Das haplostiche Taxon C. canescens und das diplosti-
che Taxon C. vulgaris wurden mit p-Distanzen von 1,9 % klar voneinander getrennt
(Tabelle A2), wobei beide Taxa auch morphologisch klar durch ihre Berindung und
Bestachelung unterschieden wurden (Abbildung 4). Die phylogenetischen Beziehungen
von C. canescens und C. vulgaris zu einem monophyletischen Cluster (Abbildung 3: A
bis D) innerhalb der zweiten Hauptgruppe konnte in keinem der beiden Stammb&dume
aufgelost werden. Zusammen bildeten diese ebenfalls eine weiche trichotome Verzwei-
gung. Dieses monophyletische Cluster, das sich aus Taxa der Sektionen Grovesia and
Chara zusammensetzte, wurde in beiden Stammbdumen beobachtet und durch hohe
Posteriori-Wahrscheinlichkeiten (> 0,98), aber z.T. nur geringe Bootstrap-Werte > 63 %
unterstiitzt (Abbildung 3, Abbildung 4). Innerhalb dieses Clusters konnten vier robuste
Einheiten in beiden Stammbédumen identifiziert werden: A) Vier C. aspera-Individuen,
welche durch ihre triplostiche Berindung und ihre Didzie morphologisch klar von den
ibrigen Individuen dieses Clusters getrennt sind, zeigten identische Sequenzen aller
DNA-Marker und wurden durch p-Distanzen zwischen 0,6 und 1,3 % von den {ibrigen
getrennt. Die rein diplostiche Gruppe B) setzte sich aus Individuen der Taxa C. baltica,
C. liljebladii und C. horrida zusammen, wobei die Sequenzen der C. baltica &
C. liljebladii-Individuen sich durch zwei einzelne Insertionen und eine Substitution in-
nerhalb der nrITS-1 Region von denen der C. horrida-Individuen unterschieden. Das
dritte Cluster C) bestand aus identischen Sequenzen der diplostichen Taxa C. contraria
& C. filiformis, welche ca. 1 % paarweise Distanz zu den iibrigen Sequenzen des Clus-
ters aufwiesen. Gruppe D) bestand aus den diplostichen Taxa C. intermedia, C. rudis
und C. hispida, wobei erstere in Abbildung 4 von C. rudis & C. hispida unterschieden
werden konnten. Diese Unterscheidung basierte auf zwei Substitutionen innerhalb der
matK- und einer Substitution innerhalb der nrITS-1-Sequenzen und fiihrte in Abbildung
4 zu einer maximal unterstiitzten Abzweigung. Dagegen waren die Sequenzen der Indi-
viduen von C. rudis & C. hispida auch mit 5573 bp identisch und konnten beide Mor-
photypen nicht voneinander trennen. Die Beziehungen der eben beschriebenen Einhei-
ten A bis D wurden in beiden konstruierten Stammbdumen unterschiedlich aufgelost,
wobei in Abbildung 4 die Bootstrap-Werte z.T. sehr gering (46 %) ausfielen und in der

Hauptsache auf die Sequenzen der nichtkodierenden nrITS-1 Region beruhten. Dabei
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war neben unterschiedlichen Substitutionen eine Insertion von ~160 bp besonders auf-
fallig. In dem Stammbaum stellten die Cluster A) C. aspera und B) C. baltica &
C. liljebladii, sowie C. horrida die Schwestergruppe zu den Clustern C) C. contraria &
C. filiformis und D) C. intermedia, C. rudis & C. hispida dar. Im Gegensatz dazu bildete
in dem Stammbaum der kodierenden Regionen des Plastoms und der 18S rRNA
(Abbildung 4) C. aspera mit hoheren Bootstrap-Werten (> 72 %) das Schwestertaxon
zu den Clustern B, C und D, wobei die Taxa der Hartmania Subsektion (B und D) als
monophyletische Gruppe mit hohen Bootstrap-Werten (=93 %) und eine Posteriori-

Wabhrscheinlichkeit von 0,99 C. contraria & C. filiformis (C) gegeniibergestellt wurde.

C. intermedia (TK31, TK35)
r C. rudis (TK18, TK13) D ‘
C. hispida (TK48, TK50)
93/96/0,99
C. horrida (GJ86, GJ87)
86|8s|0,86 | C- baltica (GJ98, GJI6) B ‘
C. liliebladii (LS01, LS02)

C. filiformis (TK67, TK69) c
C. contraria (TK86, TK82)

72181/0,86

C. aspera (GJ51, GJ53, BR2, BR2) A ‘
64(85(0,91 |

 C. vulgaris (GJ75, GJ76)

100]1001,00 | —— C. canescens (SE20, SE22)

+—— C. tomentosa (GJ01, GJ05)

C. globularis (GJ29, GJ30)

73|87]1,00 C. connivens (GJ31, GJ37) 1

C. virgata (GJ41, GJ42)

Lychnothamnus barbatus

Nitella hyalina

I ———
0,02

Abbildung 3 Phylogenie von 15 Chara-Taxa basierend auf den kodierenden Regionen dreier Marker
(18S rRNA, atpB, rbcL) mit insgesamt 3410 bp. Der gewurzelte Baum wurde durch eine Maximum
Parsimony, eine Maximum Likelihood und eine Bayesian Inference Analyse berechnet; Bootstrap-Werte
und Posteriori-Wahrscheinlichkeiten (>50 %) wurden bestimmt und sind iiber den Verzweigungen
angegeben (MPML|BI). Der Balken zeigt 2 % Sequenzvariabilitit an. Hinter den Taxa sind die
Probenummern der untersuchten Individuen in Klammern angegeben.
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Sektion Berindung Sex | Stacheln |Stipulare| Quirlast
£3
= = o 3 s 3 %
8 %‘ 5 ~;<’T Sl Slaf¥|n|a § g|g°
olo|o alo|g|Ig|2| 2|2 = o | o
a2l212|8|8 |2 |N[N|a|alal x=|=]|35]|3
55|512(2|5|8|8|2|2|2| 5518 |8
ITIT|T|T|T|T|T|T|o|o (@ N N - -
C. filiformis (TK67, TK69) X X X[ x x| x| x
64146(1,00 C. contraria (TK82, TK86) X X X | x X X
C. intermedia (TK31, TK35) X X X[ x X X
100]100]1,00 | C. rudis (TK13, TK18) Chara X x X x [ x X
63/94/1,00 C. hispida (TK48, TK50) X X X X X
C. baltica (GJ96, GJ98) X X X | x x| x|x| x X
99 9J_{9 1,00} ¢. lijebladii (LSO1, LS02) X x| x x| x X X
C. horrida (GJ86, GJ87) X x| x | x x| x X
98|99]1,00 68(48|1,00
C. aspera (GJ53, GJ51, BR5, BR2) Grovesia x| x X | x X
C. vulgaris (GJ75, GJ76) Chara X X[ x|x x| x| x X
C. canescens (SE20, SE22) Desvauxia |x x| x X
C. globularis (GJ29, GJ30) X x|x X X
100[100[1,00 C. connivens (GJ31, GJ37) Grovesia x x X x x
98/98/1,00 : C. virgata (GJ41, GJ42) ol X ol e X
C. tomentosa (GJ01, GJO5) Chara X X X X x| x| x X
0,005

Abbildung 4 Phylogenie von 15 Chara-Taxa basierend auf atpB, rbcL, matK, 18S rRNA und nrITS-1-
Sequenzen (5573 bp) kombiniert mit den morphologischen Merkmalen der untersuchten Taxa. Der
ungewurzelte Baum wurde durch eine Maximum Parsimony, eine Maximum Likelihood und eine
Bayesian Inference Analyse berechnet; Bootstrap-Werte und Posteriori-Wahrscheinlichkeiten (>50 %)
wurden bestimmt und sind iiber den Verzweigungen angegeben (MP|ML|BI). Der Balken zeigt 0,5 %
Sequenzvariabilitit an.

3.1.2 Taxonomische Untersuchung ,,CHARA-EUROPA“

Da der unter 3.1.1 vorgestellte Datensatz nur eine begrenzte Anzahl sowohl von Indivi-
duen als auch von Arten aufwies, wurde in einem zweiten Schritt Probematerial aus
einem groBBeren geographischen Bereich einbezogen.

Insgesamt standen von 226 Individuen (inkl. 7 Sequenzen der GenBank) 843 bp zur
Verfiigung, von denen innerhalb der Gattung Chara 159 bp (18,86 %) variabel und
85 bp (10,08 %) parsimonie-informativ waren (Tabelle 5). Lie man die genetisch sehr
verschiedenen Sequenzen der Taxa der Subsektionen Braunia (C. baueri) und Wallma-
nia (C. longifolia) auller Acht, die im Datenset ,,CHARA-SCHWEDEN® nicht vertreten
waren, wurden diese Werte geringfiigig kleiner: die genetische Variabilitét fiir die Sek-
tionen Desvauxia, Chara und Grovesia betrug 13,6 % bei den variablen und 8,5 % bei
den parsimonie-informativen Merkmalen (Tabelle 5). Damit konnte bei einer gro3en
Steigerung der analysierten Individuen (von 32 ,,CHARA-SCHWEDEN® auf 217 ,,CHARA-
EUROPA®) nur eine geringfiigige Steigerung der genetischen Variabilitét fiir den Marker
matK beobachtet werden (10,1 % variabel, 3,9 % parsimonie-informativ, vergl. Tabelle
4). Auffillig war auch die grofle Zahl an identischen Sequenzen von Individuen unter-
schiedlichster Probenahmeorte. So zeigten 12 C. hispida-Proben von Schweden bis

Spanien keinerlei genetische Unterschiede und waren noch dazu identisch zu 25 Proben
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von sechs weiteren morphologischen Taxa der Subsektion Hartmania. Die grofiten ge-
netischen Distanzen konnten zwischen den Sequenzen des Taxons C. baueri und z. B.
C. aspera oder C. hispida (p-Distanzen: 9,8 %) beobachtet werden (Tabelle A3). Be-
trachtet man wiederum nur die Sequenzen der Sektionen Desvauxia, Chara und Gro-
vesia waren die groBten p-Distanzen zwischen C. connivens und C. canescens-Proben
aus Osterreich mit 5,5 % zu beobachten. Auffillig war, dass sich die Sequenzen des
Taxons der Gattung Lamprothamnium durchschnittlich mit 10 % von den Proben der
Gattung Chara unterschieden und damit mit den Werten vergleichbar waren, die das
Taxon C. baueri von den Taxa der Gattung Chara unterschied. Eine eindeutige Tren-
nung beider Gattungen kann aufgrund der genetischen Distanzen demnach nicht erfol-
gen. Dagegen unterschied sich die Aullengruppe Nitellopsos obtusa mit durchschnittlich
17 % deutlich von beiden Gattungen.

Tabelle 5 Zusammenfassung der Sequenzvariationen des Markers matK innerhalb des
Datensets ,,CHARA-EUROPA®. Dargestellt sind die Variationen innerhalb der Gattung Chara
und fiir die Taxa der Sektionen Desvauxia, Chara und Grovesia.

Chara Desvauxia, Chara, Grovesia,
gesamt 843 843
variabel 159 (18,86 %) 115 (13,64 %)
parsim.-informativ 85 (10,08 %) 72 (8,54 %)
konserviert 679 (80,55 %) 723 (85,77 %)
p-Distanzen (Min, Max) 0,00-9,79 % 0,00-5,49 %
p-Distanzen (MW) 3,52 % 2,99 %

Die Stammbaumanalyse wurde mit drei unterschiedlichen Berechnungsverfahren
durchgefiihrt und ergab einen Konsensus-Baum, der mit Nitellopsis obtusa (AY 170447)
als AuBBengruppe gewurzelt wurde (Abbildung 5). Auftillig war, dass die Gattung Cha-
ra kein Monophylum bildete, sondern die Sequenz von Lamprothamnium papulosum
zusammen mit einer GenBank-Sequenz von L. macropogon (AY170446) innerhalb der
Gattung Chara zu finden war. Sie bildeten die Schwestergruppe zu den iibrigen unter-
suchten Chara-Taxa und trennten damit C. baueri (Subsektion: Braunia) phylogenetisch
von den restlichen Proben der Gattung Chara. Die GenBank-Sequenz von C. longifolia
(Subsektion: Wallmania) gruppierte innerhalb des Chara-Clusters, war aber durch hohe

Bootstrap-Werte (=79 %) und einer hohen Posteriori-Wahrscheinlichkeit (0,9) den an-
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deren gegentiibergestellt. Innerhalb dieses Chara-Clusters konnten die in Abbildung 3 zu
beobachtenden Hauptcluster (1 & 2) ebenfalls gefunden werden, wobei C. tomentosa
mit sehr hohen Wahrscheinlichkeiten (Bootstrap-Werte: >98 %, Posteriori-
Wahrscheinlichkeit: 1,0) klar das Schwestertaxon zu der zweiten Hauptgruppe bildete.
Die 24! untersuchten morphologischen Taxa der Gattung Chara (Tabelle A1) konnten
11 klar voneinander getrennten genetischen Clustern zugeordnet werden (Bootstrap-
Werte > 67 %, Posteriori-Wahrscheinlichkeit: 0,9). Das Taxon C. longifolia aus der
GenBank sowie die Gattungen Lamprothamnium und Nitellopsis bildeten ebenfalls ei-
genstindige Cluster. Von den 11 in dieser Untersuchung erhaltenen Clustern setzten
sich vier aus mehr als einer morphologischen Art zusammen. Dabei handelte es sich um
eine > 72 % unterstiitzte Gruppe (Cv = C. virgata-Cluster), bestehend aus fiinf Indivi-
duen von C. virgata, zwei Individuen C. strigosa und einem als C. globularis bestimm-
ten Individuum aus der GenBank (AY170443). Die zweite mit Bootstrap-Werten
>76 % und einer Posteriori-Wahrscheinlichkeit von 0,99 unterstiitzten Gruppe (Ca =
C. aspera-Cluster) setzte sich aus 14 C. aspera Proben, die sowohl im Sii3- als auch im
Brackwasser gesammelt wurden und 20 Proben des Taxons C. galioides zusammen. Die
dritte Gruppe (Cc = Chara contraria-Cluster), welche mit sehr hohen Wahrscheinlich-
keiten unterstiitzt wurde (Bootstrap-Werte > 98 %, Posteriori-Wahrscheinlichkeit: 0,98),
bestand aus 20 Individuen C. contraria, finf Individuen C. filiformis und sechs Indivi-
duen C. denudata. Die vierte, ebenfalls durch sehr hohe Bootstrap-Werte (=99 %) und
eine maximale Posteriori-Wahrscheinlichkeit unterstiitzte Gruppe (Ch = C. hispida-
Cluster) setzte sich aus acht Taxa (inkl. C. liljebladii, C. papillosa) der Subsektion
Hartmania zusammen. Im einzelnen handelte es sich um neun Individuen C. baltica, 13
Individuen C. intermedia , ein Individuum C. papillosa, 25 Proben von C. hispida, drei
Individuen C. horrida, vier Individuen C. liljebladii, finf Individuen C. polyacantha
(inkl. AY170445) und sechs Individuen C. rudis. Das fiinfte, durch maximale Wahr-
scheinlichkeiten unterstiitzte Cluster (Cg = C. vulgaris-Cluster), gruppierte 12 Individu-
en C. vulgaris und ein Individuum C. gymnophylla. Die iibrigen sieben Chara-Cluster
wurden durch Bootstrap-Werte > 67 % und Posteriori-Wahrscheinlichkeiten > 0,9 un-
terstlitzt, wobei innerhalb der Gruppen nur Individuen gefunden wurden, welche einem
der morphologischen Taxa zugeordnet werden konnten. Dabei handelte es sich um ein

Individuum C. baueri, 17 Individuen C. globularis, acht Individuen C. connivens (inkl.

19 Die 218 hier in dieser Analyse untersuchten Individuen konnten 23 morphologischen Taxa zugeordnet
werden, zusitzlich ging das Taxon C. longifolia aus der GenBank in die phylogenetische Analyse mit ein.
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AY170442), sechs Individuen C. tomentosa, zwei Individuen C. tenuispina und 14 In-

dividuen C. canescens.

C. denudata [IRL n=1]
C. contraria [D n=3]
981991098 ¢ contraria [S n=3, GB n=3, F n=3, D n=8] Cc
97195/1,0 | | C. denudata [D n=2, An=3] C. filiformis[S n=3, D n=2]
C. contraria [GB n=1]
= 100/99/1,0 C. intermedia [S n=7, CH n=2, D n=2, UA n=1]
® 86/74/0,96 C. hispida [GB n=7, F n=1, CH n=2]
C. intermedia [F n=1, GB n=1] C. papillosa [D n=1]
C. baltica [S n=2, GB n=2, D n=3, | n=2]
C. hispida [S n=3, DK n=1, GB n=2, CH n=2, F n=3, D n=4, E n=1] Ch
C. horrida [S n=3] C. liliebladii [D n=4] C. rudis [S n=3, GB n=1, D n=3]
C. polyacantha [S n=3, GB n=1, F (AY170445)] C. intermedia [D n=3]
7315810,93 | C. rudis [RUS n=2]
|— C. canescens [An=1] 2
C. canescens [S n=2, E n=11]
* 8617610,99 C. galioides [E n=2]
o 99]99]1,0 57146] C. aspera [S n=4, GB n=1, F n=2, D n=1, An=1] C. galioides [GR n=2]
FES
4 85(68(0,97 a [ C. galioides [E n=16] Ca
* 8770(0,99 C. aspera [D n=2]
9799/1,0 Al  C. aspera [D n=2]
*L . aspera[D n=1]
95/9811,0 — C. tenusipina [D n=2]
_{ C. vulgaris [S n=3, GB n=4, F n=3, D n=2] ‘
C. gymnophylia [TN n=1] Cg
9919911,0 C. tomentosa [S n=2, CH n=1, D n=5]
8917210,96 | C- Virgata [S n=2, D n=2] C. strigosa [EST n=1]
C. globularis [D (AY170443)] Cv
C. strigosa [D n=1]
C. connivens [S n=3, D n=4, PL n=2]
88/79(0,9 1
1 C. connivens [E (AY170442)]
76179]1,0 C. globularis [D n=1]
84167/0,98 99(99]1,0 C. globularis [DK n=1, D n=2]
C. globularis [S n=2 GB n=2, D n=11, LT n=1, RUS n=1]
— C. longifolia [CDN (AY170444)]
— Lamprothamnium macropogon [AUS (AY170446)]
L Lamprothamnium papulosum [E n=1]
C. baueri [D n=1]
Nitellopsis obtusa [D (AY170447)]
—
0.02

Abbildung 5 Phylogenie der Gattung Chara basierend auf 843 bp des Markers matK. Der gewurzelte
Baum wurde durch eine Maximum Parsimony, eine Maximum Likelihood und eine Bayesian Inference
Analyse berechnet; Bootstrap-Werte und Posteriori-Wahrscheinlichkeiten (>50 %) wurden bestimmt und
sind iiber den Verzweigungen angegeben (MP|ML|BI). Verzweigungen mit maximalen Boostrap-Werten
und Posteriori-Wahrscheinlichkeiten sind ,,fett* dargestellt und sowohl die Herkunftslédnder als auch die
entsprechende Individuenanzahl sind in eckigen Klammern hinter den Taxa angegeben. Cc=C. contraria-
Custer, Ch=C. hispida-Cluster, Ca=C. aspera-Cluster, Cg=C. vulgaris-Cluster, Cv=C. virgata-Cluster.
Der Balken zeigt 2 % Sequenzvariabilitit an.

3.1.3 Rarefaction - Analysen

Um eine Aussage iiber die Steigerung der genetischen Variabilitét innerhalb der Gat-
tung Chara treffen zu koénnen, wurden fiir beide Datensets fiir jeden Marker Rarefac-
tion-Analysen durchgefiihrt. Dabei wurde fiir jedes Individuum der genetische Haplotyp
bestimmt, wobei Proben mit identischen Sequenzen einen genetischen Haplotyp bilde-

ten. Mit Hilfe einer MONOD-Funktion kann dann die mdgliche Maximalzahl an vor-
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handenen Haplotypen berechnet und der KS-Wert bestimmt werden, welcher angibt,
wie viel Individuen beprobt werden miissen, damit die Hilfte der Haplotypen einer
Gruppe identifiziert werden kann. Die fiir das Datenset ,,CHARA-SCHWEDEN® sequen-
zierten Marker zeigten alle eine vergleichbare Variabilitdt mit 9 bis 11 Haplotypen bei
32 untersuchten Individuen. Fiir das Datenset ,,CHARA-EUROPA* wurde etwa die 7fache
Menge an Proben aus insgesamt 15 unterschiedlichen Lédndern analysiert und es konnte
ungefahr die 2,5fache Menge an Haplotypen identifiziert werden (Tabelle 6). Mit Hilfe
der MONOD-Funktion konnte berechnet werden, dass fiir den Marker matK ungefahr
37 genetischen Haplotypen maximal vorkommen und mindestens 87 Proben sequenziert

werden miissen, um die Hilfte dieser Haplotypen zu finden.

Tabelle 6  Zusammenfassung der Rarefaction-Analysen basierend auf den erhaltenen
Haplotypen der untersuchten Datensets. Dargestellt ist die Anzahl an untersuchten Individuen
und die daraus resultierenden Haplotypen der einzelnen Marker, sowie die mit der MONOD-
Funktion berechneten maximal moglichen Haplotypen und der KS-Wert. Fiir die Analysen
wurden 1000 Wiederholungen mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % berechnet.

,,CHARA-SCHWEDEN". ,,CHARA-EUROPA*
18S rRNA nrITS-1  rbcL atpB matK matK

Proben 32 32 32 32 32 219

Haplotypen 7 12 9 9 10 30

Morph. Taxa 15 15 15 15 15 24

Cluster 7 11 9 9 10 11

max 9,1 19,0 12,9 12,8 14,7 36,4

Ks 8,0 15,3 11,3 11,0 12,4 86,3

3.1.4 Taxonomische Untersuchung ,,NITELLA*

Da die Variabilitidt der Marker, die fiir die unter 3.1.1 und 3.1.2 vorgestellten Untersu-
chungen verwendet wurden, iiberraschend gering war, erfolgten Vergleichsuntersu-
chungen mit Individuen anderer Gattungen.

Dazu wurden fiir 56 Individuen insgesamt 1008 bp des proteinkodierenden Gens rbcL
ausgewertet, von denen fiir die gesamte Familie der Characeae 240 bp (24 %) variabel
und 223 bp (22 %) parsimonie-informativ waren (Tabelle 7) und die sechs Gattungen
mit Substitutionen zwischen 21 (2 %, Chara vs. Lamprothamnium) und 92 Positionen
(9 %, Chara vs. Tolypella) eindeutige Unterschiede aufwiesen (Tabelle 8). Die Sequen-
zen der Taxa Lychnothamnus barbatus, Lamprothamnium papulosum und Nitellop-

sis obtusa zeigten jeweils geringfiigige intraspezifische Unterschiede von einem Basen-
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paar oder auch komplett identische Sequenzen. Fiir die Taxa C. braunii und C. baueri
konnten geringfiigige Unterschiede von 0,1 % (1 bp) beobachtet werden. Die 32 Indivi-
duen der Gattung Nitella, von denen fiinf Sequenzen aus der Genbank stammten, zeig-
ten eine durchschnittliche p-Distanzen von 5,5 % (Tabelle 7), wobei die geringsten Un-
terschiede mit durchschnittlich 14 Substitutionen (1,4 %) zwischen den Sequenzen der
Taxa N. flexilis und N. opaca und die grofiten Unterschiede mit Substitutionen an je-
weils 86 Positionen (8,5 %) zwischen den Sequenzen der Taxa N. flexilis (Subgenus:
Nitella) und N. hyalina bzw. N. gracilis (Subgenus: Tieffallenia) bestanden (Tabelle
A4). Unter Beriicksichtigung, dass fiir die Gattung Tolypella nur wenige Proben in die
Analyse einbezogen wurden, zeigten die Sequenzen dieser mit ca. 5 % (50 bp) ver-
gleichbar hohe prozentuale Distanzen. Innerhalb dieser Gattung konnten keine Unter-
schiede zwischen der Sequenz einer Probe 7. glomerata aus Deutschland (BSII-Tol01)
und zwei Sequenzen aus der GenBank, eine ebenfalls als 7. glomerata (AF097176) und
die andere als T. nidifica (U27531) identifiziert, gefunden werden. Eine Probe von
T. prolifera zeigte identische rbcL-Sequenzen zu Proben der gleichen Art aus den USA
(KJ395923) und unterschied sich mit Substitutionen an durchschnittlich sechs Positio-

nen zu Sequenzen von 7. intricata ebenfalls aus den USA (KJ395918).

Tabelle 7 Zusammenfassung der Sequenzvariationen fiir 1008 bp des Markers rbcL innerhalb
des Datensets ,,NITELLA®., Dargestellt sind die Variationen innerhalb der Familie der Characeae
und der Taxa der Gattungen Nitella und Tolypella.

Characeae Nitella Tolypella
variabel 240 (24%) 137 (14%) 81 (8,0%)
parsim.-informativ 223 (22%) 124 (12%) 59 (5,9%)
konserviert 768 (76%) 871 (86%) 927 (92%)
p-Distanzen (Min, Max) 0-11,31% 0-38,53% 0-7,34
p-Distanzen (MW) 7,22% 5,48% 4,96%

Tabelle 8 Ubersicht der durchschnittlichen Sequenzvariationen zwischen den Gattungen der
Familie der Characeae basierend auf 1008 bp des Gens rbcL. Blau = Anzahl der Basenpaar-
unterschiede, Schwarz = p-Distanzen in %

Chara Lamprothamnium Lychnothamnus Nitellopsis Nitella Tolypella

Chara 21 45 51 87 92
Lamprothamnium 2,11% 43 48 84 90
Lychnothamnus  4,44% 4,22% 24 79 88
Nitellopsis 5,04% 4,76% 2,38% 85 89
Nitella 8,66% 8,39% 7,82% 8,48% 88

Tolypella 9,09% 8,88% 8,75% 8,80%  8,75%
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In den Stammbaumanalysen (Abbildung 6) bildeten die Gattungen Lychnothamnus und
Nitellopsis mit hohen Wahrscheinlichkeiten das Schwestertaxon zu den Gattungen
Lamprothamnium und Chara, wobei eine Monophylie der Gattung Chara nicht darge-
stellt werden konnte, sondern die Beziehungen der Gattung Lamprothamnium und der
Subgenera Chara und Charopsis in einer tritomen Verbindung aufgelost wurden. Die
Gattung Tolypella formte mit Bootstrap-Werten > 68 % und einer Posteriori Wahr-
scheinlichkeit von 0,93 ein eigenstindiges Cluster neben zwei Clustern der Gattung
Nitella - Subgenus Nitella und Tieffallenia, die mit hohen Bootstrap-Werten (=96 %)
und Posteriori-Wahrscheinlichkeiten (> 0,98) unterstiitzt, ebenfalls eindeutig trennbare
Cluster aufwiesen. Die Monophylie der beiden Nitella-Cluster wurde nur durch duBerst
geringe Bootstrap-Werte (<43 %) und Posteriori-Wahrscheinlickeiten (< 0,50) gestiitzt,
wodurch die Beziehungen der drei Cluster in dieser Studie nicht aufgeloste werden
konnte. Innerhalb des Tieffallenia-Clusters ist der Abzweig fiir die Gruppe um
N. confervacea und N. mucronata nur durch geringe Bootstrap-Werte um 50 % unter-
stiitzt. Die Beziehung zwischen diesen beiden Taxa und N. gracilis konnte in dieser

Studie nicht gekléart werden und sollte damit ebenfalls als Tritomie interpretiert werden.
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96/92/1,0

Sektion: Chara, Grovesia, Desvauxia

C. braunii[J (AB606676)] ] Charopsis

X Charopsis
C. baueri [D n=2] ] Braunia

99/99]1,0

Lamprothamnium papulosum [F (AF097170)] X
99]99]1,0 . Lamprothamnium
’ Lamprothamnium papulosum [E n=2 | n=1]
Lychnothamnus barbatus [PL n=3 D (AF097172)] ]
Lychnothamnus barbatus [AU (AF097171)] Lychnothamnus
98|99|1,0 |- Nitellopsis obtusa [PL n=2, D n=2, CHN (AY823702)] Nitellopsis
Nitellopsis obtusa [D (U27530)] -
Nitella flexilis [D n=1] 7 T
Nitella flexilis [J (AB076055,AB076056)]
Nitella opaca [GB n=1] .
) Nitella Nitella
Nitella opaca [IR n=2]
99/99]1,0

Nitella opaca [D n=2]
Nitella opaca [PL (AF097174)] | J
04/55/0,88 Nitella hyalina [USA (AY823703)] 7

Nitella hyalina [GR n=1] Decandollea
Sel1oort.0 Nitella hyalina [J (AB076067)] ]
_,/ /_ Nitella tenuissima [F n=1] ] Gioallenia

Nitella mucronata [D n=4, PL n=2]

W 99|100|1,0 Tieffalleni
10011, 96199/0.98 Nitella mucronata [S n=2] letialienia
0 5152/58 19910, ) Tielfallenia
Nitella mucronata [D n=1] ]
Nitella confervacea [S n=3] 1
63/950,87 Nitella gracilis [S n=3, D n=3] Gioallenia
Nitella gracilis [D n=1] ] i
Tolypella intricata[USA (KJ395918)] ] T
{ Tolypella prolifera [PL n=1 USA (KJ395923)] Rothia
cBl90093 Tolypella glomerata [D n=2 (AF097176)] Tolypella
! I_ Tolypella nidifica [F (U27531)] Tolypella
Tolypella porteri [USA (AY823704)] | ]
—_

0,02

Abbildung 6 Phylogenie der Familie der Characeae basierend auf 1008 bp des Markers rbcL. Der
gewurzelte Baum wurde durch eine Maximum Parsimony, eine Maximum Likelihood und eine Bayesian
Inference Analyse berechnet; Bootstrap-Werte und Posteriori-Wahrscheinlichkeiten (>50 %) wurden
bestimmt und sind an den Verzweigungen angegeben (MPML|BI). Verzweigungen mit maximalen
Boostrap-Werten und Posteriori-Wahrscheinlichkeiten sind ,,fett” dargestellt und sowohl die Herkunfts-
lander als auch die entsprechende Individuenanzahlen sind in eckigen Klammern hinter den Taxa
angegeben. Der Balken zeigt 2 % Sequenzvariabilitét an.

3.1.5 Untersuchung der morphologischen Plastizitit

Da keiner der verwendeten Marker eine direkte Beziehung zur Auspriagung der Mor-
phologie vermuten lieB3, sollte durch Inkubationsversuche getestet werden, ob sich die
Morphologie eines Taxons durch entsprechende Umweltbedingungen in die Morpholo-
gie des anderen liberflihren ldsst oder ob genetische Unterschiede, die mit Hilfe der ein-
gesetzten Marker nicht identifizierbar waren, fiir die unterschiedliche morphologische
Auspriagung verantwortlich zu machen sind. Fiir diese Untersuchungen besonders ge-
eignet waren die Taxa C. baltica und C. liljebladii, da hier bereits eine klare Hypothese
zum Auslosefaktor der morphologischen Verdnderung (Tief- bzw. Flachwasserform,

Lichtmangel als Ausloser des Langwuchses von C. liljebladii) vorlag.
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3.1.5.1 Morphologische Parameter vor der Inkubation

In Ubereinstimmung mit den Literaturdaten (Tabelle 9) konnten beide Taxa nicht ein-
deutig anhand qualitativer morphologischer Parameter unterschieden werden. Von den
28 analysierten morphologischen Parametern wurden 21 mittels Kruskal-Wallis-Tests
als signifikant verschieden bewertet, allerdings zeigten die Box-Plots mehr oder weni-
ger groBe Uberlappungsbereiche fiir alle Parameter. In Abbildung 7 sind exemplarisch
die Ergebnisse der Box-Plot-Analysen beider Taxa zu Linge und Durchmesser der In-
ternodialzellen des ersten und zweiten Wirtels dargestellt. Dabei waren die Internodien
von C. liljebladii leicht groBBer und schmaler als die von C. baltica. Mit dem Kruskal-
Wallis-Test konnten signifikante Unterschiede sowohl fiir den Durchmesser der In-
ternodien des ersten und zweiten als auch fiir die Lange der Internodien des zweiten
Wirtels dargestellt werden. Damit unterschieden sich zwar die Mittelwerte der Parame-
ter, aber eine Unterscheidung der Taxa anhand von Einzelmerkmalen war aufgrund der

groBen Uberlappung dennoch nicht eindeutig moglich.

Tabelle 9 Ubersicht der in der Literatur verwendeten morphologischen Merkmale und Habitat-
eigenschaften von C. baltica und C. liljebladii (Wood und Imahori 1965, Schubert und Blindow
2004).

Chara baltica Chara liljebladii

Gesamtlénge 30-90 cm bis 80 (-150) cm

Sprof3 robust, @ bis zu 1,6 mm, schlanker, @ bis zu 1 mm,
isostich, leicht thylacanth isostich

Internodien 1-3 mal so lang wie Quirldste, bis 3 1-2 mal so lang wie Quirléaste, bis
(-4) cm lang 18 cm lang

Stacheln meist einzeln, gelegentlich 2-3er einzeln, konnen z.T. lédnger als
Gruppen, kurz und zugespitzt, meist Sprofi @ sein
kiirzer als Sprof3 @

Quirlaste (6)7-10(-11) Aste im Quirl 9-10(-11) Aste im Quirl
bis 2,5 cm lang bis 8-10 cm lang
5-8 (-9) Segmente, (0) -3 davon 6-8 Segmente, 6 davon unberindet
unberindet Endzelle 1zellig, transparent
Endzelle 1-2zellig, verlangert,
transparent

Blittchen 5-7 6
-1 mal so lang wie Ast @ bis 0,8 cm in lang

Salzgehalt zwischen (0-) 2-10 (-18) PSU

Tiefenbereich meist im Flachwasser (< 1 m), héiufig in tieferem Wasser (zwischen

Maximaltiefe bis 3 (-5) m

0,5-1,5 m) als C. baltica
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. bailica C. lijebiadii C. balffica C. hifjedladi

Abbildung 7 Box-Whisker-Plot der Internodienlédnge und -durchmesser des ersten (Weil) und zweiten
(Grau) Wirtels von C. balticaund C. liljebladii. Lange vor der Inkubation gemessen.

Mit Hilfe des Programms Primer5 konnte die Gesamtheit der aufgenommenen Merkma-
le fiir beide Taxa betrachtet werden. Dabei ergab sich mit einer ANOSIM-Analyse ein
globaler R-Wert von 0,454, womit zwischen beiden Gruppen signifikante Unterschiede
vorhanden waren. In einem MDS-Plot waren keine klar getrennten Punktewolken zwi-
schen beiden Taxa zu erkennen, vielmehr reihten sich beide Gruppen aneinander ohne
sich dabei direkt zu tiberlappen (Abbildung 8). Dieses Bild konnte durch die in einer
SIMPER-Analyse berechneten Ahnlichkeiten unterstiitzt werden. Beide Taxa wiesen
mit 87,03 % fiir C. baltica und 87,26 % fiir C. liljebladii vergleichbar hohe Ahnlichkei-
ten innerhalb der Gruppen auf, wohingegen die Unterschiede zwischen beiden mit
17,43 % relativ gering ausfielen. Eine Trennung der Taxa C. baltica und C. liljebladii

anhand von 28 vermessenen Parametern konnte nur bedingt dargestellt werden.
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Abbildung 8 MDS-Plot der morphologischen Parameter von C. baltica (Viereck) und
C. liljebladii (Dreieck) gemessen vor der Akklimation. Zum Vergleich mit nachfolgenden
Ergebnissen sind die Individuen bereits der Lichtstufe zugeordnet, unter der sie im
nachfolgenden Experiment vier Wochen inkubiert worden sind (240 = Weil}, 90 = Grau,
30 = Schwarz [umol Photonen m~ s').

3.1.5.2 C. baltica nach vier Wochen Inkubation

Von den 21 Individuen, die fiir dieses Wachstumsexperiment eingesetzt wurden, konn-
ten nach vierwdchiger Akklimation bei 240, 90 und 30 pmol Photonen m~s™! insge-
samt 19 Individuen ausgewertet werden®’. Das in Abbildung 9 dargestellte Wachstum
der Algen zeigte, dass die groBte Zuwachsrate von 1,9 (+ 1,0) mm d™! bei der geringsten
Lichtintensitit (30 pmol Photonen m2 s') zu beobachten war. Zum Abschluss des Ex-
periments waren diese Pflanzen im Durchschnitt zwei Mal lédnger als die Individuen, die
bei 240 umol Photonen m2 s™! inkubiert worden sind und eine Wachstumsrate von 0,4

(£0,4) mmd! zeigten. So konnte unabhiingig von den individuellen Unterschieden

eine zunehmende Wachstumsrate mit abnehmender Lichtintensitit beobachtet werden.

20 Die Analyse der Daten entspricht zum GroBteil der Bachelorarbeit von Sommer (2013).
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Abbildung 9 Wachstumsraten des Taxons C. baltica unter den drei Lichtintensité-
ten (Wei = 240, Grau = 90, Schwarz = 30 umol Photonen m~ s7'). Fiir die Indivi-
duen, die die gesamte experimentelle Phase tiberlebten, wurden die Werte einzeln
in mm d! aus vier wochentlichen Messungen berechnet. Zusitzlich ist der Mittel-
wert (X) und deren Standartabweichung im Diagramm mit dargestellt.

Mit Hilfe eines Kruskal-Wallis-Tests konnten insgesamt sieben Parameter bestimmt
werden, deren Werte Unterschiede zwischen den Populationen der unterschiedlichen
Lichtintensitdten erkennen lieBen (Tabelle 10). Der paarweise Vergleich der Populatio-
nen zeigte, dass die Lange der Quirldste sowie die der Internodien des jeweils ersten
und zweiten Wirtels sich signifikant zwischen den Populationen unter 240 und 30 pumol
Photonen m 2 s™! unterschieden (Tabelle 10). Die Anzahl der berindeten bzw. unberin-
deten Segmente der Quirldste, die Lidnge ihrer Endzellen und der Durchmesser der In-
ternodien zeigten schwache signifikante Unterschiede im gesamten Datensatz, aller-
dings konnten bei einem paarweise Vergleich keine signifikanten Unterschiede mehr
identifiziert werden. In den Box-Plot-Diagrammen ist ersichtlich, dass mit abnehmender
Lichtintensitdt sowohl die Internodien- als auch die Quirlastlingen zunahmen. Interes-
santer Weise war diese Tendenz am zweiten Wirtel ausgeprigter als am ersten
(Abbildung 10), was darauf hindeutet, dass das Langenwachstum eines Internodiums

wéhrend der Bildung des néchsten noch nicht abgeschlossen ist.
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Tabelle 10 Ergebnisse der Kruskal-Wallis-Tests fiir die morphologischen Parameter des Ta-
xons C. baltica, die nach vierwochiger Akklimation gemessen wurden. Dargestellt sind die p-
Werte fur alle Parameter, die signifikante Unterschiede (p < 0,05, ,,fett”) in der gesamten
Datenmatrix zeigten ("gesamt") und die dazugehorigen Werte fiir den jeweiligen paarweisen
Vergleich der Gruppen. (W1 = erster Wirtel, W2 = zweiter Wirtel)

p-Wert
Parameter [mm)] gesamt Gruppen
[umol Photonen m~ s7!]
240 - 90 240 - 30 90 -30
Lange Quirlast W1 0,038 0,681 0,032 0,484
N berindete Segm. (Quirlast) W1 0,046 1 0,109 0,088
Lange Endzelle W1 0,049 0,198 0,055 1
Lange Internodium W1 0,032 1 0,022 0,212
Lange Quirlast W2 0,018 1 0,025 0,111
Lénge Internodium W2 0,009 1 0,016 0,05
Durchmesser Internodium W2 0,045 1 0,079 0,139
E E
o
% I : -
0 0
0 Lichtintensitat [:;'Orlol Photonen -m-? - s"]m o Lichtintensitat [ﬂol Photonen -m—7 - s“?o

Abbildung 10 Box-Whisker-Plot der Internodien- und Quirlastlinge des ersten (Weil) und zweiten
(Grau) Wirtels von C. baltica. Lange nach vier Wochen Akklimation bei 240 (n=15), 90 (n=6) und 30
(n=7) umol Photonen m2 s™! gemessen.

Fiir einen MDS-Plot wurden fiir die Gesamtheit der erfassten Parameter aller Individuen
paarweise Distanzen berechnet und dann in zweidimensionaler Form dargestellt. Dabei
zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den Proben, die unter 30 und denen die
unter 240 und 90 umol Photonen m~ s~! inkubiert wurden (Abbildung 11). Erstere bil-
deten (mit einem Ausreifler) ein eindeutiges Cluster neben den Populationen der hohen
und mittleren Lichtintensitéit. Diese Unterschiede spiegelten sich dann auch in den Er-

gebnissen der ANOSIM-Analyse wider. Dabei konnte ein globaler R-Wert von 0,351
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berechnet werden, wobei dieser fiir leichte signifikante Unterschiede spricht. Bei dem
paarweisen Vergleich der einzelnen Populationen konnten keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Populationen der mittleren und hochsten Lichtintensitét
(R=0,211) beobachtet werden. Allerdings zeigte der Vergleich der Populationen der
geringsten und der hochsten Lichtintensitit mit einem R-Wert von 0,567 deutlich signi-
fikante Unterschiede. Fiir die Populationen der mittleren und niedrigsten Lichtstufe
konnte mit einem R-Wert von 0,323 geringe signifikante Unterschiede beobachtet wer-

den.

Stress: 0,08

Abbildung 11  MDS-Plot der morphologischen Parameter von
C. baltica gemessen nach vier Wochen Akklimation bei 240 (WeiB3),
90 (Grau), 30 (Schwarz) pmol Photonen m—=2 s

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich die Individuen des Taxons
C. baltica, die vier Wochen unter unterschiedlichen Lichtbedingungen akklimatisiert
wurden, hinsichtlich ihrer Morphologie unterschiedlich entwickelten. Mit abnehmender
Lichtintensitdt konnte eine Zunahme der Wachstumsraten beobachtet werden. Die unter
Schwachlichtbedingungen gewachsenen Individuen, konnten von denen, die unter 90

und 240 umol Photonen m2s™!

inkubiert wurden, signifikant getrennt werden. Diese
Trennung beruhte in der Hauptsache auf den Parametern der Internodien- und Quirlast-
lange und damit auf den Merkmalen, die das Taxon C. baltica von dem Taxon

C. liljebladii’s trennte.
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3.1.5.3 C. liljebladii nach vier Wochen Inkubation

Alle 30 Individuen des Taxons C. liljebladii, die fiir diesen Teil der Analyse eingesetzt
wurden, waren zum Abschluss des Experiments noch vital und konnten fiir die Auswer-
tung genutzt werden. Dabei zeigten die Individuen, die bei der héchsten Lichtintensitit
(240 pmol Photonen m2 s7!) inkubiert wurden, mit 1,4 (£0,5) mm d™! die groBte Zu-
wachsrate. Die Algen der anderen beiden Lichtintensitdten waren mit 1,1 (£ 0,5) bzw.
1,0 (£0,4) mmd! aber nur geringfiigig kleiner (Abbildung 12). Zum Abschluss des
Wachstumsexperiments waren die Pflanzen der hochsten Lichtintensitit etwa um ein
Viertel grofer als die der geringsten Lichtstufe. Fiir die hier untersuchten Pflanzen des
Taxons C. liljebladii konnte damit bei zunehmender Lichtintensitdt auch eine leichte

Zunahme der Wachstumsrate beobachtet werden.

3,0
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Abbildung 12 Wachstumsraten des Taxons C. liljebladii unter den drei Lichtintensititen (Weill = 240,
Grau = 90, Schwarz = 30 umol Photonen m s7"). Fiir die Individuen wurden die Werte einzeln in mm d™!
aus vier wochentlichen Messungen berechnet. Zusitzlich ist der Mittelwert (X) und deren
Standartabweichung im Diagramm mit dargestellt.

Mit Hilfe eines Kruskal-Wallis-Tests wies von den 30 vermessenen metrischen Parame-
tern nur die Lange des Internodiums des ersten Wirtels (p-Wert: 0,021) einen signifi-
kanten Unterschied innerhalb der drei Lichtintensititen auf. Der paarweise Vergleich
der Populationen zeigte, dass dieser Unterschied zwischen den Individuen beruhte, die

1

unter 90 und 30 pmol Photonen m2 s! inkubiert wurden. Fiir die iibrigen Parameter

konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Populationen gefunden werden.
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Die Ergebnisse der Kruskal-Wallis-Tests spiegelten sich auch in den Box-Plot-
Diagrammen wider, wobei die Internodien des ersten Wirtels bei den Individuen unter
90 pmol Photonen m™2 s™! kiirzer waren als bei denen unter 30 pmol Photonen m2 s™!
(Abbildung 13). Fiir alle tibrigen Parameter konnten in den Box-Plot-Diagrammen keine
Unterschiede zwischen den drei Lichtstufen gefunden werden. Exemplarisch sind die
Werte der Quirlastlingen in Abbildung 13 ebenfalls dargestellt, bei denen sich die Wer-
te aller Lichtstufen tiberlappten.

In den Box-Plot Diagrammen werden die Internodien zwar mit abnehmender Lichtin-
tensitét tendenziell ldnger, doch waren mit Ausnahme des Internodiums des ersten Wir-
tels, die Spannweiten in allen Fallen sehr gro3. Auch kann ein minimal gréBeres Wachs-
tum bei den Internodien der zweiten Wirtel beobachtet werden, was wiederum darauf
hindeutet, dass fiir C. /iljebladii das Liangenwachstum des ersten Internodiums wéhrend

der Bildung des zweiten noch nicht abgeschlossen zu sein scheint.
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Abbildung 13 Box-Whisker-Plot der Internodien- und Quirlastlinge des ersten (Wei}) und zweiten
(Grau) Wirtels von C. liljebladii. Lange nach vier Wochen Akklimation bei 240 (n=5), 90 (n = 6) und 30
(n=7) umol Photonen m2 s™! gemessen.

Die einzelnen Parameter dieses Datensatzes zeigten kaum signifikante Unterschiede
zwischen den Populationen. Dieses Bild setzte sich auch in der Auswertung der Ge-
samtheit aller Parameter fort. Mit Hilfe eines MDS-Plots konnte keine Trennung der
Individuen, die unter unterschiedlichen Lichtintensitdten inkubiert worden sind, beo-
bachtet werden (Abbildung 14). Die Ahnlichkeiten der drei untersuchten Gruppen wur-
de zusitzlich durch eine ANOSIM-Analyse gestiitzt, bei der die R-Werte des paarwei-
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sen Vergleichs der Gruppen zwischen -0,048 und 0,048 betrugen und damit keine Un-

terschiede zwischen den Gruppen nachzuweisen waren.
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Abbildung 14 MDS-Plot der morphologischen Parameter von C. liljebladii ge-
messen nach vier Wochen Akklimation bei 240 (Weif3), 90 (Grau), 30 (Schwarz)

pmol Photonen m2s7!.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Individuen des

Taxons

C. liljebladii mit zunehmender Lichtintensitit insgesamt ein grofleres Lingenwachstum

der Pflanzen aufwiesen, was sich allerdings nicht auf signifikante Unterschiede einzel-

ner Parameter zuriickfiihren liel. Zwar konnte fiir den Faktor Lichtintensitit eine gewis-

se Plastizitit der aufgenommenen Merkmale beobachtet werden, allerdings fiihrte dies

nicht zu signifikanten Anderungen der morphologischen Merkmale fiir die drei geteste-

ten Lichtintensititen und auch nicht zu einer Verschiebung der Merkmale von

C. liljebladii in Richtung eines C. baltica-Morphotyps.
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3.1.5.4 Vergleich C. baltica und C. liljebladii

Die Wachstumsraten der mittleren Lichtstufen waren bei beiden untersuchten Taxa ver-
gleichbar. Ansonsten verhielten sie sich in Bezug auf die Lichtintensitit gegenliufig:
Mit abnehmender Lichtmenge wurde C. baltica groBer und C. liljebladii kleiner
(Abbildung 15), wobei die Unterschiede bei C. baltica ausgeprigter waren. Signifikante
Unterschiede zwischen den Wachstumsraten konnten mittels Kruskal-Wallis-Tests dann
auch nur zwischen den C. baltica-Individuen nachgewiesen werden, die bei 240 und
30 umol Photonen m2 s™! inkubiert wurden (p = 0,017). Die iibrigen Unterschiede in

den Wachstumsraten waren mit p > 0,6 nicht signifikant.
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Abbildung 15 Mittlere Wachstumsraten der Taxa C. liljebladii (Weil) und C. baltica
(Grau) unter den drei Lichtintensititen. Als Fehlerindikator ist der Standardfehler
(genormte Standardabweichung des Mittelwertes bezogen auf die Anzahl der
untersuchten Individuen) dargestellt.

Bei der Analyse der Gesamtparameter zeigte die Simper-Analyse, dass die Ahnlichkei-
ten innerhalb der drei Lichtstufen fiir die untersuchten Taxa C. baltica und C. liljebladii
mit durchschnittlich 83 % und 84 % in etwa gleich gro3 waren. Die Unterschiede zwi-
schen den beiden Populationen waren mit 26 % leicht hoher als die Unterschiede inner-
halb der Populationen (zwischen den drei Lichtstufen), die bei C. baltica im Durch-

schnitt bei 18 % und bei C. liljebladii bei 16 % lagen (Tabelle 11).
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Tabelle 11 Simper-Analyse: Dargestellt sind Ahnlichkeiten der Individuen innerhalb einer
Gruppe (Blau) und die Unterschiede zwischen den Gruppen (Schwarz) bei 240, 90 und 30 pmol

Photonen m2s~.

C. baltica C. baltica C. baltica C. liljebladii C. liljebladii C. liljebladii
240 90 30 240 90 30
C. baltica 240 81,28
C. baltica 90 17,42 83,85
C. baltica 30 19,02 17,34 83,48

C. liljebladii 240 26,73 26,64 24,61 81,90
C. liljebladii 90 26,41 26,44 23,62 15,94 85,66
C. liljebladii 30 28,10 27,29 25,20 16,46 15,17 85,69

Mit Hilfe von Kruskal-Wallis-Tests konnten insgesamt 20 der 30 aufgenommenen met-
rischen Parameter als signifikant bewertet werden. Dazu gehorten die Lange der Kopf-
chen, der Internodien, der Quirléste, der Stipularen, der Blédttchen und der Endzellen der
Quirldste, haufig sowohl am ersten und zweiten Wirtel. Aulerdem der Durchmesse der
Rindenzellen am ersten, des Internodiums am zweiten und die Anzahl der berindeten
Segmente der Quirldste des zweiten Wirtels (Tabelle AS5). Bei dem paarweisen Ver-
gleich der untersuchten sechs Gruppen wurde deutlich, dass die meisten signifikanten
Unterschiede zwischen beiden Taxa zu finden waren (Abbildung 16). Innerhalb des
Taxons C. baltica konnten nur zwei Merkmale als signifikant bewertet werden: die
Lange der Quirldste und der oberen Stipularen am zweiten Wirtel. Fir das Taxon

C. liljebladii zeigte keines der Merkmale signifikante Unterschiede (Abbildung 16).

Summe signifikanter Merkmale

OF Om 0O OA OA OA HA BHA EHA EHA EA EHA AA O AA AA-

Abbildung 16 Zusammenfassung der Kruskal-Wallis-Tests fiir den paarweisen Vergleich der als signifi-
kant bewerteten morphologischen Merkmale. Dargestellt sind die Summen aller signifikanten Merkmale
fiir die jeweilige verglichene Gruppe. Viereck = C. baltica, Dreieck = C. liljebladii, Weill = 240, Grau =

90, Schwarz = 30 in umol Photonen m=2 s™!.



Ergebnisse 51

Zur Analyse der Gesamtheit aller aufgenommenen 37 metrischen und nicht-metrischen
Parameter wurde eine Hauptkomponentenanalyse durchgefiihrt, wobei mit fiinf Haupt-
komponenten nur insgesamt 66 % der Gesamtvariation im Datensatz erkldrt werden
konnten (Tabelle A6). Um ca. 80 % der Variation zu erklaren, mussten insgesamt zehn
Hauptkomponenten miteinbezogen werden. Ein dhnliches Bild zeigten dann auch die
Eigenvektoren dieser Analyse (Tabelle A7), die fiir die ersten fiinf Hauptkomponenten
allesamt sehr gering ausfielen und die Bestimmung der relevanten Merkmale, die fiir
eine Trennung der beiden Hauptgruppen verantwortlich waren, kaum moglich war. In
der Analyse bildeten die beiden Taxa C. baltica und C. liljebladii zwei getrennte Cluster
(mit einem Ausreifler), wobei diese Trennung hauptsidchlich mit der zweiten Haupt-
komponente erzielt wurde (Abbildung 17) und diese in dhnlichem MalBle durch die Lan-
ge der Quirldste und der Endzellen des ersten und zweiten Wirtels, dem Durchmesser
der Rindenzellen und der Anzahl der unberindeten Segmente der Quirldste bestimmt
wurden (Tabelle A7). Die Aufteilung innerhalb dieser beiden Cluster war mit den oben
beschriebenen MDS-Plots vergleichbar, wobei C: baltica scheinbar eine grof3ere Plasti-
zitdt der morphologischen Merkmale aufzuweisen scheint. Die Individuen von
C. liljebladii gruppierten (bis auf drei Ausnahmen) unabhingig von den Lichtbedingun-

gen wihrend der Inkubation sehr nah beieinander.

& 5
?A 2 A
A é‘&‘&ﬁ& A QE\D
A M O
-15 10 -5 A 5 0
g @
A o O
A m O O o
| 4= [ |
ol
-8

PC1

Abbildung 17 Hauptkomponentenanalyse der morphologischen Parameter von C. baltica (Viereck) und
C. liljebladii (Dreieck) gemessen nach vier Wochen Akklimation bei 240 (Weil3), 90 (Grau) und 30
(Schwarz) pmol Photonen m= s7".
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3.2 Fucus

In diesem Abschnitt sollte die taxonomische Zuordnung der auf Helgoland zu beobach-
teten Fucus-Individuen mit stark abweichender Morphologie gekliart werden. Dafiir
wurden neben einer ausfiihrlichen Beschreibung des Fucus-Bestandes der Insel Helgo-
land auch Vergleichsmaterial von den umgebenden Kiistengebieten gesammelt und ana-
lysiert, um die morphologische Variabilitit der Gattung Fucus darzustellen und evtl.
vorhandene Kreuzungspartner zu identifizieren?!. In einem weiteren Schritt wurden die
Fucus-Arten genetisch charakterisiert und mit den traditionellen morphologischen Clus-

tern verglichen.

3.2.1 Beschreibung der Fucus-Arten auf Helgoland

Im Juli 2010 und Mai 2011 erfolgte die Probenahme auf der Insel Helgoland an vier
Standorten: dem Felswatt, dem NO-Hafen, dem S-Hafen und am Siidstrand. An allen
Standorten konnten die drei Fucus-Arten in ihrer typischen Form beprobt werden, wo-
bei eine gro3e Variabilitidt der morphologischen Parameter auffillig war.

Die an den unterschiedlichen Standorten angetroffenen Individuen von F. vesiculosus
variierten sehr stark in ihrer Lange (12 — 72 cm) und kamen sowohl mit als auch ohne
echte Vesikel vor, sodass sie nur durch die Bestimmung der Hiusigkeit von den
mondzischen Individuen des F. spiralis zu trennen waren. Sowohl im Felswatt als auch
im NO-Hafen konnten Individuen von F. vesiculosus beobachtet werden, deren Rezep-
takel ebenfalls einen mehr oder weniger deutlichen sterilen Rand aufwiesen. Zusétzlich
waren im Felswatt Formen von F. vesiculosus zu finden, die Rezeptakel mit unter-
schiedlichsten Formen zeigten: ein- bis mehrfingrig, herz- und doppelherzféormig, sehr
gro3 und breit. Damit erinnerten diese an die Individuen, welche im NO-Hafen von
Kornmann und Sahling (1994) als F. ceranoides beschrieben wurden. Aufgrund ihrer
Hausigkeit gingen sie zundchst als F. vesiculosus* in die Analyse mit ein, wobei die
tatsdchliche taxonomische Zugehorigkeit im Folgenden noch geklirt werden sollte.
Individuen von F. spiralis traten vorwiegend als F. spiralis var. platycarpus auf; es
wurden aber auch sehr kleine Individuen (12 cm) mit aufgebldhtem Thallus und runden,
fast randlosen Rezeptakula beobachtet. Weiterhin wurden sehr lange Individuen (40 cm)

von F. spiralis angetroffen, deren Rezeptakel nur einen kaum wahrnehmbaren sterilen

2l Die Rohdaten und deren Analyse innerhalb der MDS-Plots und PCAs wurden der Bachelorarbeit von
Schmidt (2011) entnommen.
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Rand aufwiesen, wobei eine Artzuordnung hier ebenfalls durch die Bestimmung der
Hausigkeit erfolgte.

Die Individuen von F. serratus waren an allen Standorten in der typischen Morphologie
zu beobachten und nur im Felswatt wurden vereinzelte Individuen mit glattem bis we-
nig gezihntem Rand beobachtet.

Wihrend im NO-Hafen alle Arten in dhnlicher Abundanz vorhanden waren, dominier-
ten im Felswatt die beiden Arten F. serratus und F. vesiculosus, wohingegen F. spiralis
auf den Triimmerblocken im Felswatt nur selten anzutreffen war. Am hiufigsten konnte
diese Art noch an der Molenwand in der typischen Form als F. spiralis var. platycarpus
beobachtet werden. Am Siidstrand traten die Vertreter der Gattung Fucus in seiner typi-
schen Vertikalgliederung mit F. spiralis als obersten, F. vesiculosus und F. serratus als
untersten Vertreter auf. Alle Taxa waren hier ausschlieBlich in ihrer typischen Morpho-
logie zu beobachten, wohingegen der Bewuchs des S-Hafens durch Asco-
phyllum nodosum und F. serratus dominiert wurde.

Sowohl 2010 als auch 2011 wurden auf Helgoland Individuen angetroffen deren Zuord-
nung zu den Taxa F. spiralis, F. vesiculosus und F. serratus problematisch war, da die
beobachteten morphologischen Merkmale nicht konsistent in den Merkmalskomplex
der Arten eingeordnet werden konnten. Als eindeutiges Trennungsmerkmal insbesonde-
re zwischen F. spiralis und F. vesiculosus blieb somit nur die Unterscheidung zwischen
mondzischen und didzischen Pflanzen. Die Individuen, die potentiell dem von Korn-
mann und Sahling (1994) als F. ceranoides bezeichneten Morphotyp entsprachen, gin-
gen mit den Probennummern Fu022* bis Fu025* und Ful24* in die Analyse ein. Es ist
hier allerdings anzumerken, dass keines der Individuen vollstindig der Beschreibung in

Kornmann und Sahling (1994) entsprach.

3.2.2 Morphologische Analyse

Um zu klaren, ob anhand einzelner metrischer Parameter eine Trennung zwischen un-
terschiedlichen Fucus-Arten moglich ist, wurden mit Hilfe des Programms SPSS (Ver-
sion 2.0, IBM, USA) die metrischen Daten von F. vesiculosus, F. spiralis, F. spiralis
var. platycarpus, F. ceranoides, F. cottonii, F. serratus und F. distichus von Helgoland
und umgebenen Kiistengebieten in Form von Box-Whisker-Plots dargestellt. Hinsicht-
lich der untersuchten Parameter waren kaum Unterschiede zwischen den analysierten

Arten zu erkennen, wobei hier beispielhaft die Box-Plots zur Stiellinge und dem Ab-
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stand von dichotomen Verzweigungen gezeigt werden sollen (Abbildung 18). Die tibri-
gen Diagramme waren diesen vergleichbar und sind im Anhang aufgefiihrt (Abbildung
Al-1, A1-2). Eine Trennung der Taxa F. serratus von F. cottonii bzw. F. distichus
konnte in alle Box-Plots beobachtet werden, wobei diese bei letzterem auch auf die ge-
ringe Probenahmegrofe zuriickzufiihren sein kann. Weiterhin konnte F. cotfonii als ei-
ner der kleinsten Vertreter dieser Gattung von den tibrigen Taxa durch die Parameter
Gesamtlidnge oder Dichotomieabstand (Abbildung 18) unterschieden werden, wobei fiir
die iibrigen Parameter Uberschneidungen zu F. spralis, F.vesiculosus oder auch
F. ceranoides zu beobachten waren. Fiir die iibrigen Taxa war jedoch aufgrund der gro-
Ben Streuung mit keinem der metrischen Parameter eine Trennung der Taxa mdglich,
welche auch durch die Bildung von unterschiedlichen Verhéltnissen (z. B. Gesamtldnge

zu Stielldnge) nicht erreicht werden konnte (vergleiche Abbildung A1-2).
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Abbildung 18 Darstellung der Box-Whisker-Plots der Parameter Stiellinge und Abstand zweier dicho-
tomer Verzweigungen fiir die analysierten Fucus-Taxa. F ve = F. vesiculosus, F sp = F. spiralis, F sp/pl =
F. spiralis var. platycarpus, F co = F. cottonii, F ce = F. ceranoides, F se = F. serratus, F di =F. distichus.

Zur Absicherung dieses Eindrucks erfolgten fiir alle vermessenen Parameter Kruskal-
Wallis-Tests (Tabelle A9), die durchgehend signifikante Unterschiede zwischen den
Mittelwerten vereinzelter Gruppen darstellen konnten. Vor allem F. serratus und
F. cottonii zeigten dabei immer wieder Unterschiede zu den iibrigen Taxa. So ergaben
sich z. B. fiir den Parameter Sielldinge mit Werten zwischen 0,0 und 0,014 (Signifikanz-
grenze: 0,05) signifikante Unterschiede zwischen F. serratus und F. cottonii, F. spiralis
bzw. F. distichus sowie mit einem Wert von 0,034 fiir F. cottonii und F. vesiculosus.
Ein dhnliches Bild ergaben die Tests des Parameters Abstand zweier dichotomer Ver-

zweigungen, bei denen F. cottonii mit Werten zwischen 0,0 und 0,02 signifikante Un-
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terschiede zu F. spiralis var. platycarpus, F. vesiculosus und F. serratus zeigte und
F. serratus zusétzlich von F. spiralis (0,0) und F. vesiculosus (0,05) unterschieden wer-
den konnte. Eine eindeutige Zuordnung auf Basis einzelner metrischer Parameter erwies
sich jedoch auch hier, aufgrund der zahlreichen Uberschneidungen der Daten, als
schwierig. Zwischen den Taxa F. vesiculosus, F. spiralis, F. spiralis var. platycarpus
und F. ceranoides waren nur vereinzelt signifikante Unterschiede zu beobachten (Tabel-

le A9).

Da mit Hilfe von einzelnen Parametern keine Trennung der Taxa moglich war, erfolgte
im Weiteren eine Auswertung der Gesamtheit der vermessenen Parameter durch Haupt-
komponentenanalysen (PCA) und MDS-Plots. Es wurden verschiedene PCAs der metri-
schen Parameter durchgefiihrt, wobei die Individuen sowohl einzeln als auch in Grup-
pen (nach Art und Standort zusammenfasst) in die Analyse mit eingingen. Zunéchst
wurde der Gesamtdatensatz ausgewertet und anschlieBend der Datensatz reduziert, um
durch Eliminierung von Parametern, die eine geringe Rolle bei der Auflosung spielten
(nur in hoheren Dimensionen auftretend), zu einer besseren Trennung zu gelangen. Da
die Ergebnisse aller durchgefiihrten Analysen sehr dhnlich ausfielen, sollen hier nur die

Analysen der zu Gruppen zusammengefassten Individuen erldutert werden.

Tabelle 12 Komponentenmatrix der PCA aller metrischen Parameter der zu Gruppen
zusammengefassten Fucus-Individuen.

Variable PCl1 PC2 PC3 PC4 PC5
Lange grofites Rezeptakulum 0,182 0,559 0,117 -0,086 -0,504
Breite grofites Rezeptakulum 0,072 0,227 0,175 -0,182 -0,444

Liange kleinstes Rezeptakulum 0,144 0,455 0,096 0,575 0,216
Breite kleinstes Rezeptakulum 0,070 0,274 0,069 0,262 0,188

Stiellange 0,183 0,153 -0,949 0,052 -0,116
Stielbreite 0,056 0,102 -0,043 -0,048 0,101
Stielbreite 0,117 0,388 0,048 -0,278 0,573
Mittelrippenbreite 0,001 0,066 -0,005 0,072 0,110
Thallusbreite 0,075 0,221 0,048 -0,510 -0,010
Gesamtliange 0,937 -0,318 0,118 -0,022 0,038

Dichotomieabstand 0,025 0,019 -0,001 0,048 -0,009
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Bei der Betrachtung der PCA wurde deutlich, dass die PC1, die vor allem durch die
Gesamtldnge des Thallus bestimmt wurde, mit ~80 % den groBiten Anteil an der Vertei-
lung der Gruppen hatte. Gefolgt von den PC2 und PC3 mit 8 bzw. 7 % Anteil, wobei
die Stielbreite, die Gesamtlange und die Lange der Rezeptakula hauptséchlich zur Tren-
nung beitrugen (Tabelle 12). Fiir die auf den metrischen Parametern basierenden PCA
(Abbildung A2) konnte festgestellt werden, dass eine Gruppierung von Individuen oder

Taxa in keiner Analyse beobachtet wurde.

Um sowohl die vermessenen als auch die beschreibenden Parameter in die Analyse mit
einzubeziehen, wurden beide Datensitze einzeln sowie in Kombination in MDS-Plots
dargestellt. Fiir die kombinierten Datensdtze wurde deutlich, dass sich die Bereiche der
einzelnen Taxa liberschneiden und keine Trennung durch die Verkniipfung der beiden
Datensitze erreicht werden konnte (Abbildung 19A). Im Gegensatz zu den eben ge-
nannten Analysen ergab sich in der Auswertung der rein beschreibenden Parameter ein
anderes Bild. Es war jetzt eine klare Trennung zwischen den einzelnen Arten zu be-
obachten und die morphologisch auffilligen Individuen von Helgoland mit den Num-
mern Nr. 22* bis 25* ordneten sich ausnahmslos in das F. vesiculosus-Cluster ein

(Abbildung 19B).
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Abbildung 19 A) MDS-Plot der Fucus-Individuen anhand metrischer und beschreibender Parameter.
Blau = F. spiralis, Grau = F. spiralis var. platycarpus, Rot = F. serratus, Rosa = F. vesiculosus, Gelb =
F. ceranoides. B) MDS-Plot der Fucus-Individuen anhand beschreibender Parameter. Da eine Vielzahl
der Individuen dabei eine Ahnlichkeit von 100 % aufwies, sind die Proben des Taxons F. spiralis
var. platycarpus innerhalb des Clusters F. spiralis zu finden. Blau = F. spiralis, Rot = F. serratus, Rosa =
F. vesiculosus, Gelb = F. ceranoides (verandert nach Schmidt 2011).
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3.2.3 Genetische Analyse

Um diese rein morphologische Zuordnung der Individuen mit auffilligem Morphotyp
zu F. vesiculosus zu stiitzen, wurden im Folgenden phylogenetische Analysen basierend
auf 696 bp des nuklearen Markers PDI durchgefiihrt, von denen 86 (12,4 %) Positionen
variabel und 51 (7,3 %) parsimonie-informativ waren. Bei der Analyse der p-Distanzen
ergaben sich zwischen den Sequenzen Unterschiede von 0 - 5,87 %, wobei die groBten
durchschnittlichen p-Distanzen zwischen F. cottonii und F. serratus zu beobachten wa-
ren. Innerhalb des Alignments konnten insgesamt 18 Indels identifiziert werden, dessen
GroBe zwischen 1 und 89 bp variierte und von denen 11 mit Hilfe des Programms Fast-
Gap v1.2 als informativ bewertet und daher in den nachfolgenden Analysen beriicksich-
tigt wurden. Die Topologien der ermittelten Stammbdume waren dabei fiir die zu be-
obachtenden drei Hauptcluster vergleichbar und zeigten zwischen diesen eine klare
Trennung (Abbildung 20). Das erste Cluster setzte sich aus den Taxa F. serratus und
F. distichus zusammen. Das zweite gruppierte Individuen des Taxons F. ceranoides und
in dem dritten Cluster wurden Individuen von F. vesiculosus, F. spiralis, F. spiralis
var. platycarpus, F. radicans und F. cottonii mit hohen Bootstrap-Werten (=97) und
maximalen Posteriori-Wahrscheinlichkeiten zu einem Monophylum zusammengefasst,
wobei die Beziehungen innerhalb dieses Cluster in den berechneten Stammbédumen
nicht einheitlich war und die zu beobachtenden Verzweigungen meist durch sehr gerin-
ge Wahrscheinlichkeiten unterstiitzt wurden. Ausnahmslos alle morphologisch nicht
eindeutig bestimmbaren Individuen der Insel Helgoland ordneten sich gemeinsam mit
vergleichbaren Morphotypen anderer Standorte (Sylt und der SW-Kiiste Englands) in
dieses Cluster ein und zeigten zu den Sequenzen von F. ceranoides mit ca. 2,5 % ver-
gleichbar hohe genetische Unterschiede. In Tabelle 13 wird deutlich, dass die geneti-
sche Variabilitit innerhalb der Taxa F. vesiculosus und F. cottonii mit 0,7 % bzw. 1,3 %
vergleichsweise hoher ausfiel als die genetischen Unterschiede zwischen einzelnen Ta-
xa (z. B.: 0,4 % zwischen F. serratus und F. distichus). Da die Beziehungen des dritten
Clusters um F. vesiculosus mit Hilfe der Stammbaumanalysen nicht dargestellt werden

konnten, wurde ein Haplotypen-Netzwerk konstruiert.
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Abbildung 20 Phylogenie von der Gattung Fucus basierend auf PDI-Sequenzen mit
696 bp. Der Stammbaum wurde durch eine Maximum Parsimony, eine Maximum
Likelihood und eine Bayesian Inference Analyse berechnet; Bootstrap-Werte und
Posteriori-Wahrscheinlichkeiten (>50 %) wurden bestimmt und sind iiber den Verzwei-
gungen angegeben (MP|ML|BI). Fiir eine bessere Visualisierung sind monophylethische
Verzweigungen des F. vesiculosus- und F. serratus-Clusters zusammengefasst (Dreiecke).

Tabelle 13 Darstellung der durchschnittlichen p-Distanzen innerhalb (Rot) und zwischen
(Schwarz), sowie der durchschnittlichen Zahl an Substitutionen zwischen (Blau) den

verglichenen Gruppen.
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F. vesiculosus 0,70% 2,9 7,5 4.8 39 20,5 18,2 13,4
F. radicans 0,49% 0,00% 6,3 5,0 4,0 20,2 18,0 12,8
F. cottonii 1,21% 0,86% 1,38% 8.5 7,5 24,2 22,0 16,8
F. spiralis 0,83% 0,86% 1,47% 0,40% 1,3 21,2 18,9 13,8
F. spiralis var. platycarpus 0,67% 0,69% 1,30% 0,22% 0,00% 20,2 18,0 12,8
F. serratus 3,55% 3,49% 4,19% 3,67% 3,49% 0,35% 2,2 18,0
F. distichus 3,26% 3,22% 3,94% 3,38% 3,22% 0,39% 0,00% 15,8
F. ceranoides 2,32% 2,22% 291% 2,39% 2,22% 3,12% 2,83% 0,24%

Mit Hilfe des Netzwerkes (Abbildung 21) sollten die phylogenetischen Beziehungen der

untersuchten Taxa und damit die mdgliche Evolution der gefundenen Haplotypen dar-

gestellt werden. Wie in den Stammbaumanalysen war dabei die grundsitzliche Tren-

nung der Gruppen F. serratus, F. distichus und F. ceranoides von den anderen Taxa

ersichtlich. Jedoch war auch mit dieser Analyse eine eindeutige Zuordnung von Haplo-

typen zu den Taxa F. vesiculosus, F. spiralis, F. spiralis var. platycarpus, F. radicans

und F. cottonii nicht moglich. Die hohe intraspezifische Variabilitidt von F. vesiculosus
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(0,7 %, Tabelle 13) wird durch 21 Haplotypen, die innerhalb dieses Taxons gefunden
wurden, besonders deutlich (Abbildung 21). Dabei konnten auf der einen Seite 20
Haplotypen nur dem morphologischen Taxon F. vesiculosus zugeordnet werden. Auf
der anderen Seite waren in einem der Haupthaplotypen von F. vesiculosus (n = 23) aber
auch Individuen anderer Taxa vertreten und wiesen identische Allele zu diesem auf
(z. B. F. spiralis GQ385148, F. spiralis var. platycarpus FU016 & F. cottonii AMO0S).

Die Individuen der Taxa F. vesiculosus, F. spiralis, F. spiralis var. platycarpus,
F. radicans und F. cottonii ordneten sich zunichst in zwei Gruppen, wobei der Haupt-
unterschied zwischen beiden in einem Indel von 89 bp bestand. Insgesamt kann jedoch
festgestellt werden, dass sich die Individuen der beiden Hauptgruppen, abgesehen von
diesem Indel, nur minimal voneinander unterschieden, wobei geringfiigige Unterschiede
von durchschnittlich 0,7 % beobachtet wurden. Auffillig war, dass innerhalb der Se-
quenzen, die das Indel besaBBen, nur zwei Individuen zu finden waren, die in Habitaten
mit einem Salzgehalt >25 PSU gesammelt wurden (Sylt), und der Grofteil der Individu-
en dieses Haplotypen in der Ostsee beheimatet war. Individuen von F. cottonii und
F. vesiculosus, sowohl mit typischer als auch mit ungewohnlicher Morphologie, konn-
ten in beiden Gruppen beobachtet werden. Das Ostsee-Taxon F. radicans zeigte identi-
sche Sequenzen zu Individuen von F. vesiculosus die hauptsdchlich an der Ostseekiiste
gesammelt wurden und ist in der Gruppe ohne Indel nicht vertreten, wobei das auch auf
die geringe Probenzahl von drei Individuen zuriickzufiihren sein kann. Dagegen waren
beide Formen von F. spiralis nur in der Gruppe mit Indel zu finden und zeigten sehr
grole Gemeinsamkeiten, bis hin zu identische Sequenzen, mit Individuen von
F. vesiculosus. Eine genetische Trennung von F. spiralis und F. spiralis
var. platycarpus konnte mit Hilfe dieses Markers nicht beobachtet werden. Fiir den
Grofteil der untersuchten Individuen wurde ein einziger genetischer Haplotyp be-
stimmt. Jedoch konnten fiir vier Individuen heterozygote Signale fiir den Marker PDI
beobachtet werden. Bei der Proben GB-HS02 wurden zwei unterschiedliche Allele se-
quenziert, deren genetische Unterschiede sehr gering ausfielen (3 bp). Fiir drei
F. vesiculosus-Individuen (Fu098*, BA077, BA24) wurden jedoch jeweils zwei gene-
tisch sehr unterschiedliche Allele bestimmt. Die Allele von Fu098* zeigten dabei p-
Distanzen von 1,0 %, wobei eines der Allele mit einem Haplotypen anderer
F. vesiculosus-Individuen identisch war, wihrend das zweite sich lediglich durch eine
Substitution zu einem Haplotypen des Taxons F. spiralis unterschied. Jeweil ein Allel

der Proben BA24 und BA77 besal3 das Indel von 98 bp und war identisch mit 32 weite-
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ren Indidividuen, die groftenteils an der Ostseekiiste gesammelt wurden. Wihrend das
jeweils zweite Allel dieses Indel nicht aufwies. Innerhalb der Netzwerkanalyse wurden
die heterozygoten Allele eines Individuums als unterschiedliche Haplotypen behandelt,
wodurch sich die Gesamtzahl der in der Netzwerkanalyse untersuchten Individuen
,.ktnstlich* erhohte.

In der Rarefaction-Analyse konnte ein Ks-Wert von 141 sowie eine zu erwartende ma-
ximale Zahl an Haplotypen von 66 bestimmt werden. Damit wiirde durch eine weitere
Erhohung des Probenahmeradius die genetische Variabilitit mit groer Wahrschein-
lichkeit noch einmal gesteigert werden, da die hier analysierten 97 Individuen unter dem

KS-Wert liegen.

F. vesiculosus (PSU > 25)
F. vesiculosus* (PSU > 25)
F. vesiculosus (PSU < 25)
F. vesiculosus * (PSU < 25)
F. spiralis

F. spiralis var. platycarpus
F. cotonii

F. radicans

2 i g 2| E serratus

s L X I F. distichus
2

4 TS
/" F. ceranoides |
OB EoEED0O0N

19

4 Indel

Abbildung 21 Darstellung des Netzwerkes der Gattung Fucus basierend auf PDI-Sequenzen mit 696 bp.
Die GroBe der Kreise korreliert mit der Anzahl der Individuen, die den Haplotypen aufwiesen. Farbige
Kreise entsprechen den jeweiligen Taxa, wobei bei F. vesiculosus zusitzlich zwischen Standorten mit >
und < 25 PSU unterschieden wird und ungewdhnliche Morphotypen durch * gekennzeichnet sind. Kleine
rote Kreise kennzeichnen Haplotypen, die nétig sind, das Netzwerk zu erkliren, aber nicht im Datensatz
gefunden wurden. Die roten Zahlen an den Linien geben die Anzahl an Mutationsschritten an, die
zwischen den einzelnen Haplotypen liegen. Sind keine Zahlen angegeben, handelt es sich um einen
Mutationsschritt. Die Anzahl der hier dargestellten 33 Haplotypen wurde durch die Anwendung einer Star
Contraction (Forster et al. 2001) von urspriinglich 60 Sequenz-Typen erreicht.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass F. ceranoides eindeutig mit dem nuk-
learen Marker PDI von anderen Taxa der Gattung Fucus unterschieden werden kann
und es sich bei den auf Helgoland gesammelten auffilligen Morphotypen nicht um
F. ceranoides handelt. Auch wurden keine Hinweise auf mogliche Hybridisierungen mit
diesem Taxon gefunden. Fiir die Taxa F. vesiculosus, F. spiralis, F. spiralis
var. platycarpus, F. radicans und F. cottonii konnen moglicherweise 0kologische Ten-
denzen (Salzgehalt, geografische Verteilung) in Zusammenhang mit den genetischen
Haplotypen beobachtet werden, aber eine Trennung der Taxa war mit diesem Marker

nicht moglich.
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war eine Uberpriifung der Aussagekraft der morphologi-
schen Merkmale, die gegenwartig zur Artabgrenzung bei Makroalgen Verwendung fin-
den. Zu diesem Zweck sollten genetische Analysen phylogenetische Informationen lie-
fern, die als objektives MaB fiir Verwandtschaftsverhiltnisse mit den Ergebnissen mor-
phologischer Analysen verglichen wurden.

In dieser Studie wurden dafiir exemplarisch Algen aus der Familie der Characeae und
der Gattung Fucus verwendet, da hier aktuell Probleme bei der Artabgrenzung aufgetre-
ten waren, die aus Anwendungsgriinden (EU-WRRL) einer Losung bedurften.

Wegen dieses direkten Anwendungsbezuges sollen im Folgenden zunéchst die Details
der Ergebnisse fiir die beiden Gruppen diskutiert werden, bevor eine abschlieende Ge-
neralisierung erfolgt.

Fiir die Gattung Chara wurden die erhaltenen genetischen Cluster mit den Taxa, die
basierend auf den traditionellen morphologischen Methoden bestimmt wurden, vergli-
chen. Da in den Arbeiten von Karol (2004) und Perez et al. (2014) die phylogenetischen
Beziehungen der Gattungen der Characeae untereinander bereits detailliert erortert wur-
den und die Ergebnisse dieser Studie damit iibereinstimmten, soll hier nicht ndher da-
rauf eingegangen werden. Gleiches gilt fiir den Artstatus der europédischen Taxa der
Gattung Nitella, der ebenfalls durch Karol (2004) ausfiihrlich erortert wurde. Die Er-
gebnisse der Stammbaumanalysen der rbcL-Sequenzen, die im Rahmen dieser Studie
erzeugt wurden, werden daher nur beziiglich ihrer Unterschiede und neuen Erkenntnisse
diskutiert. Des Weiteren werden die verwendeten genetischen Marker kritisch betrachtet
und die zurzeit verwendeten morphologischen Merkmale innerhalb der Gattung Chara,
sowie das Ausmal} der morphologischen Plastizitdt bei genetisch identischen Taxa eror-
tert.

Fiir die Gattung Fucus werden zundchst die unterschiedlichen Morphotypen der Insel
Helgoland betrachtet um darauffolgend die Ergebnisse der genetischen Analysen mit
diesen abzugleichen.

In der Schlussbetrachtung dieser Arbeit wird die Verwendung von phylogenetischen
Analysen in heutigen taxonomischen und systematischen Untersuchungen kritisch hin-

terfragt und das Vorhandensein oder Fehlen genetischer Variabilitit bewertet.
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4.1 Characeae

4.1.1 Genetische Analyse - Gattung Chara

Traditionell wird die Gattung Chara aufgrund von vegetativen Merkmalen wie Stipula-
ren’? und Berindungstypus?® taxonomisch unterteilt. Wood und Imahori (1965) haben,
basierend auf diesen morphologischen Merkmalen, eine erste Phylogenie der Gattung
entwickelt und diese in Sektionen und Subsektionen eingeordnet (Abbildung 22). So-
wohl die Ergebnisse der Multi-DNA-Marker Analyse basierend auf 32 Individuen von
insgesamt 15 unterschiedlichen Chara-Taxa, als auch die Sequenzierung des Markers
matK von 219 Individuen, die insgesamt 24 Taxa zugeordnet wurden, konnten dieses
Bild der morphologischen Phylogenie nur teilweise widerspiegeln (vergleiche Abbil-
dung 22 und Abbildung 23).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Hypothese 1

— Genetische Analysen konnen dazu genutzt werden, natiirliche taxonomische Einheiten

innerhalb der Gattung Chara darzustellen. —

bestitigt werden konnte. Dabei wurde fiir der Gattung Chara eine groflere genetische
Variation beobachtet als von Wood und Imahori (1965) prognostiziert wurde - es konn-
ten mehr genetisch eindeutig trennbare Cluster identifiziert werden, als Makroarten von
Wood und Imahori (1965) vorgeschlagen wurden. Andererseits wurde jedoch mit den
hier verwendeten genetischen Markern nicht die Variabilitdt erreicht, die eine durch-
gingige Verwendung des traditionellen Mikroarten-Konzeptes rechtfertigen wiirde.

In dem nun folgenden Abschnitt soll auf die einzelnen Cluster der Stammbaumanalysen
eingegangen werden, wobei die genetischen Cluster dieser Studie mittels der mono-
phyletischen Abstammung einer Gruppe definiert und durch die Morphologie bzw.
Okologie der enthaltenen Taxa begrenzt wurden. Die Grundlage fiir einen Vergleich mit
den morphologischen Konzepten sollen dabei die Arbeiten von Wood und Imahori
(1965) als Vertreter des Makroarten-Konzeptes und Corillion (1957) fiir die Verwen-
dung von Mikroarten bieten. Zusdtzlich wurde Krause (1997) fiir einen Vergleich her-
angezogen, da dieser sich auf die in Europa vorkommenden Arten konzentrierte und,

neben lokal begrenzter Literatur, aktuell hdufig verwendet wird.

22 Wood und Imahori's (1965) Subgeni Charopsis und Chara entsprachen den Haplostephanae (Stipular-
kranz einreihig) und Diplostephanae (Stipularkranz zweireihig) von Braun (1882).

23 Die Sektionen Desvauxia, Chara und Grovesia der berindeten Taxa der Gattung entsprachen den
Haplostichae, Diplostichae und Triplostichae von Braun (1882).
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Abbildung 22 Wood und Imahori's (1965) Phylogenie
der Subsektionen der Gattung Chara basierend auf mor-
phologischen Analysen. Abbildung verdndert nach Meiers
et al. (1999).

Hartmania (C. hispida-Cluster)

Chara (C. contraria-Cluster)

Desvauxia (C. canescens)

Grovesia (C. aspera & C. galioides)
Grovesia (C. tenuispina)

— Chara (C. vulgaris-Cluster)

Chara (C. tomentosa)

L—— Grovesia (C. globularis, C. connivens, C. virgata & C. strigosa)

Wallmania (C. longifolia)

Lamprothamnium

Braunia (C. baueri)

Abbildung 23 Zusammengefasste Phylogenie der Gattung Chara basierend auf 843 bp
des cpMarkers matK. Dargestellt sind die Subsektionen der Gattung.
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4.1.1.1 Sektion Grovesia

Nach Wood und Imahori (1965) bilden die triplostichen Taxa der Sektion Grovesia:
C. aspera, C. connivens, C. galioides, C. globularis, C. strigosa, C. tenuispina und
C. virgata ein nah verwandtes Cluster und sind durch zahlreiche Ubergangsformen ihrer
morphologischen Merkmale gekennzeichnet, weshalb sie als Varietidten oder Formen in
der Makrospezies ,,C. globularis* zusammengefasst werden. Die Sequenzen der flinf
analysierten DNA-Marker unterstiitzten diese Hypothese bei den Taxa C. connivens,
C. globularis und C. virgata, wobei drei klar voneinander getrennte Cluster unterschie-
den werden konnten. Allerdings wurden die phylogenetischen Beziehungen der drei
Taxa in den Datensets unterschiedlich dargestellt. Mit Hilfe des Markers matK
(Abbildung 5) ist das Cluster C. virgata & C. strigosa der urspriingliche Zweig der
Gruppe und C. globularis und C. connivens die beiden abgeleiteten Schwestertaxa. Bei
der Analyse der fiinf unterschiedlichen Marker (Abbildung 4) erschien C. globularis als
das phylogenetisch dlteste Taxon und C. virgata und C. connivens als die abgeleiteten,
wobei dieses Bild aufgrund der darin enthalten Kombination von Chloroplasten- und
Kernmarkern das wahrscheinlichere ist. Das Taxon C. tenuispina und das Cluster
C. aspera & C. galioides folgten dem Bild der Makroart ,,C. globularis* (Wood und
Imahori 1965) allerdings nicht und sind phylogenetisch eher mit den Sektionen Chara

und Desvauxia in Verbindung zu bringen.

C. globularis

Dieses Cluster wurde von 21 als C. globularis identifizierte Individuen gebildet, welche
in Schweden, Déanemark, England, Deutschland, Litauen und Russland gesammelt wur-
den. In beiden Datensets konnten die Individuen dieses Clusters klar von den Individuen
des Taxons C. virgata unterschieden werden (CHARA-SCHWEDEN: 1,6 %, CHARA-
EUROPA: 2,5-2,8 %). Da zwischen beiden Taxa hiufig morphologische Ubergangsfor-
men zu beobachten sind, ist es z.T. schwierig C. globularis (papilliforme Stipularen)
von C. virgata (obere Stipularen verldngert) abzugrenzen. In dieser Analyse clusterten
Individuen (IWS5a, IW13, SO21) mit einem leicht verldngerten oberen Stipularkranz,
allerdings ohne Stacheln, ebenfalls eindeutig mit den iibrigen Individuen des Taxons
C. globularis. In den verschiedenen Bestimmungsschliisseln ist diese Art als triplostich
und mondzisch beschrieben, allerdings fillt die Beschreibung der Ausbildung der Stipu-
laren und Stacheln sehr unterschiedlichen aus: Krause (1979) beschreibt C. globularis

ohne Stacheln und mit einen reduzierten Stipularkranz, bei Wood und Imahori (1965)
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ist der Stipularkranz stets reduziert, es kdnnen aber leicht verlangerte Stacheln auftreten
und bei Corrilion (1957) konnen die Stipularen leicht verldngert sein und an den jiings-
ten Internodien konnen ebenfalls leicht verldngerte Stacheln auftreten. Die phylogeneti-
schen Daten unterstiitzen eine Kombination der Merkmale nach Krause (1997), bei der
Stacheln fehlen und nach Corillion (1957) bei der dieses Taxon einen, wenn auch nur
leicht, verldngerten oberen Stipularkranz ausbilden zu kann. Die Beschreibung nach
Wood und Imahori (1965) konnte mit dem derzeitige Datensatz nicht bestétigt werden.
Innerhalb dieses Clusters konnte eine genetische Variabilitit der matK-Sequenzen zwi-
schen 0,2 % und 0,6 % beobachtet werden, was 2-5 Basenpaaren entsprach. Diese gene-
tische Variabilitit konnte nicht mit bestimmten Standorten oder morphologischen Be-
sonderheiten in Verbindung gebracht werden. Allerdings sind die vier Individuen, wel-
che nicht dem {iblichen C. globularis-Haplotyp (17 Indiv.) entsprachen, in Keimungs-
experimenten gewachsen und drei der vier Individuen unter Schwachlichtbedingungen
gekeimt sind. Besonders interessant ist dabei, dass in Sedimentproben aus dem StoBdor-
fer See zwei Individuen (AHO05-Fel5, AH07-15C01) unter 30-40 pmol Photonen m— s~
den Haupthaplotypen aufwiesen und ein Individuum (Sts19) einer Parallelprobe, welche
unter 15-20 pmol Photonen m™2 s™! keimte, sich durch Substitutionen an drei Positionen
von diesen unterschied. Das wirft die Frage auf, ob sich die beiden Haplotypen physio-
logisch voneinander unterscheiden und z. B. unter bestimmten Lichtbedingungen auch
unterschiedliche genetische Haplotypen auskeimen.

Die Ergebnisse dieser Studie unterstiitzen damit die Resultate von Proctor (1971), wel-
cher bei unterschiedlichen Populationen von C. globularis Kreuzungsschranken be-
obachten konnte. Inwieweit sich die verschiedenen Genotypen von C. globularis in ih-
ren 6kophysiologischen Charakteren unterscheiden, sollte in weiterfiihrenden Untersu-

chungen geklért werden.

C. connivens

Das Cluster um das diézische Taxon C. connivens konnte mit hohen Bootstrap-Werten
(CHARA-SCHWEDEN: >73 %, CHARA-EUROPA: >76 %) und maximalen Posteriori-
Wabhrscheinlichkeiten von der monézischen C. globularis getrennt werden. Die Ergeb-
nisse dieser Studie unterstiitzen damit die These, dass dieses Merkmal genutzt werden
kann, um mondzische (C. globularis) von didzische (C. connivens) Arten abzugrenzen.
Beide Taxa werden in den Bestimmungsschliisseln als triplostiche Pflanzen beschrie-

ben, die reduzierte Stipularen und Stacheln aufweisen und von Krause (1997) und Coril-
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lion (1957) nur aufgrund der Hausigkeit voneinander abgegrenzt werden. Wood und
Imahori (1965) beschreiben in beiden Formen sowohl mon- als auch diézische Formen
und definieren C. connivens durch einwirtsgebogene Quirléste, wobei dieses Merkmal
in Wachstumsversuchen bei C. hispida, C. intermedia und C. contraria durch unter-
schiedliche Lichtbedingungen ebenfalls beeinflusst werden konnte (Schneider et al.
2006, 2015a). Ob das Merkmal der einwértsgebogenen Quirléste fiir eine Differenzie-
rung beider Taxa genutzt werden kann, was sich speziell bei nicht fertilen Individuen
als hilfreich erweisen konnte, kann mit den Daten dieser Studie nicht geklirt werden
und erfordert weitere Untersuchungen.

Innerhalb dieses Clusters konnte mit Hilfe des Markers matK eine vergleichbar hohe
genetische Variabilitit von 2,6 % (entspricht 22 bp) zwischen den neun genetisch iden-
tischen Individuen aus Schweden, Deutschland und Polen und einer GenBanksequenz
aus NO-Spanien (AY 170442, Sanders et al. 2003) beobachtet werden. Vergleichbare
intraspezifische p-Distanzen sind sonst in keinem anderen genetischen Cluster beobach-
tet worden. Im Gegenteil, bereits geringere Werte von ca. 2 % unterschieden z. B. Indi-
viduen des Taxons C. vulgaris von C. baltica- oder C. canescens-Proben. Geht man
davon aus, dass die Sequenz der GenBank korrekt sequenziert ist, stellt sich damit die
Frage, ob das entsprechende Individuum einer Fehlbestimmung unterlag oder ob
C. connivens sich aus zwei nah verwandten, aber getrennten Taxa zusammensetzt. Die
Verbindung einer didzischen Vermehrung mit einer erhéhten genetische Diversitit wur-
de zwar in anderen Algenarten hiufig beschrieben (z. B. Dorken und Barrett 2004, Per-
rin et al. 2007), ist aber in diesem Fall aufgrund der hohen Werte im Vergleich mit den
ebenfalls didzischen Taxa C. aspera und C. galiodes (0,12-1,08 %) oder auch
C. tomentosa (0 %), als Erkldrung eher unwahrscheinlich. Die hohen p-Distanzen von
2,6 % deuten moglicherweise darauf hin, dass es sich um ein weiteres, mit C. connivens
nah verwandtes Taxon handeln konnte. In Frage kommt dabei die in mediterranen Ge-
bieten Europas und N-Afrika beschriebene Art C. fragifera Dur. 1859. Sie ist ebenso
wie C. connivens triplostich, diozisch und die Stacheln sind reduziert. Im Gegensatz zu
C. connivens bildet C. fragifera allerdings Bulbillen aus (Corillion 1957). Wood und
Imahori (1965) fithren beide Taxa als unterschiedliche Formen der Varietit ,.,globularis*
und definieren C. connivens als relativ starre Pflanzen mit einwértsgebogenen, kurzen
Quirldsten, die keine Bulbillen bilden und C. fragifera als sehr lange Pflanzen mit lan-
gen, diinnen Quirldsten, die Bulbillen ausbilden koénnen. Inwieweit diese Vermutung

zutrifft kann nur in weiteren Analysen geklart werde.
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C. virgata - C. strigosa

Mit Hilfe der fiinf DNA Marker lies sich ein separates C. virgata-Cluster mit sehr hohen
Wabhrscheinlichkeiten (=98 %) von C. globularis und C. connivens trennen. In den
Stammbaumanalysen basierend auf den Sequenzen des Markers matK setzte sich dieses
Cluster aus jeweils zwei C. virgata-Individuen aus Schweden und Deutschland zusam-
men. Daneben waren zwei Individuen des Taxons C. strigosa zu finden, bei der eines
(Estland) eine identische Sequenz zu den C. virgata-Proben aufwies und das zweite
(Irland) an zwei Positionen (0,24 %) eine Substitution zu diesen. Des Weiteren wurde
eine als C. globularis registrierte Sequenz aus der GenBank (AY 170443, 2003), bei der
es sich um eine Fehlbestimmung oder auch um eine unvollstindige Benennung handeln
konnte, ebenfalls in dieses Cluster gruppiert. Letzteres kann in der unterschiedlichen
Anwendung des Mikro- oder Makroarten-Konzeptes begriindet sein. Geht die Benen-
nung des GenBank-Individuums auf das Makroarten-Konzept zuriick, wiére
,»C. globularis* nicht grundsétzlich falsch, sondern lediglich nicht vollstindig bis zu
C. globularis var. virgata f. virgata benannt (Wood und Imahori 1965). Eine Kenn-
zeichnung in der Datenbank ist bisher nicht erforderlich. Jedoch ist eine Fehlbestim-
mung ebenso moglich, da, wie bereits im Abschnitt iiber C. globularis beschrieben, die
morphologische Unterscheidung zwischen C. virgata und C. globularis nicht immer
eindeutig ausfallt.

Innerhalb dieses Clusters wurde eine geringe genetische Variabilitit der matK-
Sequenzen von 0,24 % beobachtet, wobei fiinf der sieben analysierten Individuen iden-
tische Sequenzen aufwiesen und morphologisch den zwei Taxa C. virgata und
C. strigosa zugeordnet wurden. In den Bestimmungsschliisseln werden beide Taxa ge-
wohnlich als getrennte Arten beschrieben. Dabei besitzt C. virgata eine triplostiche Ber-
indung, die oberen Stipularen sind deutlich, die Stacheln nur unauffillig oder leicht ver-
langert (Corillion 1957, Krause 1997). Wohingegen bei C. strigosa zwei bis drei Rin-
denreihen beschrieben werden, beide Reihen der Stipularen gut entwickelt und die Sta-
cheln lang und spitz sind (Corillion 1957, Krause 1997). Diese Beschreibungen treffen
inhaltlich auch auf die in Wood und Imahori (1965) beschriebenen Taxa zu, nur dass sie
keinen Artstatus besitzen, sondern unterschiedlichen Varietiten der Makroart
,»C. globularis* zugeordnet werden, wobei C. strigosa eine Varietit von ,,aspera ist
und C. virgata der Varietét ,virgata® zugeordnet wird. Auch Corillion (1957) weist

darauf hin, dass C. strigosa entweder eine Verbindung zu C. aspera oder aber, aufgrund
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der irreguldren Berindung auch zu C. aculeolata®® aufweisen kénnte. Durch die hier
erzeugten Daten konnten beide Theorien nicht bestétigt werden. Dafiir stimmen die Er-
gebnisse der matK-Sequenzen mit den Ergebnissen der AFLP-Analysen von Mann-
schreck (2003) iiberein, in denen beide Taxa ein eigenstidndiges Cluster bildeten, aber
eine genetische Trennung nicht moglich war. Jedoch war die Anzahl der hier untersuch-
ten Individuen sehr gering, so dass weitere Analysen mit groferer Probenzahl, aber
auch weiteren genetischen Marker erforderlich sind, um den Artstatus beider Taxa zu

priifen.

C. aspera - C. galioides

Die Sequenzen von C. aspera bildeten ein eigenstindiges Cluster und unterschieden
sich von den tlibrigen Taxa innerhalb der fiinf DNA-Marker im Durchschnitt um 1,7 %
(94 bp) und mit Hilfe der matK-Sequenzen um 2,9 % (10 bp). Sie wurden phylogene-
tisch von den anderen Taxa der Sektion Grovesia getrennt, was mit den AFLP-Analysen
von Mannschreck (2003) ebenfalls beobachtet werden konnte.

Die Analysen der matK-Sequenzen zeigten ein Cluster, das aus insgesamt 34 Individuen
bestand, welche zwei morphologisch getrennten Arten zugewiesen werden konnten:
C. aspera und C. galioides. Auffillig dabei war, dass sich die Proben des Taxons
C. galioides iiber das gesamte Cluster verteilten und keine monophyletische Gruppe
bildeten. Zwei C. galioides aus Spanien (E1-8, E1-12) bildeten das Schwestertaxon zu
allen restlichen Proben und unterschieden sich von diesen mit p-Distanzen von durch-
schnittlich 0,9 % (7 bp). Die Unterschiede innerhalb der restlichen Individuen waren
mit Substitutionen an durchschnittlich zwei Positionen (0,2 %) wesentlich geringer.
Dabei zeigten zwei Individuen aus Griechenland identische Sequenzen zu neun
C. aspera -Individuen, die in fiinf europdischen Landern gesammelt wurden. Von denen
unterschieden sich 16 C. galioides-Individuen aus Spanien in einem Basenpaar (0,1 %)
und bildeten ein eigenes Cluster. Diesen beiden Gruppen gegeniibergestellt waren wei-
tere C. aspera-Proben, welche an der deutschen Ostseekiiste in unterschiedlichen Salz-
gehalten gesammelt wurden und Substitutionen an ein bis zwei Positionen aufwiesen.
Die Taxa C. aspera und C. galioides sind einander sehr dhnlich und werden als di6zi-
sche, irregulér triplostiche Pflanzen beschrieben, deren Stacheln und Stipularen sehr

variabel sowohl in ihrer Linge als auch in ihrer Form sein kénnen (Corillion 1957,

24 Corillion (1957) sah zwischen C. intermedia A. Er. und C. polyacantha A. Br.einen flieBenden mor-
phologischen Ubergang und fasste beide zu C. aculeolata zusammen.
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Wood und Imahori 1965, Krause 1997) und nur anhand des groBeren Antheridien- und
z.T. auch Internodiendurchmessers bei C. galioides voneinander unterschieden werden
(Flor-Arnau et al. 2006). Die Ergebnisse der matK-Sequenzen unterstiitzen die Ansicht
von Wood und Imahori (1965), die beide Taxa als unterschiedliche Formen der Varietit
»aspera‘ beschrieben haben. Allerdings ist eine p-Distanz der beiden spanischen Indi-
viduen (E1-8 & E1-12) von ~1 % im Vergleich zu den iibrigen intraspezifischen Unter-
schieden vergleichsweise hoch. Zum Beispiel konnten dhnliche Werte auch zu den Se-
quenzen von C. contraria-Proben beobachtet werden. Zusétzlich konnte Mannschreck
(2003) mit Hilfe von AFLP-Analysen beide Taxa eindeutig voneinander trennen. Es
besteht folglich auch die Mdglichkeit, dass das Taxon C. galioides in zwei unterschied-
lichen genetischen Formen vorkommt. Weitere Untersuchungen, auch mit weiteren ge-
netischen Markern sind notwendig, um die Frage der Eigenstindigkeit des Taxons
C. galioides zu kliren.

Die an der deutschen Ostseekiiste gesammelten C. aspera-Proben (7-14 PSU) wiesen
z.T. den Haupthaplotypen dieser Gruppe auf, dessen Proben sowohl im SiiB3- als auch
im Brackwasser gesammelt wurden. Sie zeigten aber auch genetische Unterschiede mit
Substitutionen an ein bis vier Positionen (0,1-0,5 %). Mannschreck (2003) konnte bei
AFLP-Analysen von 12 C. aspera -Populationen aus dem Sii3- und Brackwasser eine
starke genetische Differenzierung zwischen den Populationen beobachten und vermute-
te, auch basierend auf den von Croy (1982) beobachteten Kreuzungsschranken zwi-
schen Individuen eines Kontinentes, dass innerhalb dieses Taxons verschiedene
Schwesternarten koexistieren. Im Gegensatz dazu konnten Blindow et al. (2009), eben-
falls mit Hilfe von ALFP-Analysen und Kreuzungsexperimenten, keine Unterschiede
zwischen C. aspera-Proben aus Habitaten mit unterschiedlichen Salzgehalten nachwei-
sen.

Blindow et al. (2009) konnten aber auch beobachten, dass speziell im Brackwasser der
Ostsee die Oosporenproduktion sehr gering ausfiel und die asexuelle Fortpflanzung
iiber Bulbillen oder Pflanzenteile einen sehr grofBen Stellenwert einnahm. Das kdnnte in
diesem Fall als Konkurrenzvorteil gegeniiber anderen Arten interpretiert werden, da die
Bulbillen an die jeweiligen Standortbedingung bereits angepasst sind und das Austrei-
ben einer Bulbille oder Austreiben aus vegetativen Pflanzenteilen schneller erfolgt als
das Auskeimen einer Oospore. Damit konnen mit groer Wahrscheinlichkeit an den
jeweiligen Standorten klonale Linien gefunden werden die, in Verbindung mit der di-

6zische Vermehrung von C. aspera, welche gemeinhin zu einer erhdhten genetischen
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Diversitit fiihrt (Lu und Williams 1994, Dorken und Barrett 2004, Perrin et al. 2007),
die beobachteten Unterschiede erkldren wiirden. Fiir eine Absicherung dieser Hypothese
sind weiterfiihrende Untersuchungen nétig, bei denen neben einer grof3flichigen Bepro-
bung auch eine intensive Dokumentation von abiotischen Faktoren (z. B. Leitfahigkeit,

Wassertiefe, Sichttiefe, Temperatur) empfohlen wird.

C. tenuispina

Mit Hilfe der matK-Sequenzen konnten zwei Individuen des Taxons C. tenuispina als
eigenstindiges Cluster identifiziert werden. Morphologisch ist dieses Taxon triplostich,
mondzisch und besitzt lange und diinne Stacheln. In den Bestimmungsschliisseln von
Krause (1997) und Corillion (1957) wird C. tenuispina als eigenstindige Art beschrie-
ben. Wood und Imahori (1965) definieren dieses Taxon als Form der Varietit ,,globula-
ris“, was durch die Daten dieser Analyse nicht bestétigt werden konnte. Phylogenetisch
unterscheidet sich C. tenuispina von dem Cluster um C. globularis eindeutig. Allerdings
ist die genaue Stellung im Stammbaum nur durch geringe Wahrscheinlichkeiten
(£ 57 %) unterstiitzt und kann allein durch die Analyse der matK-Sequenzen nicht end-

giiltig geklirt werden.

4.1.1.2 Sektion Desvauxia

C. canescens

Die Sequenzen der fiinf DNA Marker platzierten die beiden schwedischen Individuen
des Taxons C. canescens phylogenetisch in ein Cluster mit Arten der Sektion Chara.
Damit unterstiitzten diese Ergebnisse frithere phylogenetische Studien, welche auf mor-
phologischen und biogeografischen Daten beruhten (Wood und Imahori 1965, Proctor
1980) und nach denen sich die Rindenzellen innerhalb der Gattung Chara ausgehend
von einer diplostichen in eine haplo- oder triplostiche Berindung entwickelt haben.

Mit den Sequenzen des Markers matK bildeten 18 C. canescens-Individuen ein eigen-
standiges genetisches Cluster, welches durch maximale Boostrap-Werte und Posteriori-
Wahrscheinlichkeiten unterstiitzt wurde. Durch ihre haplostiche Berindung kann
C. canescens in der Regel leicht von anderen Arten abgegrenzt werden und besitzt in
den Bestimmungsschliisseln, selbst bei Wood und Imahori (1965), Artstatus (Corillion
1957, Krause 1997). Diese Auffassung wird durch die genetischen Daten gestiitzt. Inte-

ressant dabei ist, dass ein Individuum aus Spitzbergen, welches an dlteren Internodien
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eine triplostiche Berindung aufwies und von Anders Langangen (pers. Komm. 2013)
ebenfalls als C. canescens identifiziert wurde, identische Sequenzen mit 15 Proben aus
Schweden, Deutschland und Spanien besal3. In fritheren Arbeiten wurden solche Proben
aus Spitzbergen als C. aspera f. spitzbergensis C.F.O. Nordstedt, 1921 (vergl. Langan-
gen 1979) beschrieben, was Langangen (2000) aufgrund einer haplostichen Berindung
zumindest an jungen Internodialzellen und den rein weiblichen Populationen in Frage
stellte. Die genetischen Daten dieser Studie unterstiitzen Langangens Annahme, dass es
sich trotz der triplostichen Berindung um C. canescens handelt.

Innerhalb des Clusters konnte die Probe eines Weibchens, welches aus einer didzischen
Population aus Osterreich stammte, mit Substitutionen an drei Positionen (0,36 %) von
den {tbrigen Individuen aus sich parthenogentisch fortpflanzenden Populationen ge-
trennt werden. Zwar basierte dieses Ergebnis nur auf der Sequenz eines einzelnen Indi-
viduums und sollte durch weitere Analysen verifiziert werden, ist aber mit den Resulta-
ten von Schaible et al. (2009) vergleichbar, welche ebenfalls genetische Unterschiede
zwischen Populationen mit unterschiedlichen Reproduktionssystemen u. a. mit Hilfe
von Mikrosatelliten-Markern und rbcL-Sequenzen (2 Substitutionen) nachweisen konn-
ten.

Eine weitere genetische Variabilitit in diesem Cluster stellt eine Probe vom Borkener
See dar, bei der eine Substitution an einer Position (0,1 %) beobachtet werden konnte.
Der Borkener See stellte, neben dem in Osterreich beprobten Standort, den einzigen
weiteren Binnensalzsee dar, der in dieser Studie untersucht wurde. Die iibrigen Proben
stammten neben Spitzbergen, entweder von der Ostsee- (DZBK, Schweden) oder der
Mittelmeerkiiste (Spanien). Inwieweit sich die sich parthenogenetisch fortpflanzenden
Individuen der Binnensalzseen von den Populationen der Kiistenregionen unterschei-
den, sollte in weiterfiihrenden Untersuchungen geklért werden. Schaible et al. (2009)
konnten mit Hilfe des Markers rbcL keine regionalen Unterschiede zwischen Proben
der Ostsee- und Mittelmeerkiiste und Proben eines weiteren Binnensalzstandortes (Sal-
ziger See, Halle, Deutschland) feststellen. Da matK eine ca. 3 x so hohe Variabilitit wie
rbcL besitzt, liegen regionale oder auch 6kophysiologische Unterschiede jedoch durch-

aus im Bereich des Moglichen.
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4.1.1.3 Sektion Chara

Basierend auf den morphologischen Analysen von Wood und Imahori (1965) sind die
Taxa der Sektion Chara monophyletisch und teilen sich in zwei Subsektionen: Chara
und Hartmania. Schon die genetischen Analysen allein basierend auf den Sequenzen der
18S rRNA von Meiers et al. (1999) konnten diese Ansicht nicht bestdtigen und trennten
das Taxon C. tomentosa von den librigen Taxa der Sektion, was mit den Daten dieser
Studie bestitigt werden konnte. Die phylogenetischen Beziehungen der iibrigen dip-
lostichen Taxa wurden durch die Daten dieser Studie je nach verwendetem Datensatz
jedoch unterschiedlich dargestellt. Der Stammbaum basierend auf den Sequenzen des
Markers matK trennte, neben C. tomentosa, noch zwei weitere Cluster der Subsektion
Chara (C. vulgaris und C. contraria, C. filiformis & C. denundata) von einem mono-
phyletischen Hartmania-Cluster. Diese monophyletische Beziehung der Hartmania-
Taxa konnte in der Stammbaumanalyse der fiinf DNA-Marker jedoch nicht nachgewie-
sen werden. Darin standen sich zwei Cluster bestehend aus den Subsektionen Chara und
Hartmania sowie Hartmania und Grovesia gegeniiber. Das letztgenannte Cluster setzte
sich dabei aus Taxa zusammen, die an Brackwasserbedingungen angepasst waren und
damit war auch eine 6kophysiologische Trennung im Stammbaum zu erkennen. Die
Unterscheidung der Hartmania Taxa in zwei verschiedene Cluster beruhte in der Haupt-
sache auf den Sequenzen des nichtkodierenden Kernmarkers nrITS-1. Da auch diese
hochvariablen Regionen des Kerngenoms in der Vergangenheit schon zur Klérung phy-
logenetischer Fragestellungen genutzt wurden (z. B. Marcilla et al. 2001), kann keinem
der beiden Szenarien der Vorrang gegeben werden. Die Frage, ob die Sektion Hartma-
nia einen monophyletischen oder paraphyletischen Ursprung besitzt, kann demnach nur

mit weiterfithrenden Untersuchungen geklart werden.

C. tomentosa

Die meist kréftigen und starren, didzischen Pflanzen des Taxons C. tomentosa besitzen
an den Quirldsten aufgeblidhte Bléttchen und sind morphologisch meist eindeutig zu
erkennen. Sie besitzen in den Bestimmungsschliisseln durchgéingig Artstatus (Corillion
1957, Wood und Imahori 1965, Krause 1997) und konnten mit paarweisen prozentualen
Distanzen von durchschnittlich 2,8 % fiir alle fiinf Marker und 4 % fiir den Marker
matK auch in dieser Studie einem eigenstdndigen genetischen Cluster zugeordnet wer-
den. Die acht analysierten Proben wiesen identische Sequenzen des Markers matK auf

und zeigten keinerlei intraspezifische Variabilitdt, was aber auch auf die geringe Pro-
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benzahl zuriickzufiihren sein kann. In den genetischen Analysen von Meiers et al.
(1999) konnte ein Schwesterngruppenverhéltnis mit den Taxa der Subsektion Wallma-
nia beobachtet werden und aufgrund von Ahnlichkeiten in der Pigmentierung der Taxa
C. tomentosa und C. hornemannii (in geringerem Ausmal} auch bei C. longifolia) stell-
ten sie die Vermutung auf, dass C. tomentosa zu der Subsektion Wallmania gehdren
konnte. Mit den Ergebnissen der matK-Sequenzen kann diese Vermutung widerlegt
werden, da auch C. longifolia ein eigenes genetisches Clustern bildete. Die basale Stel-
lung von C. tomentosa im Stammbaum sowie die Stellung von C. longifolia deuten
dennoch darauf hin, dass sich die Pigmentierung einmal im Laufe der Evolution entwi-
ckelt haben konnte und bei den phylogenetisch folgenden Taxa der Gattung Chara ver-
loren ging. Zur Kldrung dieser Aussage konnten, wie bereits von Meiers et al. (1999)

vorgeschlagen, Pigmentanalysen durchgefiihrt werden.

Subsektion Chara

C. vulgaris - Cluster

Die Sequenzen des Clusters C. vulgaris zeigten in allen Datensets eindeutige Unter-
schiede zu dem morphologisch sehr dhnlichem Taxon C. contraria. Zwischen beiden
Clustern konnten innerhalb der Sequenzen des Markers matK Substitutionen an 23 Posi-
tionen (2,7 %) und fiir die Sequenzen aller fiinf Marker an 94 Positionen (1,7 %) des
Alignments beobachtet werden. Damit lieB3 sich ein C. vulgaris-Cluster (aulacanth) ge-
netisch eindeutig von einem C. contraria-Cluster (tylacanth) trennen und unterstiitzte
damit die traditionelle Unterscheidung beider Taxa (Corillion 1957, Krause 1997) sowie
die Ergebnisse von Grant und Proctor (1972), welche in der Regel Kreuzungsbarrieren
zwischen ihnen beobachten konnten.

Mit Hilfe des Markers matK bildeten 12 Individuen des Taxons C. vulgaris, welche in
vier europdischen Lindern gesammelt wurden und identische Sequenzen aufwiesen, ein
Cluster mit einem Individuum des Taxons C. gymnophylla aus Tunesien. Morpholo-
gisch unterschied sich dieses Individuum durch die komplett unberindeten Quirléste von
den Proben des Taxons C. vulgaris. Thr Habitus entsprach der kompakten, moosahnli-
chen Wuchsform der von Corillion (1977) in Tunesien beschrieben C. conimbrigensis
G. da C., 1935, welche z. B. von Wood und Imahori (1965) oder aber auch von Krause
(1997) nicht als eigenstindige Art, sondern als Form bzw. Variation von
C. gymnophylla betrachtet wurde. Bis auf eine Insertion von sechs Nukleotiden an Posi-

tion 489 des Alignments, waren die Sequenzen beider Taxa vollstiandig identisch, wobei
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es sich bei der Insertion vermutlich um eine Duplikation der vorangegangenen sechs

Nukleotide handelte (TAA AAA) und der Lesrahmen damit erhalten blieb:

479 489 499 509

S I I e
C. vulgaris TATTTTGCTTAATATAAAAA====== GAAAACAGAAACGTCTTCC

C. gymnophylla TATTTTGCTTAATATAAAAATAAAAAGAAAACAGAAACGTCTTCC

Insertionen oder Deletionen sind in der urspriinglichen Sequenz eines Organismus nicht
vorhanden, sondern resultieren erst aus der Untereinanderstellung der homologen Posi-
tionen verschiedener Sequenzen in einem Alignment. Inwieweit Insertionen oder Dele-
tionen in phylogenetischen Analysen genutzt werden sollen, wird in der Literatur seit
langerem diskutiert (Bsp.: Lloyd und Calder 1991, Simmons und Ochoterena 2000, Shi
und Zhu 2007, Nagy et al. 2012). Einigkeit herrscht aber im Allgemeinen, dass eine
zusammenhéngende Insertion als ein einziges evolutionédres Ereignis bewertet werden
sollte (Simmons und Ochoterena 2000, Nagy et al. 2012). In diesem Fall wiirde das be-
deuten, dass sich beide Taxa nicht in sechs, sondern nur in einer Position unterscheiden,
was einem Unterschied von ca. 0,1 % entspriche und damit eher den Werten der bisher
beobachteten intraspezifischen Variabilitidt. Das entspricht den Beobachtungen von
Corillion (1957), der bei in Kultur wachsenden Individuen beider Taxa Exemplare so-
wohl mit berindeten als auch mit unberindeten Quirldsten erzeugen konnte und sie zu-
sammen mit dem Taxon C. rabenhorstii (A. Br. in Rab. 1850, teilberindete Quirldste) in
der Art C. vulgaris zusammenfasste. Im Gegensatz dazu schlugen Kreuzungsexperi-
mente von Grant und Proctor (1972) zwischen C. vulgaris mit berindeten Quirldsten
und C. gymnophylla (= C. squamosa Desf. 1800) in den meisten Fillen fehl und die
Berindung der Quirléste blieb unter Kulturbedingungen mit wenigen Ausnahmen kon-
stant. Die genetischen Ergebnisse dieser Studie basieren im Fall von C. gymnophylla
nur auf einem einzigen Exemplar, unterstiitzen damit aber die Ansicht von Corillion
(1957) und Wood und Imahori (1965), die C. gymnophylla nicht als eigenstindige Art
betrachteten. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die Frage nach dem Artsta-

tus dieses Taxons beantworten zu kOnnen.
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C. contraria - Cluster

In allen analysierten Datensets setzte sich dieses Cluster aus mehr als einer morphologi-
schen Einheit zusammen. Basierend auf den Sequenzen der fiinf Marker waren die Taxa
C. contraria & C. filiformis in allen 5573 Positionen identisch. Dieses Bild wurde mit
Hilfe des groBeren Probenspektrums des Markers matK noch erweitert. Darin bildete
zusitzlich C. denudata mit den beiden oben genannten Taxa ein genetisches Cluster.
Wobei innerhalb dieses Clusters 21 Proben von C. contraria aus Schweden, England,
Deutschland und Frankreich, fiinf als C. denudata bestimmte Individuen vom Bodensee
auf deutscher und oOsterreichischer Seite und fiinf C. filiformis aus Schweden und
Deutschland vollstidndig identische matK-Sequenzen zeigten. Morphologisch entspra-
chen die meisten Individuen von C. contraria dem nach Krause (1997) beschriebenen
typischen Habitus mit einer diplostichen und tylacanthen Berindung der Internodialzel-
len, vollstindig berindeten Quirldsten und kurzen Stacheln. Zusétzlich dazu wiesen vier
der Individuen eine sehr starke Bestachelung auf, welche bei Krause (1997) als
C. contraria var. hispidula beschrieben wurden. Die C. filiformis-Proben entsprachen
dem typischen Habitus aus den Bestimmungsschliisseln (Krause 1997, Corillion 1957)
mit verldngerten Internodialzellen und extrem kurzen Quirlédsten, bei denen nur das ers-
te Glied eine Berindung und Gametangien aufwies. Die Proben von C. denudata zeigten
eine unvollstdndige Berindung und wurden sowohl im Flachwasser als auch in Tiefen
von >7 m gesammelt. Innerhalb dieses Clusters konnte eine geringe genetische Diversi-
tat von 0,2 % beobachtet werden, was Substitutionen an ein oder zwei Positionen ent-
sprach. Dabei bildeten drei teilberindete Formen von C. contraria aus Deutschland, eine
dem typischen Habitus von C. contraria entsprechenden Probe aus England (NS14) und
ein als C. denudata eingeordnetes Individuum aus Irland (KWO04) eigenstindige Ver-
zweigungen, welche basierend auf den geringen genetischen Distanzen als intraspezi-
fisch betrachtet werden konnen.

Der Artstatus dieser drei Taxa wurde in der Literatur bereits wiederholt diskutiert:
Krause (1997) definierte alle drei als eigenstindige Entitdten. Verwies aber sowohl bei
C. filiformis, dessen Morphologie er als wenig verdnderlich beschrieb, als auch bei
C. denudata auf die enge Verwandtschaft zu C. contraria. Groves und Bullock-Webster
(1924) beschrieben C. filiformis als eine “seltsame, kleine” Form von C. contraria, die
hauptsichlich in groBen Wassertiefen zu finden ist und entweder als Unterart, Varietit
oder Form von dieser betrachtet werden sollte. Dahingegen flihrten sie C. denudata als

eigenstindige Art. Wood und Imahori (1965) ordneten alle drei Taxa unterschiedlichen
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Varietiten der Makroart “C. vulgaris” zu, was mit den Ergebnissen dieser Studie nicht
unterstiitzt werden kann. Die mit Hilfe des Markers matK dargestellte Gruppierung ent-
spricht am ehesten den Beobachtungen von Corillion (1957), der aufgrund von Wachs-
tumsexperimenten zu dem Schluss kam, dass zwischen C. contraria, C. filiformis &
C. denudata eine enge Beziehung besteht und fasste sie in nur einer Art zusammen. Er
postulierte, dass Individuen der Art C. contraria eine grof3e Variabilitit in dem Grad der
Berindung, der Stachelform und -linge und der Quirlastlinge aufweisen, was sich in
den Individuen des genetischen Clusters um C. contraria widerspiegelt. Fiir
C. filiformis als Tiefenwasserform von C. contraria spricht das Vorkommen in tieferen
Wasserschichten z. B. des Kriiselinsees mit einem gleichzeitigen Vorkommen von
C. contraria in ca. 2m Wassertiefe (pers. Beobachtungen). Wird C. filiformis im
Flachwasser gefunden, dann haufig zwischen anderen Arten, was mit einer Beschattung
und dann wieder mit schlechteren Lichtbedingungen einhergeht. Dagegen spricht aller-
dings das Vorkommen im Ko&lpinsee, in dem C. filiformis in dichten Matten in ca. 2 m
Wassertiefe zu finden ist (pers. Beobachtungen, Chara-Deutschland in Brandenburg,
2015) oder auch das im Borkener See, in dem C. filiformis zwischen 2-4 m, C. contraria
dagegen bis 10 m beobachtet werden kann (personliche Kommunikation mit Egbert
Kohrte). Wachstumsexperimente mit unterschiedlichen Lichtbedingungen konnten zwar
Variationen der Quirlast- und Internodienldngen festhalten (Stravinskas 2014), jedoch
wurden mit abnehmender Lichtmenge die Internodialzellen kiirzer und die Quirldste
langer und weit aufgefdcherter. Die genetischen Ergebnisse dieser Studie unterstiitzen
die Ansicht von Corillion (1957), jedoch lassen sowohl die Beobachtungen im Feld als
auch die Wachstumsversuche Raum fiir Zweifel. Daher sollten mit Individuen dieses

Cluster weitere genetische und physiologische Analysen durchgefiihrt werden.

Subsektion Hartmania

C. hispida - Cluster

Mit Hilfe der fiinf genetischen Marker konnten die diplostichen Individuen der Subsek-
tion Hartmania mit Substitutionen an 41 (0,85 %), bzw. 46 (0,87 %) Positionen in zwei
Cluster aufgetrennt werden. Das erste fasste Individuen zusammen, die ausschlieBlich in
Brackwasserhabitaten wuchsen: C. baltica, C. liljebladii und C. horrida. Im zweiten
Cluster gruppierten sich Taxa, die im StiBwasser gesammelt wurden, aber auch in be-
grenztem MaBle im Brackwasser vorkommen konnen: C. intermedia, C. rudis und

C. hispida. Die Sequenzen deuteten ebenfalls auf eine enge Beziehung zwischen den
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Taxa, was mit frilheren Ergebnissen von Mannschreck (2003) oder Schneider et al.
(2015Db) tibereinstimmte. Die Trennung der Brackwasser- von den SiiBwasser-Taxa geht
einher mit den AFLP-Analysen von Boegle et al. (2007, 2010a), in denen Brackwasser-
C. baltica und StiBwasser-C intermedia analysiert und unterschiedlichen Gruppen zuge-
ordnet werden konnten. Die intermedidre Population der Inlandbrackwasserseen (Boeg-
le et al. 2010b) wurde in Schweden nicht gefunden, wodurch eine Aussage iiber ihre
Stellung in diesem System nicht getroffen werden konnte. Die Taxa C. baltica und
C. liljebladii unterscheiden sich morphologisch hauptsidchlich in der Lénge ihrer In-
ternodialzellen und Quirldste (Wood und Imahori 1965, siehe Abschnitte zur morpholo-
gische Plastizitét). Sie werden dementsprechend von den meisten Autoren als Standort-
anpassungen an einen Tiefengradienten angesehen (Migula 1898, Krause 1997:
C. baltica f. elongata, Wood und Imahori 1965: C. hispida var. baltica f. liljebladii),
was hier durch identische Sequenzen aller fiinf Marker unterstiitzt werden konnte. Das
sehr dhnliche Taxon C. horrida unterscheidet sich morphologisch von den beiden eben
beschriebenen Taxa durch zwei stark verdichtete Stipularkrinze (Krause 1979). Mit
Hilfe der genetischen Untersuchungen konnte C. horrida durch eine Substitution und
zwel Insertionen innerhalb der nrITS-1 Sequenz von C. baltica & C. liljebladii getrennt
werden und widerspricht damit den Ergebnissen von Boegle et al. (2010a), die die drei
Taxa mit Hilfe von AFLP-Analysen nicht trennen konnten. Allerdings sind die Unter-
schiede mit 0,05 % sehr gering. Die Auffassung von Wood und Imahori (1965) die die-
se Taxa als Formen der Varietét ,,baltica betrachteten, kann angesichts dieser geringen
Unterschiede als Alternative innerhalb des Ermessensspielraums weiterhin akzeptiert
werden. Die Auffassung von Corillion (1957) dagegen, welcher C. horrida als Subspe-
zies von C. hispida einordnete, kann mit den hier vorliegenden genetischen Daten nicht
unterstiitzt werden.

Innerhalb des zweiten Clusters wiesen die Taxa C. rudis (aulacanth) und C. hispida
(isostich, bis leicht aulacanth) identische Sequenzen fiir die 5573 Basenpaare auf und
konnten von den Individuen des Taxons C. intermedia (SiilBwasser, tylacanth) durch
Substitutionen an zwei Positionen in der matK- und an einer Position in der nrITS-1-
Sequenz getrennt werden. Das geht einher mit den AFLP-Analysen von Mannschreck
(2003) oder auch Urbaniak und Combik (2013), bei denen C. hispida von einem
C. baltica & C. intermedia-Cluster getrennt werden konnte. Zusitzlich bildeten bei Ur-
baniak und Combik (2013) die Taxa C. hispida, C. rudis & C. polyacantha ein Konti-

nuum, was zumindest fiir die ersten beiden Taxa fiir die hier erzielten genetischen Daten
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ebenfalls zutraf. Die morphologischen Bestimmungsschliissel zeichneten fiir diese Taxa
sehr unterschiedliche Bilder: Corillion (1957) fasste C. hispida und C. rudis (zusammen
mit C. horrida) als Unterarten zu C. hispida zusammen und trennte diese aufgrund der
aulacanthen Berindung von C. intermedia, welche er mit C. polyacantha zu
C. aculeolata zusammenfasste. Krause (1997) definierte alle drei als eigenstidndige Enti-
titen, wobei C. intermedia (einschlieBlich C. aculeolata von Kiitzing in Reichenbach
1832) ebenfalls von C. polyacantha unterschieden wurde. Wood und Imahori (1965)
fiihrten C. intermedia und C. rudis als Formen der Varietit ,,major und C. hispida als
Form der Varietit ,hispida* zusammen. Allen Autoren war gemein, dass die Taxa sehr
nah miteinander verwandt sind, aber keines der hier beschriebenen morphologischen
Szenarien konnte durch die genetischen Ergebnisse unterstiitzt werden. Zur Kldrung der
taxonomischen und phylogenetischen Fragestellungen innerhalb dieser Gruppe sind
weiterfiihrende Untersuchungen notwendig.

Die eben beschriebene Trennung der beiden Cluster beruhte auf den Unterschieden in
den Sequenzen der Kernmarker und konnte mit den Sequenzen des Chloroplastenmar-
kers nicht erreicht werde. Mit Hilfe der matK-Sequenzen bildeten insgesamt 74 Proben,
die acht unterschiedlichen morphologischen Taxa (C. baltica, C. hispida, C. horrida,
C. intermedia, C. liljebladii, C. papillosa, C. polyacantha, C. rudis) zugeordnet werden
konnten und in zehn verschiedenen Léndern gesammelt wurden, ein gemeinsames Clus-
ter mit geringer genetischer Variabilitdt zwischen 0,1 und 0,4 %, was Substitutionen an
ein bis drei Positionen entsprach. Diese Variation konnte nicht mit morphologischen
Artgrenzen oder ihrer geographischen Verbreitung in Verbindung gebracht werden. So
reichten die morphologischen Variationen von kurzen bis langen Stacheln, Stipularen
und Blattchen; iiber einzelne oder gebiindelte Stacheln bis hin zu einer Berindung, die
sowohl isostich als auch aula- oder tylacanth ausgebildet sein konnte. Merkmale, die
alle Individuen dieses Clusters gemeinsam hatten, waren die diplostiche Berindung, die
mondzische Fortpflanzungsweise und einen eher kriftigen Wuchs (Durchmesser der
Internodialzelle >0,9 mm). Damit unterstiitzen die Ergebnisse dieses Markers das
Markroarten Konzept von Wood und Imahori (1965), die allen Taxa dieses Clusters den
Artstatus absprachen und sie zu der Makroart ,,C. hispida‘ zusammenfassten.

Inwieweit die genetische Variabilitit des C. hispida-Clusters moglicherweise durch
Okologische Parameter erklart werden konnte, kann fiir den hier verwendeten Datensatz
nur vermutet werden, da eine Bestimmung zumindest des Salzgehaltes bzw. Leitfahig-

keit oder gar der Ionenzusammensetzung nur teilweise durchgefiihrt wurde. Auffillig
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war allerdings, dass das Cluster, welches sich aus 12 morphologisch eindeutigen Proben
des Taxons C. intermedia zusammensetzte und durch Substitutionen an zwei Positionen
von der Hauptgruppe (47 Proben mit identischen Sequenzen) unterschieden werden
konnte, zu 75 % im SiiBwasser gesammelt wurde. Da der Salzgehalt der restlichen drei
Proben nicht bestimmt wurde, kann die Durchgéngigkeit dieses 6kologischen Merkmals
nicht mit Bestimmtheit nachgewiesen werden. Eine weitere Probe von C. intermedia,
die an einer Binnensalzstelle gesammelt wurde und in der Probenliste als C. papillosa
gefiihrt wird, konnte von diesen durch Substitutionen an drei Positionen unterschieden
werden und bildete mit zwei weiteren C. intermedia aus England und Frankreich und
zehn als C. hispida bestimmte Individuen ein weiteres Cluster. Drei Proben, die zwar
morphologisch als C. intermedia eingeordnet wurden, aber deren Berindung z. T. mehr
1sostich als tylacanth ausfiel, gruppierten in dem Hauptcluster der Hartmania-Gruppe.

Zusammenfassend kann fiir die Taxa der Hartmania-Gruppe festgehalten werden, dass
eine enge Verwandtschaft zwischen ihnen besteht, aber die Unterscheidung von zwei
Gruppen: C. baltica, C. liljebladii & C. horrida und C. intermedia, C. rudis &
C. hispida sowohl durch die Ergebnisse der nuklearen Marker dieser Studie als durch
AFLP-Analysen (Mannschreck 2003, Urbaniak und Combik 2013) unterstiitzt wird.
Inwieweit auch ein Cluster um C. intermedia unterschieden oder C polyacantha in diese
Gruppierungen eingeordnet werden kann, sollte in weiterfilhrenden Untersuchungen
geklart werden, bei denen die hydrochemischen Parameter der beprobten Standorte

ebenfalls mit aufgenommen werden sollten.

4.1.1.4 Subsektion Braunia

C. baueri

Das Taxon C. baueri zeichnet sich morphologisch durch einen einreihigen Stipular-
kranz, komplett unberindete Quirldste und eine (diplo-) triplostiche Berindung der In-
ternodialzellen aus (Wood und Imahori 1965). Wood und Imahori (1965) waren sich bei
der phylogenetischen Zuordnung der Subsektion Braunia nicht sicher und positionierten
diese daher mit Fragezeichen zwischen die Sektionen Agardhia und Charopsis. In der
Literatur besitzt dieses Taxon durchweg Artstatus (Corillion 1957, Krause 1997, Wood
und Imahori 1965), was durch die Ergebnisse dieser Studie bestétigt werden konnte. Die
Probe aus Deutschland zeigte Substitutionen an durchschnittlich 79 Positionen (9,4 %)

zu den lbrigen Taxa der Gattung Chara und bildete in der phylogenetischen Analyse
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ein eigenstindiges Cluster, welches sich allerdings nur durch geringe Bootstrap-Werte
(< 63) von Lamprothamnium abgrenzen lie. Chara baueri galt lange Zeit als in Mittel-
europa ausgestorben und wurde erst in jiingster Vergangenheit an wenigen Standorten
in Deutschland und Polen wieder entdeckt (Raabe 2009, Pukacz et al. 2012). Die Daten
dieser Studie unterstiitzen die Meinung von Wood und Imahori (1965) nach denen sich
C. baueri phylogenetisch von den anderen Taxa der Gattung Chara abgrenzt. Inwieweit
C. baueri mit der komplett unberindeten C. braunii verwandt ist (Krause 1997), kann
mit Hilfe der matK-Sequenzen nicht geklart werden, da keine Vergleichsproben fiir letz-
tere zur Verfligung standen. Allerdings konnten rbcL-Sequenzen von C. baueri-
Individuen zusammen mit GenBank-Sequenzen von C. braunii phylogenetisch ausge-
wertet werden. Dabei konnten fiir die 1008 Basenpaare Substitutionen an einer Position
nachgewiesen werden, was die Annahme von Krause (1997) bestitigt, beiden den Art-
status zuzusprechen. Gleichzeitig muss aber darauf hingewiesen werden, dass die
C. braunii-Proben der Genbank durchweg in Japan oder Neuseeland gesammelt worden
sind. Inwieweit die geografische Entfernung einen Einfluss auf die genetische Variation
innerhalb der rbcL-Sequenz hat, konnte mit den Daten dieser Studie nicht {iberpriift

werden und erfordert weitere Untersuchungen.

4.1.1.5 Gattung Lamprothamnium

Lamprothamnium papulosum

Die Proben des Taxons L. papulosum bildeten zusammen mit der GenBank-Sequenz
von L. macropogon ein gemeinsames und mit maximalen Wahrscheinlichkeiten unter-
stiitztes Cluster. Lamprothamnium macropogon wird von Wood und Imahori (1965)
nicht als eigenstdndige Art angesehen, sondern als australische Form der Varietit ,,pa-
pulosum* gefiihrt. Die Ergebnisse dieser Studie deuteten mit Substitutionen an 7 Positi-
onen (0,84 %) auf eine Trennung beider Taxa hin. Damit werden die Ansichten von van
Raam (1995) und Garcia (1999) unterstiitzt, die L. macropogon aufgrund der beschrank-
ten morphologischen Plastizitit als eigenstandige Art betrachteten.

Die Gattung Lamprothamnium gruppierte innerhalb der Cluster der Gattung Chara,
wobei die Verzweigung in den Stammbdumen nur mit geringen Wahrscheinlichkeiten
unterstiitzt wurde. Allerdings deuteten die prozentualen Unterschiede innerhalb der
matK-Sequenzen auf eine engere Beziehung von Lamprothamnium zu den {librigen Taxa

der Gattung Chara als mit C. baueri hin. Damit stiitzte dieses Ergebnis frithere geneti-
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sche Untersuchungen von Meiers et al. (1999: 18Sr RNA), Mannschreck (2003: AFLP)
und Pérez et al. (2014: atpB, psbC, rbcL) sowie Uberlegungen von Wood und Imahori
(1965), dass die Stellung dieser Gattung noch nicht eindeutig geklart ist. Wood und
Imahori (1965) stellten aufgrund von morphologischen Gemeinsamkeiten die These auf,
dass die Gattung Lamprothamnium sich aus den unberindeten Arten der Subsektion
Charopsis entwickelt haben konnte und daher als weitere Subsektion der Gattung Chara
und nicht als eigenstindige Gattung betrachtet werden sollte. Die Ergebnisse dieser

Studie unterstiitzen diese Annahme erfordern jedoch weitere Analysen.

4.1.2 Genetische Analyse - Gattung Nitella

Die Gattung Nitella ist phylogenetisch eine der dltesten Gruppen innerhalb der Charace-
en (Karol 2004) und besteht weltweit aus 204 Mikroarten, die von Wood und Imahori
(1965) zu 53 Makroarten zusammengefasst wurden. In den letzten Jahren konnten je-
doch verschiedenste Arbeiten zur Morphologie der Pflanzen und deren Oosporen sowie
genetische Analysen durchweg eine weit grolere Variabilitit nachweisen als von Wood
und Imahori (1965) prognostiziert wurde (z. B. Karol 2004, Sakayama 2008). Die in
dieser Studie untersuchten Arten wurden eigenstindigen genetischen Clustern zugeord-
net, die, bis auf eine Ausnahme, mit den Analysen von Karol (2004) iibereinstimmten,
der bereits sechs der hier untersuchten sieben Taxa der Gattung Nitella analysierte. Da
jedoch keine Sequenzen dieser Arbeit in der GenBank positioniert wurden, konnte ein

direkter Vergleich mit dessen Proben nicht durchgefiihrt werden.

4.1.2.1 Subgenus Nitella

Nitella flexilis und Nitella opaca

Genetisch bildeten die Proben der Taxa N. flexilis und N. opaca ein durch maximale
Wahrscheinlichkeiten unterstiitztes monophyletisches Cluster, wobei sie sich durch-
schnittlich mit Substitutionen an 80 Positionen (8 %) von den {ibrigen Taxa des Subge-
nus Tieffallenia unterschieden, was in den Ergebnissen der Stammbaumanalysen von
Karol (2004) und Sakayama et al. (2004b) ebenfalls beobachtet werden konnte. Da
Wood und Imahori (1965) die Form der Héusigkeit nicht als diagnostisches Merkmal
zur Artunterscheidung ansahen, betrachteten sie beide Taxa als unterschiedliche Formen

der Makroart ,,N. flexilis*, eine Ansicht, die basierend auf Untersuchungen der Chromo-
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somenzahlen (Sawa 1965: N. flexilis n=12, N. opaca n=6) oder auch durch rbcL Se-
quenzen (Karol 2004) widerlegt werden konnte. Auch in dieser Studie unterschieden
sich beide Taxa durch Substitutionen an durchschnittlich 14 Positionen (1,4 %), was
damit gleichfalls die Bestimmungsschliissel von Corillion (1957) und Krause (1997)
unterstiitzte, die beide Taxa als eigenstdndige Arten identifizierten.

In dieser Studie war die groBe intraspezifische Variabilitit innerhalb der didzischen Art
N. opaca besonders auffillig. Die Proben dieses Taxons wurden in vier verschiedenen
Landern gesammelt und wiesen maximale p-Distanzen von 0,4 % auf, wobei in jedem
Land ein eigenstiandiger Haplotyp gefunden werden konnte. Im Gegensatz dazu zeigte
die hier analysierte Probe von N. flexilis aus Deutschland mit einer Substitution an einer
Position sehr geringe genetische Unterschiede zu zwei Genbank-Sequenzen aus Japan.
Karol (2004) untersuchte in seiner Arbeit 11 verschiedene Proben dieses Taxons aus
Deutschland, Japan®® und den USA und konnte trotz der groBen geografischen Breite
keine genetischen Unterschiede feststellen. Damit entsprachen beide Taxa den Untersu-
chungen in anderen Algengruppen, bei denen eine didzische Vermehrung zu erhohter
genetischer Diversitit fiihrte (Lu und Williams 1994, Dorken und Barrett 2004, Perrin
et al. 2007). Inwieweit diese Ergebnisse bei Erhohung des Probevolumens bestehen

bleiben, kann nur in weiterfithrenden Untersuchungen geklart werden.

4.1.2.2 Subgenus Tieffallenia
Wie auch in den Arbeiten von Karol (2004) oder Sakyama et al. (2004) bildeten die

Sektionen des Subgenus Tieffallenia keine monophyletischen Gruppen, sondern wurden
unterschiedlichen Clustern zugeordnet. Die Sequenzen von drei schwedischen
N. confervacea bildeten dabei ein moderat unterstiitztes monophyletisches Cluster mit
neun in Polen, Deutschland und Schweden gesammelten N. mucronata sowie sieben
Individuen des Taxons N. gracilis aus Deutschland und Schweden. Wood und Imahori
betrachteten N. confervacea als Form von N. gracilis, wobei die Ergebnisse der rbcL-
Sequenzen mit Substitutionen an 25 und 26 Positionen (2,5 %) die Ansicht von Corilli-
on (1957) und Krause (1996) unterstiitzten, diese als eigenstindige Arten zu betrachten.
Auch Karol (2004) konnte eigenstindige Cluster fiir je zwei Populationen von
N. mucronata und N. confervacea beobachten, jedoch gruppierten letztere in einem

Cluster mit N. tenuissima und N. hyalina. Diese beiden Taxa bildeten auch in dieser

25 Zwei der japanischen Proben entsprechen den GenBank-Sequenzen in dieser Studie.
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Studie ein durch hohe Bootstrap-Werte (>96) und maximale Posteriori-
Wabhrscheinlichkeiten unterstiitztes Cluster, wodurch eine fehlerhafte Stellung der un-
tersuchten N. confervacea aufgrund unterschiedlicher Analysemethoden ausgeschlossen
werden kann. Eine korrekte morphologische Bestimmung der Proben in beiden Arbeiten
vorausgesetzt, konnte das Taxon N. confervacea in zwei unterschiedlichen genetischen

Formen vorkommen, was nur in weiterfiihrenden Untersuchungen geklért werden kann.

4.1.3 Genetische Variabilitit

Die in den vorangegangenen Kapiteln beschriebenen Cluster der Gattungen Chara und
Nitella basierten auf den genetischen Unterschieden oder anders ausgedriickt, der abge-
stuften Ahnlichkeit der untersuchten genetischen Marker. Diese wird als ein Ausdruck
der Verwandtschaft der analysierten Taxa interpretiert und stellt damit die Basis der hier
angewendeten genetischen Methoden dar. Dabei stellt sich auch bei molekularbiologi-
schen Analysen immer wieder die Frage, wie grof3 der genetische Unterschied sein soll-
ten, damit Arten voneinander getrennt werden sollten. Innerhalb der Gruppe der Proka-
ryoten kamen Stackebrandt und Goebel (1994) zu dem Ergebnis, dass Stimme mit einer
Ahnlichkeit > 96 %% (16S rRNA) zu einer Art gehdrten, wobei sich schnell herausstell-
te, dass diverse Ausnahmen zu dieser Regel existierten (Palinska und Surosz 2014).
Aktuell werden phénotypische, genotypische und 6kologische Eigenschaften genutzt,
um innerhalb der Prokryoten Okotypen voneinander abzugrenzen (Cohan 2002,
Godreuil et al. 2005). Auch die taxonomische Differenzierung mit Hilfe von molekular-
biologischen Methoden innerhalb der Eukaryoten wurde in den letzten Jahren in zahl-
reichen Arbeiten diskutiert, wobei sich die Identifikation eines geeigneten Markers in
der Zoologie als vergleichsweise einfach herausstellte. Der mitochondriale Marker CO1
ist leicht zu sequenzieren und besitzt eine optimale Substitutionsrate, bei der Arten von-
einander zu unterscheiden sind, aber noch geniigend Ahnlichkeiten zu anderen Gruppen
bestehen, um diese zu vergleichen (Floyd et al. 2002, Hebert et al. 2003). Die Suche
nach einem vergleichbaren Marker fiir die Pflanzenwelt stellte sich als wesentlich
schwieriger heraus, wobei aktuell zumeist Kombinationen verschiedener Marker emp-

fohlen werden (Fazekas et al. 2008, Hollingsworth et al. 2011). Da die Variabilitit die-

26 Entsprachen einer DNA-DNA-Hybridisierung > 70 %, welche zur Artunterscheidung genutzt wurde
(Stackebrandt und Goebel 1994).
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ser Marker oder Markerkombinationen in den untersuchten Taxa sehr unterschiedlich
ausfallen kann, kommt auch hier eine ,,3 %-Regel* zur Trennung von Arten nicht in
Frage. Vielmehr wird die Qualitdt des Markers tiberpriift, indem die untersuchten Taxa
nach traditionellen Methoden bestimmt und darauthin die erhaltenen Cluster miteinan-
der verglichen werden (z. B. Hollingsworth et al. 2009).

Dieser Ansatz wurde auch in dieser Studie angewendet. Die fiir die Gattung Chara ge-
testeten Marker zeigten durchaus Unterschiede im Grad ihrer Variation (siche Tabelle
4), wobei die erhaltenen Verhidltnisse mit Werten aus der Literatur vergleichbar waren
und z. B. die Sequenzen kodierter Gene eine geringere genetische Variabilitdt als die
von nicht-kodierten Regionen aufwiesen (Gielly und Taberlet 1994, Shaw et al. 2005,
Hollingsworth et al. 2011). Fiir den cp-Marker matK konnten Sanders et al. (2003) in-
nerhalb der Familie der Characeae eine genetische Variabilitit von 31 % aufzeigen.
Damit war diese ungefdhr dreimal hoher als die des proteinkodierenden Gens rbcL mit
einer Variabilitdt von 10 %; was den Verhiltnissen der vorliegenden Arbeit entspricht.
Die genetische Variabilitdt fiir das Gen rbcL erwies sich fiir die analysierten Taxa der
Gattung Chara mit einer durchschnittlichen p-Distanz von 1,1 % als vergleichsweise
gering, wobei nur 65 % der morphologischen Taxa in den genetischen Clustern wieder-
gefunden werden konnten. Damit entsprachen die rbcL-Sequenzen durchaus den Er-
gebnissen der Literatur, bei denen diese Region sehr einfach amplizifiert, sequenziert
und iiber verschiedene Pflanzengruppen aligniert werden kann, aber nur eingeschriankt
Arten genetisch voneinander zu unterscheiden vermag ( Hollingsworth et al. 2011 und
darin enthaltene Literatur). Die ,,Plant Working Group* des ,,Consortium for the Bar-
code of life” (CBOL) empfahl daher 2009 den sehr konservativen cp-Marker rbcL mit
dem hochvariablen matK zu kombinieren und fiir taxonomische Analysen zu verwenden
(Hollingsworth et al. 2011). Auch in dieser Studie konnte mit Hilfe des Markers matK
zwar eine groflere genetische Variabilitit (p-Dist. X=3,1 %) gezeigt, jedoch lediglich ein
zuséatzlicher Haplotyp identifiziert werden. Eine Vergroferung des Probenahmeradius
zeigte eine weitere Erh6hung der genetischen p-Distanzen auf durchschnittlich 3,5 %,
jedoch konnte auch damit kein zusitzliches Cluster identifiziert werden und die Rare-
faction-Analysen deuteten darauthin, dass mit einer erneuten Erweiterung der Proben-
ahme nur noch geringfiigig zusétzliche Haplotypen zu vermuten sind. Auch in der Lite-
ratur konnte der Marker matK in den gestesteten Pflanzengruppen durchschnittlich nur
etwa 70 % der untersuchten morphologischen Taxa voneinander unterscheiden (Hol-

lingsworth et al. 2011). Daher ist die Nutzung weiterer, vor allem nicht-kodierter Berei-
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che weit verbreitet. Die in dieser Studie verwendeten Kernmarker 18S rRNA und
nrITS-1 konnten dabei zusitzliche Informationen liefern. Und auch wenn die genetische
Variabilitiat der 18S rRNA die geringste aller getesteten Regionen war, konnten doch
vergleichbare Ergebnisse zwischen den Kernregionen beobachtet werden?’. Der Marker
nrITS-1 wurde in der Vergangenheit wiederholt erfolgreich fiir taxonomische Untersu-
chungen im Pflanzenreich angewendet (Alvarez und Wendel 2003, Stoeckle 2003) und
zeigte auch fur die Gattung Chara die grofite Variabilitit. Jedoch wurde die Anwend-
barkeit dieser Region fiir phylogenetische Analysen auch immer wieder kontrovers dis-
kutiert (Alvarez und Wendel 2003). In dieser Studie lieB sich nrITS-1, wie auch die iib-
rigen Marker, sehr leicht in einer PCR amplifizieren. Die Sequenzierreaktion erwies
sich jedoch aufgrund repetetiver Bereiche als methodisch schwierig, was fiir die nrITS-
Regionen auch schon fiir andere Pflanzengruppen beschrieben wurde (Kress et al. 2009,
Hollingsworth et al. 2011). Neben diesen methodischen Schwierigkeiten stellte, auch
wenn es zundchst widerspriichlich klingt, die groB3e genetische Variabilitdt eine Heraus-
forderung dar. Innerhalb der Gattung Nitella umfasst die nrITS-1 Sequenz ungefihr
300 bp (Sakayama et al. 2004a). Bei Chara hat sich diese Zahl verdreifacht, was die
Verwendung einer AuBlengruppe innerhalb der phylogenetischen Analysen erschwerte
bis unmoglich machte und damit das Erkennen von homoplastischen Substitutionen
(sieche Box — Homoplasie). Damit konnte fiir die Daten dieser Studie z. B. nicht sicher
belegt werden, ob das beobachtete Indel von ~160 bp ein autapomorphes oder doch ein
homoplastisches Merkmal darstellte, was die Interpretation der erhaltenen Stammbédume
erschwerte. Im Gegensatz dazu zeigten die Analysen der 18S rRNA einen Homoplasie-

wert von null?®

, wodurch die Rekonstruktion der phylogenetischen Beziehungen als
sehr wahrscheinlich interpretiert werden kann. Um die Evolution der Taxa der Subsek-
tionen Chara und Hartmania im Einzelnen zu kliren, sind weiterfithrende Untersuchun-
gen anderer Kernregionen erforderlich und konnen allein auf den Unterschieden der

analysierten nrITS-1-Sequenzen nicht sicher geklart werden.

27 Vergleiche Diskussion zur Trennung von C. baltica und C. horrida von C. hispida, C. rudis und
C. intermedia.

28 Dieser Wert wurde mit Sicherheit auch aufgrund des kleinen Datensatzes erziel, aber auch in der Liter-
tur zdhlen die Homoplasie-Indizes der 18S rRNA stets zu den geringsten.
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Gox — HOMOPLASIE-INDIZES \

Vergleich der Indizes der untersuchten Marker und Datensitze, die bei der Maximum Parsi-
monie Analyse zur Beschreibung der im Datensatz vorhandenen Homoplasien genutzt wer-

den konnen.
CI RI RC HI
Chara-Schweden rbcL 0,88 0,90 0,79 0,12
atpB 0,80 0,89 0,71 0,20
matK 0,88 0,91 0,80 0,12
18S rRNA 1,00 1,00 1,00 0,00
nrITS-1 0,68 0,70 0,47 0,32
Chara-Europa matK 0,74 0,87 0,64 0,26

Homoplasie = der gleiche Merkmalszustand hat sich unabhéngig voneinander in zwei Linien
entwickelt und ist daher nicht geeignet, Verwandtschaftsverhdltnisse zu rekonstruieren.
Uberbegriff fiir: Analogie, Konvergenz, Parallelismen und Riickmutationen (reversals).

ABER: Die Hohe der Indizes hiangt mafgeblich vom Probenumfang ab!

\

CI consistency index = m/s
Merkmale ohne Homoplasie haben CI = 1, untere Grenze # 0.

RI retention index = (g — s)/(g — m)
Datensatz umso genauer von der Topologie beschrieben, je ndher der Wert bei 1
liegt.

RC rescaled consistency-index = CI * RI
Bildet das Verhiltnis von scheinbarer zu tatsdchlicher Synapomorphie.

HI homoplasy index = 1 — CI
Fiihrt zu einer Reduzierung nicht-informativer Merkmale (Autapomorphien) und
verbessert die Vergleichbarkeit unterschiedlicher Analysen mit einer verschiede-

\_ nen Anzahl von Merkmalen. )

m = die kleinste der theoretisch moglichen Schrittzahl, die das Merkmal auf einem Baum
zeigen konnte

s = Anzahl an tatsdchlichen Schritten, die ein Merkmal auf einem gegebenen Baum zeigt

g = die groBtmogliche Schrittzahl eines Merkmals auf jedem denkbaren Baum

uKluge und Farris 1969, Farris 1989, Knoop und Miiller 2009) /

Die fiir die Gattung Chara getesteten Marker erwiesen sich insgesamt als genetisch sehr
wenig variabel, wobei mittels des Markers marK 11 Cluster eindeutig voneinander un-
terschieden werden konnten. Dabei wurden p-Distanzen zwischen den Clustern

> 0,72 % sowie innerhalb der Cluster zwischen 0 und 0,6 % beobachtet® (Abbildung

2 Nicht enthalten sind die Werte der Cluster um C. connivens mit intraspezifischen p-Dist. von 2,63 %
und die Proben von C. galioides aus Spanien (p-Dist.: 0,72-1,02 %). Innerhalb der Diskussion dieser
Cluster wurde bereits die Moglichkeit einer Fehlbestimmung (C. connivens) oder unterschiedlicher gene-
tischer Formen (C. galioides) diskutiert.
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24), wobei finf der erhaltenen Cluster mehr als eine morphologische Art représentier-
ten. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass mittels des cp-Markers matK etwa
60 % der morphologisch und 6kologisch bestimmten Taxa innerhalb der Gattung Chara
genetisch identifiziert werden konnten und auch in weiterfiihrenden Untersuchungen als
Ausgangspunkt fiir taxonomische Differenzierung genutzt werden sollte. Zusétzlich
konnte die Sequenzierung der vollstandigen 18S rRNA weitere Einsichten in die Evolu-
tion dieser Gattung ermdoglichen, da auch diese Region methodisch einfach zu bearbei-
ten war und basierend auf der Arbeit von Meiers et al. (1999) weitere Informationen

beinhalten konnte.

rbeclL matK

e

p-Dist. [%)]
o
p-Dist. [%]
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Abbildung 24 Vergleich der interspezifischen (Grau) und intraspezifischen (Weil3) p-Distanzen fiir die
Gattungen Chara, Nitella und Tolypella basierend auf 1008 bp des Marker rbcL sowie der Gattung Chara
basierend auf 843 bp des Markers matK.

Vergleicht man nun die genetische Variabilitidt des Markers rbcL fiir die Gattungen
Chara, Nitella und Tolypella werden deutliche Unterschiede sichtbar (Abbildung 24).
Allein mit Hilfe des Markers rbcL konnten fiir die Gattung Nitella durchschnittlich
Sfach hohere p-Distanzen im Vergleich zu Chara (Abbildung 25), sowie eine 100%ige
Darstellung der morphologischen Taxa beobachtet werden. Dabei wurde eine intraspe-
zifische Variabilitdt zwischen 0 - 0,4 % und eine interspezifische > 1,19 % erzielt, was
eine genetische Unterscheidung der Arten vergleichsweise einfach gestaltete und die
Anwendung des traditionellen Mikroarten-Konzeptes fiir die Gattung Nitella bestétigte
(Abbildung 24). Innerhalb der Gattung Nitella werden auch mit einem vergleichsweise
wenig variablen Marker wie rbcL geografische Unterschiede sichtbar, was innerhalb der
diozischen Art N. opaca besonders deutlich ausgeprdgt war. Analysen basierend auf

Sequenzen des Markers matK versprechen aufgrund der ebenfalls zu erwartenden 3fach
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hoheren Substitutionsrate weiterfithrende Erkenntnisse fiir phylogeografische Fragestel-

lungen innerhalb der Gattung Nitella.

5
4
2
14 )
0

Abbildung 25 Verteilung der durchschnittlichen p-Distanzen
innerhalb der Characeae fiir den Marker rbcL. In Klammern ist
die Anzahl der analysierten Taxa angegeben.
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4.1.4 Bewertung der morphologischen Merkmale

Im Gegensatz zu der vergleichbar geringen Variabilitit der genetischen Marker inner-
halb der Gattung Chara, zeigten die Individuen innerhalb der genetische Cluster in der
Regel eine grole Spannbreite ihrer morphologischen Merkmale. So wurden beispiels-
weise innerhalb des C. hispida-Clusters Proben mit isostichem, tyla- und aulacanthem
Berindungstypus, sowie unterschiedlich langen Stipularen, Bléttchen und Stacheln (ein-
zeln oder gebiindelt) zusammengefasst.

Der Vergleich der genetischen Cluster mit den morphologischen Parametern zeigte,
dass kaum ein Merkmal, welches in der Regel in der Bestimmungsliteratur verwendet
wird, in gleichem Maf3e zur Unterscheidung fiir alle Cluster genutzt werden konnte. Als
eines der wenigen konstant nutzbaren Merkmale, erwies sich in dieser Studie die Hédu-
sigkeit, d. h. die Unterscheidung zwischen mon- und didzischen Gruppen. Dieses
Merkmal wurde in der Vergangenheit in der Literatur immer wieder diskutiert, vor al-
lem nachdem Wood und Imahori (1965) in ihrer Synopsis Taxa unterschiedlicher Héu-
sigkeit zu einer Art zusammenfassten (z. B. McCracken et al. 1966, Sarma und Khan

1967). In dieser Studie konnte innerhalb der genetischen Cluster zwischen den ver-
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schiedenen Fortpflanzungsformen unterschieden werden: C. globularis (mondzisch) und
C. connivens (didzisch) oder C. aspera (didzisch) und C. fenuispina (mondzisch) sowie
N. flexilis (mondzisch) und N. opaca (didzisch). Damit unterstiitzten diese Ergebnisse
die Experimente von Proctor (1971), der Kreuzungsschranken zwischen Individuen der
Taxa C. globularis und C. connivens nachweisen konnte und dieses Merkmal zur Unter-
scheidung intraspezifischer Beziehungen ausdriicklich empfahl (Proctor 1980). Gegen
die Nutzung dieses Merkmals sprechen jedoch die Analysen von Kato et al. (2010),
welche keine Unterschiede zwischen den rbcL-Sequenzen von parthenogenetischen
C. canescens und monozischen C. altaica nachweisen konnten. Letzteres ein Taxon,
welches urspriinglich in Russland und China (Hollerbach und Krasavina 1983), kiirzlich
auch in Japan, beschrieben wurde und dariiber hinaus eines der fiinf mondzischen Taxa
der haplostichen Sektion Desvauxia darstellt (Kato et al. 2010). Weitere genetische
Analysen, vor allem innerhalb der Gruppe der haplostichen Characeen mit ihren vielfal-
tigen Fortpflanzungsformen, konnten genauere Aussagen zur Verwendbarkeit dieses
Merkmals bieten.Ein weiteres Merkmal, das sich innerhalb der genetischen Cluster als
sehr konstant erwies, war die Ausbildung einer haplo-, diplo- oder triplostichen Berin-
dung. Ontogenetisch betrachtet, ist die Unterscheidung dieser drei Berindungstypen auf
die Liange der sekunddren Cortexzellen zurlickzufithren. Bei der haplostichen Berin-
dungsform sind die sekundiren Rindenzellen zwar angelegt, aber nicht ausgewachsen.
Innerhalb der diplostichen sind die sekundédren Rindenzellen ungefdhr halb so lang wie
die primiren, so dass die oberen und unteren Rindenreihen aneinanderstoflen. Bei der
triplostichen Berindung sind die sekundédren Rindenzellen genauso lang wie die pri-
madren, d. h. die oberen und unteren Reihen wachsen aneinander vorbei (Wille 1897).
Wie weit die sekundiren Rindenzellen auswachsen, scheint, basierend auf den Ergeb-
nissen dieser Studie, mit wenigen Ausnahmen/Ubergangsformen sehr konstant zu sein.
Zu den Ausnahmen zdhlen z. B. die bereits weiter oben beschriebenen C. canescens aus
Spitzbergen, die an den ilteren Internodien eine triplostiche Berindung zeigten (Lang-
angen 1979). Auch Wood und Imahori (1965) beschrieben irreguldr oder diplostich be-
rindete Formen von C. canescens. Eine weitere Ausnahme bildet C. dissoluta
(~C. imperfecta), welche von Corillion (1957) als Form von C. contraria betrachtet
wurde, bei der die sekunddren Rindenzellen nicht ausgebildet sind, so dass der Eindruck
einer haplostichen Berindung entsteht. Die primédren Rindenzellen wachsen bei
C. dissoluta jedoch immer in einem gewissen Abstand voneinander und beriihren sich

nicht - damit ergibt sich ein klarer Unterschied zu einer typischen haplostichen Berin-
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dung. Durch welche duBleren Bedingungen diese Formen der Berindung hervorgerufen
werden, ist bisher nicht geklért. Allerdings brachten sowohl Corillion (1957) als auch
Wood und Imahori (1965) néhrstoffarme Wachstumsbedingung in Zusammenhang mit
ungewohnlichen bis unvollstindigen Berindungsformen.

Sowohl der Berindungstypus als auch die Fortpflanzungsform sind, basierend auf den
genetischen Analysen dieser Studie, fiir die Unterscheidung innerhalb der Gruppen der
Gattung Chara fiir taxonomische Zwecke nutzbar. Auf der anderen Seite zeigten die
Ergebnisse auch, dass die unterschiedlichen Formen beider Merkmale nicht nur einmal,
sondern mehrfach unabhingig voneinander wéhrend der Evolution der Characeae ent-
wickelt wurden, was mit fritheren Ergebnissen von Proctor (1980) iibereinstimmte. Die-
ser beobachtete ebenfalls mon- und didzische Taxa in verschiedenen Subsektionen der
Gattung Chara. Ahnliches gilt fiir die Entwicklung der triplostichen Berindung, die sich
mit der Position des C. aspera-Clusters innerhalb der diplostichen Characeen, ebenfalls
mindestens zweimal getrennt voneinander entwickelt haben muss und unterstiitzte damit
frithere Ergebnisse von Meiers et al. (1999, 18S rRNA) und Mannschreck (2003,
AFLP), bei denen die triplostichen Taxa auch in unterschiedlichen Clustern zusammen-
gefasst wurden. Eine Phylogenie ausschlieBlich auf morphologischen Merkmalen ist auf

Basis dieser Ergebnisse folglich nicht ratsam.

Die Gesamtheit der {ibrigen morphologischen Merkmale konnte nur in begrenztem Ma-
Be zur Artunterscheidung herangezogen und damit auch als diagnostisches Merkmal
verwendet werden. So konnten beispielsweise Individuen des C. contraria-Clusters (ty-
lacanth) eindeutig von den aulacanthen Individuen des Taxons C. vulgaris unterschie-
den werden. Wohingegen eine Trennung basierend auf einem isostichen, aula- oder ty-
lacanthen Berindungstypus innerhalb der Individuen des C. hispida-Clusters nicht mog-
lich war. Inwieweit Umweltfaktoren die Ausprigung der primdren oder sekundéren
Rindenzellen beeinflussen, wurde bisher in der Literatur nicht erdrtert. Inwieweit die
Ausprigung der Rindenzellen in Verbindung mit bestimmten 6kologischen Bedingun-
gen als diagnostisches Merkmal genutzt werden kann (siehe Trennung der tylacanthen
C. intermedia aus dem SiiBwasser), konnte in dieser Studie nur vermutet, aber nicht
geklart werden und erfordert weitere Untersuchungen.

Die Unterscheidung von Gruppen basierend auf der Ausbildung eines einreihigen oder
zweireihigen Stipularkranzes, kann durch die Ergebnisse dieser Studie gestiitzt werden.

Taxa, in denen nur der obere Stipularkranz ausgebildet ist, konnten mit hohen Wahr-
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scheinlichkeiten eigenstindigen Clustern zugeordnet werden: C. baueri, C. longifolia,
Lychnothamnus barbatus und Lamprothamnium papulosum. Zusitzlich gestiitzt wird
diese Beobachtung durch die Tatsache, dass sich die obere und untere Reihe der Stipu-
laren hinsichtlich ihrer ontogenetischen Entwickelung unterscheiden. Wahrend die obe-
re Reihe direkt aus einer abgeschniirten Apikalzelle auswéchst, teilt sich diese in der
unteren Reihe noch einmal in eine Knoten- und eine Internodialzelle und wichst erst
danach zu den unteren Stipularen aus (Kuczewski 1906). Fiir Taxa, bei denen beide
Reihen angelegt sind, konnte sowohl die Lange als auch die Form der Stipularen nur in
begrenztem Malle zur Unterscheidung einzelner Cluster genutzt werden. So stellte fiir
die Trennung der Taxa C. globularis und C. virgata die Lange der oberen Stipularen in
Zusammenhang mit der Stachelldnge durchaus ein diagnostisches Merkmal dar. Auch
fiir C. horrida (sehr eng stehende Stipularen) konnten, wenn auch nur geringfligige,
genetische Unterschiede zu C. baltica & C. liljebladii beobachtet werden. Fiir die
Mehrzahl der genetischen Cluster war die Linge oder Form der Stipularen jedoch kein
diagnostisches Merkmal (z. B. C. virgata & C. strigosa). Ahnliches gilt fiir Form, Lin-
ge oder Anzahl der Stacheln auf den Internodien, welche sich innerhalb der genetischen
Cluster ebenfalls als sehr variabel erwiesen haben: C. aspera & C. galioides, C. hispida-
Cluster. In welchem Ausmal diese beiden Merkmale durch duflere Bedingungen beein-
flusst werden, ist in der Literatur bisher kaum diskutiert. Allerdings scheinen Unter-
schiede im Salzgehalt die Auspriagung beider Merkmale zu beeinflussen (z. B. Wood
und Imahori 1965: erhohtes Stipularwachstum bei C. globularis; O'Reilly et al. 2007:
Unterschiede in Stachelform zwischen C. aspera und C. aspera var. curta; pers. Mittl.
A. Holzhausen, 2015: C. canescens).

Die Form der Quirldste wurde von Wood und Imahori (1965) als Unterscheidungs-
merkmal zwischen C. globularis und C. connivens verwendet. Inwieweit dieses Merk-
mal fiir die eben benannte Gruppe angewendet werden kann, konnte in dieser Studie
nicht geklirt werde. Es besitzt allerdings innerhalb des C. hispida-Clusters keinen diag-
nostischen Wert, da Schneider et al. (2015a) zeigen konnten, dass sich die Stellung der
Quirldste zum Internodium mit unterschiedlichen Lichtbedingungen éndert. Vergleich-
bar schwierig ist die Verwendung von Merkmalen wie Gesamtldnge oder Sprossdurch-
messer. Wihrend ersteres hiufig durch die Habitatbedingungen begrenzt wird, konnte
letzteres innerhalb der C. hispida-Gruppe als >0,9 mm beschrieben und damit Pflanzen
der Hartmania Subsektion als duflerst robuste Characeen bestétigt werden. Im Allge-

meinen konnen beide Merkmale aber durch duBere Bedingungen wie Licht, Wellen-
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schlag ( Wood und Imahori 1965: viel Licht oder ruhiges Wasser= lange, diffuse Pflan-
zen, wenig Licht oder wellig = kompakter Wuchs) oder Salzgehalt ( Flor-Arnau et al.
2006: Stachelldnge, Rindendurchmesser) erheblich beeinflusst werden und eignen sich

daher nur in sehr begrenztem Mal3e fiir taxonomische Zwecke.

Zusammenfassend konnte in dieser Studie festgestellt werden, dass die morphologi-
schen Merkmale der Bestimmungsschliissel durchaus zur Unterscheidung von Arten
genutzt werden konnen. Jedoch konnten lediglich zwei Merkmale (Hausigkeit, Berin-
dungstypus) generell fiir alle Cluster als diagnostisches Merkmal bestétigt werden. Die
Mehrzahl der morphologischen Charakteristika konnte entweder nur innerhalb spezifi-
scher Gruppen angewendet werden (z. B. tylacanth/aulacanth) oder wurde durch duflere
Bedingung beeinflusst und waren damit Ausdruck der morphologischen Plastizitit eines

Taxons.

4.1.5 Morphologische Plastizitiat

Morphologische oder phénotypische Plastizitit wurde von Pigliucci (2001) als das
Vermogen eines Genotyps definiert, auf bestimmte Umweltbedingungen hin unter-
schiedliche Phinotypen auszubilden, was speziell bei sessilen Organismen wie Pflanzen
ein weitverbreitetes Phdnomen darstellt. Ob die Reaktionen einer Pflanze oder Alge
jedoch genetisch determiniert sind, ist oftmals schwer zu bestimmen und wird in der
Literatur daher kontrovers diskutiert (z. B. Lu und Wu 1986, Dorken und Barrett 2004,
Mitchell-Olds et al. 2007, Alonso-Blanco et al. 2009). Wie in den vorangegangenen
Absitzen erldutert, wiesen die genetischen Cluster der Gattung Chara generell eine
groBe Spannbreite ihrer morphologischen Merkmale auf. Im Folgenden werden die Er-
gebnisse der Wachstumsexperimente diskutiert, bei denen ein Genotyp allein durch die
Anderung der Wachstumsbedingungen in unterschiedliche Morphotypen umgewandelt

werden sollte.
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4.1.5.1 C. baltica und C. liljebladii

Zur Unterscheidung der Formen C. baltica und C. liljebladii werden in der Literatur
drei morphologische Merkmale verwendet: die Lénge der Internodialzellen und Brakte-
olen sowie der Berindungstypus (Tabelle 9). Die iibrigen Parameter der Bestimmungsli-
teratur erlauben keine klare Trennung der Taxa, da sie sich durchweg tliberschneiden,
wobei das Vorhandensein von Individuen, die keine eindeutigen morphologischen
Merkmale aufweisen, das Problem der Taxazuordnung zusétzlich verschérft. Aus die-
sem Grund wird in der Literatur meist der Parameter Wassertiefe zu Hilfe genommen,
um beide Taxa zuzuordnen. (Tabelle 9). Damit ergibt sich allerdings ein weiteres Prob-
lem, da mit der Verdnderung der Wassertiefe auch Anpassungsreaktionen der Pflanzen
ausgelost werden, die unter anderem Merkmale betreffen, die zur Unterscheidung der
Taxa genutzt werden — tiefes Wasser in Verbindung mit erhohter Triilbung induziert eine
Anpassung an geringe Lichtbedingungen ohne die ein Uberleben der Pflanze nur
schlecht oder auch gar nicht moglich wire. Der Einfluss von Licht auf die Morphologie
von C. baltica und C. liljebladii wurde daher untersucht, um den Status C. liljebladii’s
genauer beurteilen konnen, sowie einen Eindruck der morphologischen Plastizitét be-
stimmungsrelevanter Merkmale zu bekommen.

Innerhalb der hier prasentierten Ergebnisse waren Parameter wie Wassertiefe und damit
der Wasserdruck, Temperatur, Nihrstoffe, Salzgehalt und Stromung in allen Kulturge-
fafen vergleichbar, so dass davon ausgegangen werde konnte, dass die Lichtintensitét
den entscheidenden Faktor in den Experimenten darstellte. Dabei konnten fiir C. baltica
signifikante Verdnderungen morphologischer Merkmale beobachtet werden. Mit ab-
nehmender Lichtintensitdt war ein signifikant erhohtes Langenwachstum der Internodi-
alzellen und Quirléste zu beobachten, wodurch die Pflanzen selbst groBer wurden. Diese
Form der Anpassung an geringe Lichtintensitdten wurde hdufig sowohl fiir Makrophy-
ten (z. B. Barko et al. 1982) und hohere Pflanzen (z. B. Reich et al. 1998, Poorter 1999)
aber auch fiir Characeen beschrieben Blindow et al. 2003, Schneider et al. 2006,
Blindow und Schiitte 2007, Schaible et al. 2012). Im Gegensatz dazu zeigte
C. liljebladii mit abnehmender Lichtintensitdt durchschnittlich ein leicht verringertes
Langenwachstum, wobei jedoch keiner der analysierten morphologischen Parameter
eine Korrelation mit bestimmten Lichtintensitdten aufwies. Diese Form der Anpas-

sungsstrategie ist vergleichsweise selten, wurde jedoch innerhalb der Gattung Chara fiir
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C. intermedia (Schneider et al. 2006°°) und fiir eine parthenogenetische Population von
C. canescens aus dem Bodstedter Bodden (Schaible et al. 2012) beobachtet. Es sollte
allerdings beriicksichtigt werden, dass nur im Fall einer Lichtlimitation auch eine mor-
phologische Anpassungen erwartet werden kann, das heiBt, die Lichtintensitit muss
unter dem Lichtsattigungspunkt liegen (Marquardt et al. 2010). Nach den Ergebnissen
von Kiister et al. (2004) ist dieser fiir C. baltica, wie auch fiir die meisten anderen Cha-
raceen zwischen 200 und 300 pmol Photonen m s™! erreicht, womit die Bedingungen
der Experimente dieser Studie als angemessen bewertet werden konnen. Da fiir
C. liljebladii bisher keine Analysen zu Photosyntheseleistungen durchgefiihrt wurden,
kann dies lediglich vermutet, jedoch nicht mit Sicherheit bestitigt werden und sollte in
weiterfithrenden Untersuchungen tiberpriift werden.

Die Ergebnisse der Wachstumsexperimente zeigten fiir C. baltica eine plétzliche Ver-

257! wobei

anderung der Morphologie bei Lichtintensititen unter 90 pmol Photonen m™
mit der Linge der Internodialzellen und Quirldste sich vor allem Merkmale énderten,
die zur Unterscheidung beider Taxa genutzt werden (Tabelle 9). Auch innerhalb der
statistischen Analysen der Gesamtheit der aufgenommenen Parameter konnten zwei gut
trennbare Extreme fiir C. baltica beobachtet werden, die jedoch auch immer durch in-
termedidre Formen verbunden waren und fiir sich allein betrachtet den morphologischen
Beschreibungen von C. baltica und C. liljebladii entsprechen wiirden. Bezieht man al-
lerdings die Ergebnisse von C. liljebladii mit ein, werden deutliche Unterschiede zwi-
schen den Gruppen sichtbar. Signifikante Verschiebungen in der Morphologie aufgrund
bestimmter Lichtintensitidten konnten fiir C. liljebladii nicht beobachtet werden. Viel-
mehr erwiesen sich beide Gruppen zwar als morphologisch sehr dhnlich, zeigten aber
keine Uberschneidungsformen und waren signifikant voneinander zu trennen. Damit
werden Beobachtungen gestiitzt, nach denen beide Formen nebeneinander in einem Ha-
bitat zu finden und zu unterscheiden sind (Boegle et al. 2010a).

Mit den hier vorgestellten Experimenten zur morphologischen Lichtanpassung konnte
die grofle morphologische Plastizitdt der Sektion Hartmania bestétigt und zuséatzlich
zwei klar voneinander abgrenzbare Populationen nachgewiesen werden. Auch wenn
diese Formen nach dem phylogenetischen Artkonzept nicht voneinander zu unterschei-

den sind, spiegeln ihre morphologischen Auspridgungen dennoch dkologische Eigen-

39 Es soll jedoch darauf hingewiesen werden, dass in einem vergleichbaren Versuch von Schneider et al.
(2015a) C. intermedia bei hoheren Lichtintensitdten ein geringeres Wachstum zeigte, was die Autoren auf
Unterschiede im Grad der Verkalkung der Individuen zuriickfiihrten.
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schaften der Habitate wider; Lichtverfiigbarkeit oder Triibung. Derartige Zusammen-
hinge wurden auch fiir andere Arten innerhalb der Characeae bereits beschrieben; Cal-
ciumreiche oder- arme Habitatbedingungen fiir C. strigosa & C. virgata (Rey-
Boissezon und Auderset Joye 2015), weshalb genetisch identische Taxa nicht per se zu
einer Art zusammengefasst, sondern weiterhin unterschieden werden sollten.

Die in Hypothese 2 formulierte Aussage

— Innerhalb der Gattung Chara bestehen Ubereinstimmungen zwischen genetischer Va-

riabilitdt und morphologischer Plastizitét. —

muss, basierend auf den hier vorgestellten Untersuchungen, abgelehnt werden; dabei

zeigten genetisch identische Taxa signifikant voneinander trennbare Phénotypen.

4.2 Fucus

Ausgangspunkt der Untersuchungen der Gattung Fucus war, den taxonomischen Status
von den auf Helgoland vorkommenden Individuen mit auffilliger Morphologie zu kla-
ren und zu bestimmen, ob es sich dabei um: A) eine bislang nicht auf Helgoland vor-
kommende Art, B) um einen Hybriden oder C) eine extreme morphologische Auspra-
gung einer der bereits auf Helgoland vorkommenden Taxa handelt.

Dazu erfolgte eine Erfassung metrischer und beschreibender morphologischer Parame-
ter, gefolgt von einer genetischen Analyse mit Hilfe eines hochvariablen Kernmarkers.
Grundlage der Analyse war dabei eine Zuordnung der gesammelten Exemplare entspre-
chend der beschreibenden morphologischen Parameter, wie es dem phéinetischen Art-
konzept entspricht. Die dabei verwendeten diagnostischen Merkmalskomplexe der bis-
lang auf Helgoland beschriebenen Arten waren:

F. serratus: gezéhnter Rand, flache Rezeptakel.

F. vesiculosus: Besitz echter Vesikel, endstiandige aufgebléhte Rezeptakel.

F. spiralis: endstindige aufgebléhte Rezeptakel mit sterilem Rand.

Individuen mit von diesen Merkmalskomplexen abweichenden Mustern wurden gezielt
gesammelt und anhand der Ahnlichkeit beziiglich ihrer metrischen morphologischen
Parameter sowie ihrer genetischen Ahnlichkeit sollte eine Zuordnung zu einer der drei
oben genannten Komplexe vorgenommen werden. Da bereits Kommann und Sahling
(1994) die Annahme duBlerten, es konnte sich bei diesen auffilligen Morphotypen um

eine bislang nicht auf Helgoland vorkommende Art handeln, wurden auch Vergleichs-
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proben der Arten F. ceranoides, F. cottonii, F. radicans und F distichus in die Analysen
mit einbezogen.

Die Analyse der metrischen Daten ergab, dass eine Trennung der drei in Frage kom-
menden Ausgangsarten alleine durch diese Parameter nicht moglich war. Lediglich
F. cottonii konnte aufgrund der stets vergleichsweise geringen Linge von ausgewachse-
nen (fertilen) Exemplaren anderer Arten klar unterschieden werden und schied damit als
Kandidat fiir eine mogliche neue Art auf Helgoland aus. Als moglicher Hybridisie-
rungspartner kommt dieses Taxon nur in Betracht, wenn man entweder annimmt, dass
auf Helgoland ein bislang unbekanntes Vorkommen dieses Taxons existiert oder, alter-
nativ, der Hybride auBlerhalb Helgolands entstand und bereits als Hybride auf die Insel
gelangte. Die erste Annahme ist angesichts der geringen Grof3e der Insel und der inten-
siven Bearbeitung seiner Algenflora unwahrscheinlich (z. B. Munda und Kremer 1997,
Bartsch und Kuhlenkamp 2000, Reichert et al. 2008). In jedem Fall sollte eine populati-
onsgenetische Analyse hier Klarheit schaffen.

Im Fall der Kombination der metrischen mit den nichtmetrischen Parametern ergab sich
eine Trennung zwischen den Taxa, die jedoch, wie die Analyse der metrischen Daten
belegte, vor allem auf den beschreibenden Merkmalen beruhte. Dementsprechend war
die Trennschirfe dieser Analyse des Gesamtdatensatzes unbefriedigend und erlaubte
nur eine begrenzte Zuordnung der Individuen mit abweichender Morphologie. Eine
Trennung zwischen einzelnen Taxa war dabei durchaus moglich (z. B. trennten sich
F. serratus und F. spiralis recht gut, Abbildung 19) - aber eine eineindeutige Zuord-
nung eines unbekannten Individuums zu einer Art wurde durch das Uberlappen der
Merkmalsauspriagungsbereiche der einzelnen Cluster unmoglich. Die grofBte Variabilitdt
wies hier, wie ebenfalls in Abbildung 19 ersichtlich, F. vesiculosus auf.

Innerhalb der beschreibenden Parametern, die den Ausgangspunkt der Zuordnung zu
den einzelnen Taxa darstellten, standen als differentialdiagnostische Merkmale die Pa-
rameter ,,nichtendstindige Rezeptakel und ,,wenig ausgeprigte Mittelrippe* sowie
»dichtes Verzweigungsmuster® flir die Abtrennung der Art F. ceranoides zur Verfiigung
(Hiscock 1979). Probleme bei der Zuordnung ergaben sich hier, neben den Individuen
abweichender Morphologie, vor allem wieder im Bereich der Arten F. vesiculosus und
F. spiralis (inkl. der Form var. platycarpus), die eine Vielzahl von Ubergingen aufwie-
sen. Bei F. spiralis var. platycarpus war es vor allem das Fehlen eines sterilen Rezepta-
kelrandes; wobei dieser eines der Hauptmerkmale des Taxons darstellte (Zardi et al.

2011). Damit ist eine Abtrennung von F. vesiculosus erschwert, da hier mit der
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var. linearis auch eine Wuchsform ohne echte Vesikel auftritt. Um dieses Problem zu
16sen, wurde zusétzlich die Héusigkeit analysiert, wobei F. spiralis als var. platycarpus
die einzige in dem Gebiet vorkommende monézische Art darstellte. Unter der Annah-
me, dass es sich bei der Hausigkeit um ein diagnostisches Merkmal handelt, wurden alle

didzischen Exemplare unklarer Morphologie F. vesiculosus zugeordnet.

Die populationsgenetische Untersuchung brachte zunichst den iiberraschenden Befund,
dass vor allem im Bereich des morphologisch ohnehin schlecht aufgelosten F. spiralis
& F. vesiculosus-Clusters eine grofle Variabilitit der genetischen Haplotypen auftrat;
von den 33 identifizierten Haplotypen konnten allein 25 diesem Cluster zugeordnet
werden und da alle Individuen abweichender Morphologie innerhalb dieser Gruppe ge-
funden werden konnten, wurde das Vorkommen einer bisher nicht auf Helgoland be-
schriebenen Art, in Zusammenhang mit F. ceranoides, als Erklarung fiir die auftélligen
Morphotypen abgelehnt.

Die Moglichkeit von vorhandenen Hybridisierungen ist in jedem Fall zutreffend, da
einzelne Individuen unterschiedliche Allele aufwiesen, die sowohl einem genetischen
Haplotypen von F. spiralis, als auch einem von F. vesiculosus zugeordnet werden konn-
ten. Damit ist das Auftreten von Hybriden beider Taxa auf Helgoland bestdtigt und un-
terstiitzt zahlreiche Untersuchungen, bei denen Hybridisierungen unterschiedlichster
Arten der Gattung Fucus wiederholt dokumentiert wurden (z. B.: F. vesiculosus &
F. spiralis (Wallace et al. 2004, Billard et al. 2005a, 2005b, 2010, Engel et al. 2005,
Coyer et al. 2011); F. ceranoides & F. vesiculosus (Neiva et al. 2010); F. serratus &
F. evanescens (Coyer et al. 2007). Da es sich hierbei um diézische Individuen handelte
und gleichzeitig echte Vesikel zu beobachten waren, wurden diese zunichst
F. vesiculosus zugeordnet. Es ist allerdings zu beachten, dass Hybride der Taxa
F. vesiculosus und F. spiralis sowohl monozische als auch didzische Phinotypen aus-
bilden kénnen (Billard et al. 2005b) und damit eine Artzuordnung einzig basierend auf
der Héusigkeit schwierig ist.

Auch das Auftreten extremer morphologischer Auspriagungen aufgrund hoher phénoty-
pischer Plastizitét ist, nach dem jetzigen Stand der Untersuchungen, ebenfalls zu unter-
stiitzen; mehrere Individuen abweichender Morphologie befanden sich genotypisch
konsistent im Bereich morphologisch ,,eindeutiger F. vesiculosus-Individuen ohne auf-

fallige Allele aufzuweisen.
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Als Ergebnis dieses Teils der Studie stellt sich die Frage nach den sexuellen Isolations-
mechanismen im Bereich F. spiralis & F. vesiculosus. Mehr noch, angesichts der ext-
remen Bandbreite der morphologischen Ausprigung, ob die hier vorgenommene Eintei-
lung entsprechend der Hausigkeit zuldssig ist. In anderen Gruppen der Algen wird Héu-
sigkeit nicht als primédres Merkmal anerkannt (Porphyra tenera, Chara canescens),
auch bei hoheren Pflanzen sind Fille (z. B. Opuntia robusta) bekannt, in denen sowohl
mon- als auch didzische Individuen innerhalb einer Art vorkommen (Del Castillo und
Argueta 2009). Um hier zu einer Klarung zu kommen, mufl der Umfang an analysierten
nocheinmal deutlich erweitert und zusitzliche Marker in die Analyse einbezogen wer-
den. In jedem Fall handelt es sich bei diesem Komplex um 6kologisch gut getrennte
Taxa, so dass die Vermutung nahe liegt, dass der Isolationsmechanismus vor allem in
der rdumlichen Trennung besteht, d. h. in der unterschiedlichen Lage im Litoralgradien-
ten. Dass es bei einem derartigen Isolationsmechanismus vor allem beim Vorliegen ge-
ringer Gezeitenamplituden zu Hybridisierungen kommen kann, iiberrascht nicht und
wurde vor allem bei der Trennung von F. spiralis und F. spiralis var. platycarpus be-
reits beschrieben (Zardi et al. 2011). Hybridisierung als Folge rdumlichen Zusammen-
treffens von Arten mit dhnlichen 6kologischen Anspriichen ist selbst aus dem Tierreich
bekannt; dass Verhalten der GroBmowenarten sei hier als Beispiel genannt (Hybridisie-
rung von Larus cachinnans und Larus argentatus nach rdumlicher Trennung wihrend

der Eiszeit (Mayr 1963, Knijff et al. 2001)).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass es sich bei den auffalligen Morphoty-

pen auf Helgoland nicht um eine neu eingewanderte Art handelt und die Hypothese 3

— Der auffillige Morphotyp der Gattung Fucus auf Helgoland ist ein Okotyp von

F. vesiculosus. —

beibehalten werden kann. Alle Individuen abweichender Morphologie konnten in den
F. spiralis & F. vesiculosus-Komplex eingeordnet werden. Nach den ggw. giiltigen Kri-
terien, die die Hausigkeit als ein differentialdiagnostisches Merkmal behandeln und die
Anwendung des phanetischen Artkonzeptes im Bereich der Phykologie fordern (ICBN),
miissen alle diese Individuen F. vesiculosus zugeordnet werden.

Wendet man das phylogenetische Artkonzept an, handelt es sich zumindest bei einigen

dieser Individuen um Hybride zwischen F. spiralis und F. vesiculosus.
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Im Rahmen dieser Studie wurde eine ausfiihrliche Ubersicht iiber die Morphologie der

auf Helgoland vorkommenden Fucus-Arten geschaffen die direkt mit molekulargeneti-

schen Daten verkniipft wurde. Dabei konnten neben typischen Auspriagungen eine Rei-
he von morphologisch untypischen Individuen beobachtet und dokumentiert werden,
die bislang auf Helgoland nicht beschrieben waren:

F. spiralis mit sehr schmalem Thallus und kleinen, fast randlosen Rezeptakula - damit
entspricht diese Form dem Typus der Art und kann von der auf Helgoland hauptséch-
lich als F. spiralis var. platycarpus angetroffen Form morphologisch unterschieden
werden. Dabei ist zu beachten, dass eine genetische Differenzierung beider Formen in
dieser Studie nicht dargestellt werden konnte.

F. vesiculosus ohne Vesikel und mit extremer Variabilitit der Rezeptakelform (breit &
grof3, spitz & lang, z.T. mit angedeutetem sterilem Rand) - hier ist vor allem die Ver-
kniipfung mit molekulargenetischen Daten interessant, die eindeutig auf Hybridisie-
rung hinweist, wobei bereits Burrows und Lodge (1951) Hybride zwischen
F. vesiculosus und F. spiralis beobachten konnten, die echte Vesikel und Rezeptakel
mit ausgepréagtem sterilen Rand aufwiesen.

F. serratus mit ungezihntem Rand - damit &hnelten sie Hybriden von F. serratus und
F. vesiculosus, bei denen neben einem nur leicht gezdhnten Rand auch mehrfingrige
Rezeptakula auftraten (Burrows und Lodge 1951). Fiir die auf Helgoland gefundenen
Individuen war jedoch eine Zuordnung fertiler Exemplare anhand der Rezeptakelform
(flach, ungeteilt) problemlos moglich; auch genetisch waren diese Individuen eindeu-

tig dieser Art zuzuordnen.

Die Verwendung des Kernmarkers PDI erwies sich fiir die genetische Differenzierung
von F. ceranoides als hilfreich. Zur Analyse des F. vesiculosus / F. spiralis-Komplexes
sind jedoch weitere genetische Untersuchungen notwendig, wobei auf Chloroplasten-
marker aufgrund der vergleichbar hohen Hybridisierungsrate und der damit einherge-
henden Introgression (z. B. Neiva et al. 2010) verzichtet werden sollte. Aufgrund der
schnellen evolutiondren Entwicklung und einer damit verbundenen Radiation dieser
Gattung sollten dabei populationsspezifische Mikrosatelliten zur Anwendung kommen,
bei denen auch dkologische Unterschiede nachzuvollziehen sind und bereits erfolgreich
zur genetischen Charakterisierung unterschiedlicher Fucus-Arten verwendet wurden
(Bergstrom et al. 2005, Zardi et al. 2011). In den Analysen von Zardi et al. (2011) wur-

de zusétzlich eine Kombination 14 verschiedener SNP-Marker (,,single nucleotide po-
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lymorphism* v.a. Gene, die in Zusammenhang mit Strereaktionen stehen) zur Tren-
nung von allopatrischen Populationen von F. vesiculosus, F. spiralis und F. spiralis
var. platycarpus eingesetzt. Eine mogliche Anwendbarkeit dieser Marker fiir die Insel
Helgoland, aber auch zur genetischen Differenzierung von F. cottonii und F. radicans

konnte weitere Einsichten in die Evolution der Gattung Fucus ermdglichen.
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5. Zusammenfassende Diskussion

Die Differenzierung von Pflanzenarten an Hand der traditionellen morphologischen und
Okologischen Kriterien, stellt hidufig selbst fiir Experten eine Herausforderung dar und
ist in vielen Fillen nur in begrenztem Malle realisierbar. Die Hinzuziehung genetischer
Methoden kann dabei Hilfestellung bei der Identifizierung und Klassifizierung von Bio-
diversitét leisten; mit diesem Methodenrepertoire ist es mdglich, die morphologischen
Kriterien, die zur Abgrenzung der Taxa verwendet werden, zu wichten und zu werten
(Hollingsworth et al. 2011). So konnten Heinrichs et al. (2011) mit Sequenzen chloro-
plastiddrer und ribosomaler Marker kryptische Arten innerhalb der Gattung Porella
identifizieren. Fiir die Gattung Acacia sowie die Familie Podostemaceae konnten mit
dem Marker matK jeweils 100 % der morphologisch bestimmten Arten auch genetisch
charakterisiert werden (Newmaster und Ragupathy 2009, Kelly et al. 2010). Gleiches
gilt fiir die Lebermoose Asterella, bei denen allein mit Sequenzen des Gens rbcL 90 %
der morphologischen Arten identifiziert werden konnten (Hollingsworth et al. 2009);
generell wurden bei den Bryophyta mit Hilfe genetischer Methoden zahlreiche krypti-
sche Arten entdeckt (Bickford et al. 2007, Heinrichs et al. 2009). Innerhalb der Gruppe
der Makroalgen erwies sich der mitochondriale Marker cox1 zur Analyse der inter- aber
auch der intraspezifischen Variabilitét fiir Rotalgen (Rodophyta) als sehr effektiv (Rob-
ba et al. 2006). In diese Riege der positiven Beispiele reihen sich die Analysen der Gat-
tungen Nitella und Tolypella ein, bei denen mit Hilfe unterschiedlicher genetischer
Marker die morphologischen Mikroarten bestitigt und zusétzlich fiir letztere auch Zwil-

lingsarten identifiziert werden konnten (Sakayama 2008, Perez et al. 2014).

Im Gegensatz dazu konnte fiir die Gattung Chara, mit den in dieser Studie genutzten
Markern, nur eine geringe genetische Variabilitit detektiert und lediglich ca. 60 % der
morphologischen Mikroarten genetisch charakterisiert werden. Diese niedrigen Werte
stimmen mit bereits publizierten Ergebnissen zur genetischen Struktur der Gattung
Chara iiberein (Meiers et al. 1999, Mannschreck 2003, Schaible et al. 2009, Schneider
et al. 2015b). Auch die daraus resultierende vergleichsweise geringe Deckung der Er-
gebnisse phylogenetischer Untersuchungen mit den traditionellen morphologischen Kri-
terien zur Artabgrenzung ist fiir Pflanzen keine Seltenheit. Hollingsworth et al. (2009)
konnten trotz der Verwendung unterschiedlichster Marker nur eine maflige bis schlechte

Ubereinstimmung mit den traditionellen Methoden fiir die Gattungen Araucaria (32 %)
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oder Inga (69 %) nachweisen. Gleiches gilt fiir die Gattung Alnus, bei der basierend auf
nrlTS-Sequenzen nur ca. 70 % der morphologischen Arten genetisch getrennt werden
konnten (Ren et al. 2010). Fiir die Gattungen Picea und Quercus sowie auch fiir eine
Gruppe wilder Tomaten (Solanum) konnten so gut wie keine Ubereinstimmungen mit
den traditionellen Systemen beobachtet werden (Spooner 2009, Ran et al. 2010, Piredda
et al. 2011). Das zuletzt beschriebene Bild konnte auch fiir die in dieser Studie analy-
sierten Taxa der Gattung Fucus beobachtet werden - dabei wurde fiir das F. vesiculosus-
Cluster zwar eine gro3e genetische Variation der Haplotypen, jedoch kein Zusammen-

hang zwischen diesen und den morphologischen Systemen gefunden.

Fiir die Gesamtheit der eben beschriebenen Beispiele wurde die Qualitdt der geneti-
schen Ergebnisse, anhand des Kriteriums der Ubereinstimmung mit dem Ergebnis der
traditionellen morphologischen Analyse, bewertet. Damit bleibt das Problem innerhalb
der Markroalgen bestehen, dass phénotypische Konzepte auf vegetativen Merkmalen
beruhen, die hiufig keinerlei Bezug zur Reproduktion aufweisen und damit die traditio-
nellen Systeme selbst einer Priifung unterzogen werden sollten. Auch fiir die hier unter-
suchten Gattungen Chara und Fucus sind zahlreiche quantitative Merkmale, die durch
Umwelteinfliisse verdndert werden konnen, beschrieben. Das auffilligste Beispiel fiir
F. vesiculosus ist dabei wohl das Vorhandensein echter Blasen, welches negativ mit
dem Expositionsgrad und dem Wellengang korreliert (Burrows und Lodge 1951). Wei-
terhin sind Anderungen des Salzgehaltes mit nahezu allen vegetativen Merkmalen posi-
tiv korreliert (Back et al. 1992, Ruuskanen und Béck 1999, Burrows und Lodge 1951).
Auch innerhalb der Gattung Chara sind eine Vielzahl vegetativer Merkmale (z. B. Ge-
samtldnge, Berindung der Internodien und Quirldste, Anzahl und Linge von Stacheln
und Stipularen, Bildung von Gametangien) beschrieben, die durch Umweltparameter
wie z. B. Licht, Temperatur, Néhrstoffgehalt, Salinitit oder Wellenbewegung beein-
flusst werden (z. B. Corillion 1957, Wood und Imahori 1965, Blindow und Schiitte
2007, Bociag et al. 2009, Schaible et al. 2012, Schneider et al. 2015a). Das neben diesen
abiotischen auch biotische Umweltfaktoren einen Einfluss auf den Phénotyp von Mak-
roalgen haben konnen, haben Untersuchungen an Hydra (Rahat und Dimentman 1982)
oder der Griinalge Ulva (Wichard 2015) gezeigt, bei denen die Zusammensetzung der
epiphytischen Bakterienflora iiber die Ausbildung unterschiedlicher Phénotypen ent-

scheidet. Derartige Untersuchungen fehlen bisher fiir andere Gruppen der Makroalgen.
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Inwieweit diese vegetativen Merkmale einzig durch die Umwelt oder doch zumindest
teilweise durch den Genotyp beeinflusst werden, kann mit den traditionell genutzten
Markern nicht geklart werden. Diese Marker zielen nahezu durchgingig auf Regionen,
die keinen unmittelbaren Bezug zur Ausbildung morphologischer Merkmale besitzen.
Vielmehr besteht das Hauptkriterium fiir ihre Nutzung, in der moglichst optimalen Sub-
stitutionsrate, wobei davon ausgegangen wird, dass sie sich parallel zum restlichen Ge-
nom entwickeln. Betrachtet man jedoch die unterschiedlichen Evolutionsgeschwindig-
keiten der untersuchten Kompartimente?!, die Unterschiede zwischen kodierenden und
nicht-kodierenden DNA-Abschnitten oder auch die Variabilitit zwischen unterschiedli-
chen Proteinen*, ist eine Parallelitiit zwischen Morphologie und genetischem Marker

nur schwer gegeben und die Wahl des optimalen Markers duf3erst schwierig.

Dank der schnell voranschreitenden Technik stehen seit einigen Jahren immer mehr
Sequenzen von Gesamtgenomen zur Verfligung; mittlerweile ist damit die Grundlage
zur Identifizierung funktionaler Gene geschaffen, so dass zumindest prinzipiell auch die
genetische Basis von Phanotypen untersucht werden kann (Alonso-Blanco et al. 2005,
2009). Neben wenigen qualitativen Merkmalen beruht die Mehrzahl der phénotypischen
Variabilitdt auf quantitativen, d. h. sich kontinuierlich verdndernden Merkmalen, welche
selten auf Allelvariationen einzelner Gene (,,monogenic*), meist jedoch auf Polymor-
phismen verschiedener loci oder Gene (,,multigenic*) zuriickgehen. In der Literatur sind
diese Bereiche des Genoms als ,,quantitative trait loci* (QTL) und ,,quantitative trait
genes* (QTGs) gekennzeichnet (Alonso-Blanco et al. 2005). Ausgehend von Untersu-
chungen an Modelorganismen wie Arabidopsis thaliana oder Oryza sativa konnten in
den vergangenen 15 Jahren vor allem innerhalb der Nutzpflanzen eine Vielzahl an
QTLs identifiziert werden, die z. B. fiir die Ausbildung morphologischer Merkmale, den
Zeitpunkt der Bliite und der Keimung oder auch der Nahrstoffaufnahme verantwortlich
sind (Mitchell-Olds et al. 2007, Alonso-Blanco et al. 2009). Weiterfiihrende Untersu-
chungen zu QTLs konnten Einsichten zur intra- aber auch interspezifischen Variabilitit
der Taxa der Gattung Chara und damit deren Grenzen ermdglichen, sowie den Weg der

Speziation genauer beurteilen. Mit den Sequenzen des ersten Kerngenoms der Gattung

31 Die mitochondriale DNA bei Wirbeltieren ist vergleichsweise variabel: evolviert 10-20mal schneller
als die Kern-DNA. Bei Pflanzen z&hlt sie, im Gegenzug, zu den am stérksten konservierten Bereichen.
Dagegen ist bei Pflanzen die Mutationsrate der Chloroplasten-DNA 3mal und die der Kern-DNA ~6x
grofBer als die, der mitochondrialen DNA.

32 So ist die Evolutionsgeschwindigkeit sogenannter houskeeping genes (z.B. Histone, strukturelle Protei-
ne des Cytoskeletts — Myosin, Actin) geringer als in organspezifischen Proteinen (Zhang und Li 2004).
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Chara, welche zurzeit analysiert werden, konnte sich in nichster Zukunft ein interessan-
tes Arbeitsfeld eroffnen. Aber auch ohne die Sequenzen eines kompletten Genoms kon-
nen Gene mit Hilfe von EST-Datenbanken identifiziert werden, die z. B. wihrend der
Ontogenese fiir die Ausbildung morphologischer Merkmale oder wahrend Stressreakti-
onen fiir deren Anpassung verantwortlich sind. Eine erste Anwendung erfolgte z. B.
bereits fiir die Differenzierung von F. spiralis und F. spiralis var. platycarpus, bei de-
nen u. a. das Gen des Hitzeschockproteins HSP90 zur Anwendung kam (Zardi et al.

2011).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass fiir eine phylogenetische Analyse von
Makroalgen gruppenspezifisch entwickelte Marker die gro3te Aussicht auf eine Darstel-
lung von natiirlichen Clustern besitzen und universelle Barcodes, die dariiber hinaus
moglichst kurz und gruppentibergreifend sein sollten, nur in begrenztem Mal3e zur Re-
konstruktion phylogenetischer Systeme geeignet sind. Dabei muss die Verwendung
weiterer Marker jedoch nicht unbedingt zu einer gro3eren genetischen Variabilitit oder

Trennung von Taxa fiihren (Li et al. 2015).

Die in dieser Studie analysierten Gruppen ergaben mit den hier verwendeten geneti-
schen Regionen sehr unterschiedliche Szenarien. Innerhalb der Gattung Fucus war die
Nutzung chloroplastiddrer Sequenzen zur Differenzierung von Arten nicht geeignet
(Coyer et al. 2006a). Auch der hier verwendete nukleare Marker wies nur geringfiigige
Gemeinsamkeiten zu morphologischen Charakteren auf und konnte lediglich zur Diffe-
renzierung von GroB3gruppen genutzt werden. Wohingegen eine Klarung der Beziehun-
gen innerhalb der Cluster nicht moglich war. Dennoch wurde eine grofle genetische
Variabilitdt nachgewiesen, die die vorherrschende Ansicht unterstiitzte, dass die Gat-
tung Fucus eine schnelle genetische Entwicklung erfahrt. Diese hohe genetische Varia-
bilitdt wird vor allem mit der adaptiven Radiation, bedingt durch das Wachstum in der
Gezeitenzone und die damit einhergehenden Extremzustinde (Céanovas et al. 2011), in
Verbindung gebracht. Aber auch die hohe Hybridisierungsrate und die damit verbunde-
ne Introgression v. a. des gesamten Chloroplastengenoms (aber auch Teilen des Kern-
genoms, siche Neiva et al. 2010, 2012), bieten immer wieder Ausgangspunkte zur Di-
versifikation der Fucus-Taxa (Coyer et al. 2006b, 2011, Zardi et al. 2011).

Die im Gegensatz dazu sehr geringe genetische Variabilitdt innerhalb der Gattung Cha-
ra kann zum einen durchaus ein Indiz dafiir sein, dass die Artgrenzen des Mikroarten-

Konzeptes zu eng definiert sind und Wood und Imahori (1965) mit der Einfiihrung von
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Makroarten eine natiirlichere Taxonomie fiir diese Gattung entwickelt haben; auch
wenn die Ergebnisse deutlich machen, dass die genetischen Cluster doch variabler sind,
als von Wood und Imahori (1965) prognostiziert. Auf der anderen Seite kann diese ge-
ringe genetische Variabilitdt vor allem in Verbindung mit der groBen morphologischen
Plastizitdt der Gattung noch weitere, sehr vielfiltige Ursachen haben, die im Folgenden
erldutert werden sollen.

Im Allgemeinen kdnnen geringe genetische Unterschiede bei Gruppen beobachtet wer-
den, die beispielsweise durch einen genetischen Flaschenhals geprédgt sind und damit
gerade am Beginn eines Speziationsprozesses stehen (Hollingworth et al. 2011). Vor
allem in Beziehung mit einer erneuten Radiation nach eiszeitlichen Perioden kann diese
Form der Artbildung fiir zahlreiche Gruppen in N-Europa beobachtet werden (Hewitt
1996). Zwar kann die Entwicklung der Gattung Chara auf das Neogen datiert werden
(vor 4-12 Mio Jahre, Karol 2004), jedoch wurde das Alter der einzelnen Sektionen bis-
her nicht bestimmt und konnte viel jiingeren Datums sein. Einzelne Sektionen wie
Hartmania oder Chara konnten sich demzufolge erst in jiingerer Zeit entwickelt haben
und damit geringere genetische Unterschiede aufweisen.

Eine weitere mogliche Ursache fiir die geringe genetische Variabilitit konnte in den
Eigenschaften als Pionierpflanze zu suchen sein. Zum einen besiedeln sie dabei immer
wieder Habitate, dessen Okologische Bedingungen unbekannt sind und zum anderen
besitzen sie, basierend auf der Oosporenverteilung durch Wasserviogel (Proctor 1962),
eine sehr groBBe raumliche Verbreitung. Beide Prozesse erhohen die Wahrscheinlichkeit,
dass sich Linien mit einer groen Plastizitit entwickeln (Hendry 2015). Dabei passen
Organismen ihren Phinotyp optimal an die jeweils herrschenden dkologischen Bedin-
gungen an, was im Folgenden zu einer Erh6hung der Fitness und damit zur Kolonisati-
on des Habitats fiithren kann - ein Prozess, der unter dem Begriff ,,Baldwin-Effekt* zu-
sammengefasst wird (Crispo 2007). Neben einer adaptiven Radiation, die im Weiteren
zur Erhohung der genetischen Variabilitét fithren wiirde (z. B. tropische Fische, Dar-
win-Finken), kann aber auch der gegenteilige Effekt auslost werden. Dabei schirmt die
Plastizitdt den Genotypen vor Selektionsmechanismen ab und verlangsamt damit die
genetische Anpassung (Huey und Kingsolver 1993, Linhart und Grant 1996, Byars et al.
2007, Ghalambor et al. 2007). Diese Form der Entwicklung konnte, wenn auch in weit
geringerem Malle, bereits fiir zahlreiche Organismengruppen beobachtet werden (Co-
nover et al. 2009). Jedoch impliziert diese Art der Interpretation, dass Organismen stets

den optimalen Phinotypen ausgebildet haben, wobei das Vorhandensein unterschiedli-
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cher morphologischer Formen mit identischem Genotyp, die das gleiche Habitat besie-
deln, dieser Hypothese widersprechen wiirde (vergl. C. baltica & C. liljebladii). Schei-
ner und Holt (2012) entwickelten, basierend auf Modelluntersuchungen zur Ausbildung
genetisch variabler oder plastischer Eigenschaften von Populationen, die Theorie, dass
diese unter bestimmten Voraussetzungen eine Hyperplastizitét (,,nonadaptive®) ausbil-

33« gein konnte. Das Vor-

den konnen, die in diesem Fall ein Indikator fiir ,,bet-hedging
handensein einer grofen rdumlichen Verbreitung (Vektor Wasservogel) in Verbindung
mit einer ebenfalls groBBen zeitlichen Variation (Dormanz) kann zu einer Vielzahl an
nicht-optimal angepassten Phénotypen fiihren. Da die Fitness iiber die gesamte Nach-
kommenschaft bestimmt wird, wichst bei einer plastischen Linie die Wahrscheinlich-
keit, dass zumindest einige Individuen produziert werden, die optimal an die zukiinftig
gegebenen Bedingungen angepasst sind.

Zur Priifung, inwieweit eine der eben genannten Hypothesen auf die Gattung Chara

angewendet werden kann, ist sowohl ein Ausbau der taxonomischen, aber auch der re-

gionalen Datenbanken notwendig.

Neben den eben beschriebenen Hypothesen konnen jedoch auch andere, durchaus ver-
erbbare Mechanismen fiir die Ausbildung von morphologischen oder physiologischen
Modifikationen verantwortlich sein, die sich nicht in unterschiedlichen Gensequenzen
widerspiegeln und damit durch die weiter oben beschriebenen Methoden auch nicht
quantifiziert werden konnen; dazu gehoren Phinomene wie Polyploidisierung oder auch

Epigenetik.

Dass Polyploidie sowohl in der Tier-, vor allem aber auch in der Pflanzenwelt immer
wieder zur Differenzierung beigetragen hat, ist in der Literatur hinreichend dokumen-
tiert (z. B. Briggs und Walters 1997, sieche Box-Polyploidie) und konnte auch innerhalb
der Characeae fiir die Taxa N. opaca (n=6) und N. flexilis (n=12) beobachtet werden.
Dabei wird davon ausgegangen, dass die doppelte Chromosomenzahl n=12 auf die Hyb-
ridisierung zwischen zwei Arten mit n=6 zurlickgeht (Sawa 1965, Ramjee und Bhat-
nagar 1978). Weiterhin kann festgestellt werden, dass von den sechs grofiten Genomen,
die innerhalb der Griinalgen beschrieben wurden, finf der Gattung Chara zugeordnet

werden konnten (Bennett und Leitch 2012; z. B.: C. contraria 20.000 Mb), wobei eben-

33 “pet-hedging” ist eine evolutiondre Strategie, die z.B. innerhalb der Gruppe der Bakterien bereits expe-
rimentell untersucht wurde (Beaumont et al. 2009). Dabei produziert eine Generation genetisch identische
Nachkommen, die sich jedoch unterschiedlich an gegebene Habitatbedingungen anpassen kénnen — ,,not
to put all your eggs in one basket™.
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falls davon ausgegangen wird, dass viele der Arten polyploid sind (Kapraun 2007). Oh-
ne verldssliche Angaben zu Chromosomenzahlen, konnen solche Vermutungen jedoch

weder bestitigt noch verneint werden (siche Box — Polyploidie).

Samtliche genetische und nicht-genetische Faktoren, die die Genexpression in den Zel-
len selektiv verdndern und damit unterschiedliche Phanotypen produzieren, werden un-
ter dem Begriff Epigenetik zusammengefasst (Hall 1992). Dazu zéhlen Regulationsme-
chanismen, die durch DNA-Methylierung oder Modifikation chromosomaler Proteine
(z. B. Histone) hervorgerufen werden (Biemont 2010, Hallgrimsson und Hall 2011,
Moazed 2011, Molaro et al. 2011), sowie die Regulation von Genen durch kleine RNA-
Molekiile (Kosik 2009, Hallgrimsson und Hall 2011). Aktuelle Studien konnten dabei
zeigen, dass epigenetische Regulationen auch intraspezifische Variationen hervorrufen
konnen (z. B. das GroBenwachstum oder den Zeitpunkt der Bliite, (Vaughn et al. 2007,
Bossdorf et al. 2008, Ambrose und Purugganan 2013)) und dabei experimentell erzeug-
te Methylierungsmuster iiber mehrere Generationen vererbt werden (Iwasaki und Pasz-
kowski 2014, Johannes et al. 2009). Auch fiir die Gattung Chara wurden bereits verein-
zelt Untersuchungen zur DNA-Methylierung vorgenommen; so konnten Kunachowicz
(2001) Variationen zwischen Individuen einer Art darstellen und Schaible (2006) unter-
schiedliche Methylierungsmuster zwischen parthenogenetischen und diézischen Popula-
tionen von C. canescens beobachten. Weiterfilhrende Untersuchungen sind notwendig,
um zu bestimmen, inwieweit derartige Regulationsmechanismen die Ausbildung unter-
schiedlicher Phinotypen innerhalb der Gattung Chara beeinflussen, oder auch, ob expe-
rimentelle Anderungen der Methylierungsmuster verinderte Phénotypen hervorrufen

konnen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass genetische Methoden und damit der
Proximatfaktor genetische Ahnlichkeit durchaus zur Differenzierung von Makroalgen
genutzt werden konnen. Dabei waren die durch die Kladistik erzeugten Stammbidume
mit den Artclustern kongruent und boten zudem, wie fiir die Gattung Nitella dargestellt,
weiterfithrende Informationen iiber intraspezifische Variationen. Dariiber hinaus konnte
in dieser Studie aber auch gezeigt werden, dass Ergebnisse aus genetischen Analysen
widerspriichlich zu dem anderer Konzepte — Morphologie, Okologie, Biologie — ausfal-
len konnen, wobei diese dann nicht per se als falsch angesehen werden sollten. Die

Wahl der ,richtigen® genetischen Marker ist dabei entscheidend, da eine Parallelitét
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zwischen Anderungen des Phénotyps und Mutationen innerhalb der traditionell genutz-
ten genetischen Marker nicht unbedingt gegeben sein muss. Eine Erweiterung des gene-
tischen Methodenrepertoires kann dabei im Folgenden zur Aufdeckung von Variationen
fiihren. Aber auch im Falle der ,,richtigen* genetischen Marker konnen Faktoren wie
Riickmutationen oder das Vorhandensein von homologen Bereichen die genetische Va-
riabilitdt unterschiedlicher Arten herabsetzen. Phdnomine wie epigenetische Variatio-
nen oder Polyploidie konnen ebenfalls zu Unterschieden fiihren, die nicht auf die ,,blo-
e Nukleotidfolge zuriickzufiihren sind. Zum anderen konnen aber auch ultimative
Faktoren, die z. B. durch die Funktion der Organismen im Okosystem, bestimmt wer-
den, Ursachen fiir hohe genetische Ahnlichkeiten zwischen den Clustern liefern. Genau-
so wie historische Faktoren, die durch die phylogenetischen oder auch demografischen
Strukturen beeinflusst werden, die genetische Variabilitdt zwischen den Arten oder Po-

pulationen beeinflussen kdnnen.

Grundsatzlich unterstiitzen die Ergebnisse dieser Studie die Verwendung pluralistischer
Systeme, wobei das Zusammenspiel von proximaten Faktoren - Informationen zur
Struktur (z. B. Morphologie, genetische Sequenzen), ultimativen Faktoren - Informatio-
nen zur Funktion (z. B. Okologie, Verhalten) und historischen Faktoren (z. B. Phyloge-

netik, Demografie) das Gesamtbild einer Art definieren.
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(BOX — POLYPLOIDIE

~

r

Polyploidie

voneinander getrennt. Kann natirlich: durch Stoffwechselstérungen, Umwelteinfliisse (Kélte), oder kiinstlich: durch Gifte (Colchizin, 8-Hydroxychinolin
kinduziert werden. Vor allem bei Pflanzen, aber auch bei Tieren, kann Polyploidie zur sympatrischen Artbildung fiihren.

Allopolyploidie

= Chromosomenséatze stammen von ver-
schiedenen Arten (Hybridisierung).

- bei Nutzpflanzen weit verbreitet, z.B.:

Weizen: es existieren diploide (Einkorn), allo-
tetraploide (Dinkel, Emmer, Hartweizen) und
sogar allohexaploide Formen (Saatweizen),
an deren Entstehung 3 Arten beteiligt waren,
~40 unterschiedliche allopolyploide Formen
sind bekannt.

Tabak: ~ 60 allopolyploide Formen bekannt,
Chromosomenzahlen reichen von 36 bis 144.

( )

[

]
Autopolyploidie

= das Vorhandensein von mehr als zwei vollstandigen Chromosomensatzen. Durch Fehler innerhalb der Meiose werden homologen Chromosomen nichﬂ
)

= Vervielfachung arteigener Chromosomensétze.

1

- bei Nutzpflanzen haufig: triploide Zuckerriibe, Apfelbaum
,Gravensteiner”

- aber auch fiir die Evolution von Pflanzen bedeutend:

- autotetraploide Formen von Arabidopsis thaliana konnten
sich schneller als diploiden Verwandte an Extremhabitate
anpassen. Ursache: Unterschiede in der Expression von
Genen & Methylierungsmustern beeinflussten Prozesse die
z.B. mit Photosynthese, Zellwandbau oder Stressmanage-
ment in Verbindung standen (Zheng et al. 2010).

- Genomverdopplung fiihrte wahrscheinlich zur Symbiose
zwischen Leguminosen und Rhizobien. Ursache: ein Teil des
Genoms konnte Funktionen aufrecht erhalten, der zweite
Teil dagegen durch Mutation neue Funktionen erwerben -
Bildung von Wurzelknélichen (Young et al. 2011).

- nur bestimmte Gewebe oder Zellen
des Organismus betroffen
Endocycle
i Vermehrung des DNA-Gehalts,
: aber keine Teilung des Zellkerns  :
i z.B. Leberzellen bei Saugetieren ',:

Teilung des Zellkerns, aber nicht
: der Zelle, z.B Blatthaare von
' Arabidopsis t

assssmssssmssssssssssnnnnnnnnnnnnnnn?

-auch in Kombination zu beobachten
(Hautzellen bei Maus & Mensch)

Characeae

In einer Vielzahl der Bestimmungsliteratur sind Angaben zu Chromosomenzahlen unter-
schiedlicher Taxa aufgefiihrt, jedoch existieren kaum Informationen zu deren Erhalt:

Wer hat die Zahlen erhoben? Mit welcher Methode? Aus welchen Kompartimenten?

\

Das fiihrte zu einer Vielzahl an schwer interpretierbaren Werten: fiir einige Arten existieren
zahlreiche Zahlen: C. contraria n= 24, 26, 28 bis >40; C. hispida n=28, 36 (Krause 1997,
Lindenbein 1927), dagegen sind fiir andere keine Angaben zu finden: z.B. C. rudis. Bevor
Chromosomenzahlen fiir taxonomische oder systematische Analysen genutzt werden kon-

nen, miissen vor allem methodische Fragen geklirt werden:

Methodik

Zellwand: Hydrolyse durch Calciumcarbonat-Einlagerungen erschwert (Wang und Dai
2008). Der Einsatz von Pectinasen und Cellulasen kann hilfreich sein.

Metaphase: statistisch hoher in meristematischen Geweben, Gehalt kondensierter Chromo-
somen in Filamenten der Antheridien am hochsten, daher diese oftmals verwendet (Sawa
1965) Aber: Unterschiede im Polyploidiegrad innerhalb der untersuchten Kompartimente
bisher kaum berticksichtigt.

Ort der Meiose

Fiir Characeen gilt bisher die Annahme, dass die eigentliche Alge haploid und die Oospore
diploid ist (Shen 1967b). Die einzige bisher belegte Ausnahme bildet dabei die parthenoge-
netische C. canescens (Ernst 1918). Der eigentliche Ort der Meiose konnte bisher noch
nicht endgiiltig gekldrt werden: nach Oechlkers (1916) ist es der erste Schritt der QOospo-
renkeimung. Dagegen soll die Meiose nach Gongalves da Cunha (1936) erst wiahrend der
Bildung des Sprosses aus dem Protonema stattfinden. Sicher ist, dass sie nicht wahrend
der Bildung der Spermatozoiden stattfindet, wonach die Filamente der Antheridien folglich
haploid sein sollten (Shen 1967a, 1967b).

Aneuploidie & Amitosis

Filamente der Antheridien: unterschiedliche Chromosomenzahlen konnten in den Fila-
menten von C. corallina n=14, 21, 28, 36, 42 beobachtetet werden - eine Form der Aneup-
loidie (Endocycle) (Chaudhary und Dash 1991).

Viel-Kernigkeit der Internodialzellen: Amitose (Endomitose), Anzahl der Kerne in den
Zellen korreliert mit dessen Grofle, z. B.: 56 mm lang, ~ 2000 Kerne, DNA-Gehalt aller

(-

Kerne vergleichbar (Shen 1967a). )
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, die Anwendbarkeit der grundlegenden Artkonzepte fiir Mak-
roalgen-Arten zu untersuchen und die Aussagekraft der gegenwiértig zur Artabgrenzung
genutzten morphologischer Merkmale mit Hilfe genetischen Analysen zu iiberpriifen.
Dabei sollten die gewonnenen phylogenetischen Informationen als objektives Mal} fiir
Verwandtschaftsverhéltnisse dienen und mit den Ergebnissen morphologischer Analy-
sen verglichen werden.

Fiir diese Studie wurden exemplarisch Algen aus der Familie der Characeae (Srepto-
phyta) und der Gattung Fucus (Phacophyceae) verwendet, da in diesen Gruppen aktuell
Probleme bei der Artabgrenzung aufgetreten waren. Fiir die Verwendung beider Grup-
pen als z. B. Bioindikatoren innerhalb der Europdischen Wasserrahmenrichtlinie (EU-
WRRL) sollten innerhalb dieser Arbeit die Abgrenzung einzelner Taxa erdrtert werden.

Fiir die genetische Analyse der Gattung Chara wurden in unterschiedlichen Datensets
drei Chloroplasten- und zwei Kernmarker (~6000 bp) von 32 Individuen aus Schweden,
genetisch charakterisiert. Die 15 durch morphologische Charakteristika unterschiedenen
Taxa wurden in der phylogenetischen Analyse in 11 genetische Cluster gruppiert. Da
mit Hilfe des Chloroplasten-Markers matK insgesamt eine der hochsten genetischen
Trennungen innerhalb der Gruppe beobachtet werden konnte, wurden in einem weiteren
Schritt 219 Individuen der Gattungen Chara und Lamprothamnium in 15 Liandern Eu-
ropas und vereinzelt auch in der Ukraine, Russland und N-Afrika gesammelt und
~900 bp des Markers matK sequenziert. Dabei konnten die 24 bestimmten morphologi-
schen Taxa ebenfalls in 11 genetische Cluster gruppiert werden. In beiden Analysen
wurde jedoch eine geringe genetische Variabilitdt zwischen den untersuchten morpho-
logischen Taxa, bei einer gleichzeitigen groen morphologischen Plastizitdt innerhalb
der ermittelten genetischen Cluster, deutlich. Auf der einen Seite konnten genetische
Haplotypen eindeutig morphologischen Merkmalen/Taxa zugeordnet werden (z. B.
C. tomentosa, C. globularis, C. canescens). Auf der anderen Seite konnten aber auch
genetische Cluster beobachtet werden, die eine sehr grole Spannbreite an morphologi-
schen Ausprigungen zeigten und unterschiedliche Taxa in Gruppen vereinten (z. B.
C. contraria & C. filiformis & C. denudata oder C. virgata & C. strigosa). Mit Hilfe der
hier verwendeten genetischen Marker konnte das Makroarten-Konzept von Wood und
Imahori (1965) nicht bestitigt werden. So konnte z. B. der Makroart ,,C. globularis*

eine Vielzahl unterschiedlicher genetischer Typen zugeordnet und dabei unterschiedli-
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che Taxa voneinander unterschieden werden. Jedoch wurde auch das Mikroarten-
Konzept nicht vollstindig durch die hier verwendeten genetischen Marker dargestellt.
Vor allem innerhalb der Subsektionen Hartmania und Chara, bei denen die genetischen
Analysen auf eine enge Verwandtschaft deuteten, zeigten die unterschiedlichen Mor-
photypen groBe genetische Ahnlichkeiten. Unter Verwendung des phylogenetischen
Artkonzeptes sind die Gruppen C. hispida, C. rudis & C. polyacantha sowie C. balltica,
C. horrida & C. liljebladii als morphologische Auspriagungen einer Art zu interpretie-
ren, wobei die morphologischen Variationen der Cluster von kurzen bis langen Sta-
cheln, Stipularen und Bléttchen; iiber einzelne oder gebiindelte Stacheln bis hin zu einer
Berindung, die sowohl isostich als auch aula- oder tylacanth ausgebildet sein konnte,
reichte.

Basierend auf den gewonnenen genetischen Clustern wurden die derzeit verwendeten
morphologischen Merkmale bewertet und gewichtet. Dabei erwiesen sich die Hausig-
keit und die Unterteilung anhand einer haplo-, diplo- oder triplostichen Berindung zwi-
schen den genetischen Clustern als konstant. Wohingegen die Unterscheidung zwischen
thyla- und aulacanthen Taxa (C. contraria vs. C. vulgaris) oder die Lange von Stipula-
ren und Stacheln (C. globularis vs. C. virgata) nur innerhalb bestimmter Gruppen mit
den genetischen Clustern kongruent war und in anderen Gruppen scheinbar nur Aus-
druck einer groflen morphologischen Plastizitét.

Zur Untersuchung dieser Plastizitédt bei genetisch identischen Taxa wurden Wachstums-
versuche mit C. baltica und C. liljebladii durchgefiihrt. Da fiir diese Taxa bereits die
Hypothese vorlag, dass Lichtmangel den Langwuchs von C. liljebladii ausldst, eignete
sich diese Gruppe besonders fiir eine derartige Analyse. Dafiir wurden fiir beide Taxa
Inkubationsversuche bei 240, 90 und 30 umol Photonen m? s iiber vier Wochen
durchgefiihrt und 37 metrische und nicht-metrische Parameter sowohl vor als auch nach
dem Experiment aufgenommen und statistisch analysiert. Zusétzlich wurde wochentlich
die Zuwachsrate fiir jedes Individuum dokumentiert. Zusammenfassend kann festge-
stellt werden, dass beide Populationen eine gro3e Spannbreite ihrer morphologischen
Reaktionen zeigten und dass innerhalb der C. baltica-Population unter Lichtmangel eine
Verschiebung der morphologischen Merkmale in Richtung einer C. liljebladii-
Morphologie beobachtet werden konnte. Dennoch waren nach Abschluss des Experi-
ments zwei deutlich voneinander abgrenzbare Gruppen zu erkennen, die mehr Unter-
schiede zwischen den Populationen als innerhalb der verglichenen Gruppen aufwiesen.

Nach dem phylogenetischen Artkonzept sind beide Taxa nicht voneinander zu unter-
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scheiden. Jedoch machen die Ergebnisse dieses Teils der Untersuchung deutlich, dass
die Identifizierung einer var. liljebladii Riickschliisse auf 6kologische Eigenschaften des
Habitats, wie Lichtverfiigbarkeit oder Triibung mdglich macht und eine Unterscheidung
beider Formen einen Informationsgewinn bedeutet.

In einem zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Abgrenzung von Arten auf der Insel Hel-
goland genauer untersucht, wobei die Frage geklart werden sollte, ob es sich bei den seit
einiger Zeit auf der Insel anzutreffenden auffilligen Morphotypen um eine bislang nicht
auf Helgoland vorkommende Art, einen Hybriden oder eine extreme morphologische
Ausprigung einer der bereits auf Helgoland vorkommenden Taxa handelt. Dazu erfolg-
te eine Erfassung verschiedener morphologischer Parameter, gefolgt von einer geneti-
schen Analyse mit Hilfe eines hochvariablen Kernmarkers. Neben den auf Helgoland
vorkommenden Taxa: F. vesiculosus, F. spiralis (hauptsichlich in der Form
var. platycarpus) und F. serratus wurden, um die Vergleichbarkeit zu Erhohen, die
Taxa F. cottonii, F. radicans, F. ceranoides und F. distichus von umgebenden Kiisten-
gebieten in die Analysen mit einbezogen. Zusammenfassend kann festgestellt werden,
dass sich alle Individuen mit auftélliger Morphologie sowohl mit den morphologischen
als auch mit den genetischen Methoden in das Cluster um F. vesiculosus & F. spiralis
ordneten. Nach den ggw. Kriterien, nach denen die Héausigkeit als diagnostisches
Merkmal behandelt wird (ICBN), miissen alle diese Individuen als F. vesiculosus (di-
0zisch) gekennzeichnet werden. Bei Anwendung des phylogenetischen Artkonzeptes
handelt es sich zumindest bei einigen der untersuchten Individuen um Hybride zwischen
F. vesiculosus und F. spiralis oder auch um umweltbedingte morphologische Anpas-
sungen. Mit dem hier verwendeten genetischen Marker war trotz einer groflen geneti-
schen Variabilitdt keine Unterscheidung der Taxa des F. vesiculosus & F. spiralis-

Clusters moglich.
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Anhang vi

8. Anhang

Tabelle A1 Liste der Characeae-Proben, die in diese Untersuchung eingegangen sind. Die
Verwendung in den verschiedenen Datensets ist vor jeder Probe gekennzeichnet: '"CHARA-
EUROPA", 2"CHARA-SCHWEDEN", 3"NITELLA". Zusitzlich sind die Nominae der
Erstbeschreibungen, die fiir die hier analysierten Taxa verwendet wurden, aufgenommen. Fiir
die aus der GenBank verwendeten Sequenzen sind diese ebenfalls aufgefiihrt, soweit dies in der
zugehorigen Veroffentlichung gekennzeichnet war.

Art Probnr. Land Ort Jahr Bemerkungen

Chara aspera
(Chara aspera Willd., Mag. Neuesten Entdeck. Gesamten Naturk. Ges. Naturf. Freunde Berlin 3: 298.
1809)

L1-1 D Fehmarn, Orther Bucht 2015 12-14 PSU
L1-2 D Fehmarn, Orther Bucht 2015 12-14 PSU
L3 D Fehmarn, Orther Bucht 2015 12-14 PSU
IR1-2 D Insel Vilm 2014 7PSU
IR1-3 D Insel Vilm 2014 7 PSU
'AH03-Feb15 F Treguennéc 2013 0,3 PSU
1CS31 F Charbonniéres 2012 +10m
'DH1b GB  Martham S 2011
1.2GJ51 S Slada area 2009 SiiBwasser
1.2GJ53 S Slada area 2009 SiiBwasser
.2BR02 S Baltic Sea 2009 Brackwasser
.ZBR0O5 S Baltic Sea 2009 Brackwasser
'B1-2 D Breitling 2014
'Wo1 A Weilsee 2014 1,3 PSU

Chara baltica
(Chara baltica (Hartman) Bruzelius, Observ. Charae: 11. 1824 )

'BHO7 D “Grieben Bucht” 2005
'BH09 D “Grieben Bucht” 2005
'VS01 D DZB, Zingst 2013
'DH3b GB  Martham S 2011
INS02 GB  Loch an Duin 2009
"14KW-02 I Sardinien 2015 brackig
1.2GJ96 S Ostersjo brygga 2009
1.2GJ98 S Ostersjo brygga 2009
1"14KW-01 I Sardinien 2014 3,4 PSU

Chara baueri
(Chara baueri A. Braun, Neue Denkschr. Allg. Schweiz. Ges. Gesamten Naturwiss. 10(3): 13. 1847)

'UR2 D Brandenburg 2011
3URO1 D Brandenburg 2011
SUR02 D Brandenburg 2011

Chara braunii
(Chara braunii C.C. Gmelin, Fl. Bad. 4: 646. 1826.)
3AB606676 JP Okinawa Kato et al. 2011

Chara canescens
(Chara canescens Loisel., Not. FI. France: 139. 1810)

ISG1-fem AT  Stinker-Graben 2014 diozisch
ICC-BS01 D Borkener See 2014 0,41 PSU
ICC-DZ01 D DZBK, Kirr-Bucht 2011

TAL02 N Svalbard, Trllkjeldane 1992

1GeSal4 IT Sardinien, Nordkiiste 2009

ISR47 E M4-3 2010
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ISR49 E M4-3 2010
ISR51 E M4-2 2010
ISR52 E M4-2 2010
ISR53 E M4-2 2010
ISR54 E MFTN-2 2010
ISR55 E MFTN-2 2010
ISR56 E MFTN-2 2010
ISR70 E  M4Q) 2010
ISR71 E  M4@) 2010
ISR72 E  M4@) 2010
1.2SV20 S Kalmarsund 2003
1.2SVv22 S Kalmarsund 2003

Chara connivens
(Chara connivens Salzm. ex A. Braun, Flora 18: 73. 1835)

1GJ31 S Klubben, Baltic Sea 2009
1.2GJ37! S Klubben, Baltic Sea 2009
1.2GJ38! S Klubben, Baltic Sea 2009
IN1-2a D Neuensiener See 2015
IN1-5a D Neuensiener See 2015
IN1-5b D Neuensiener See 2015
IN1-5¢ D Neuensiener See 2015
1001NS-22 PL Wickko Lake 2012
1001NS-42 PL Wickko Lake 2012
1AY170442 E Northeastern Spain Sanders et al. 2003

Chara contraria
(Chara contraria A. Braun ex Kiitz., Phycol. Germ.: 258. 1845)

'10AD10c D Kulkwitzer See 2010 stark bestachelte
Form

'10AD10e D Kulkwitzer See 2010 stark bestachelte
Form

110AD22b D Riickhaltebecken Stéhna 2010 teilberindete
Formen

112AD18e D Seelhausener See 2012 léngere Stacheln
und Bléattchen

112AD2a D Werbeliner See 2012 teilberindet

112AD2c D Werbeliner See 2012 teilberindet

112AD4d D Seelhausener See 2012  hispidula-Form

TAH2 D Goitzsche 2013 0,55 PSU

1CS29 F Charbonniéres 2012 +10m

1CS34 F St Maurice de Gourdans 2012 +10m

1CS35 F St Maurice de Gourdans 2012 +10m

'DH5d GB  Upton 2011

INS12 GB  King's Dyke 3a/P12 2010

INS14 GB  King's Dyke 2a/P7 2010

INS27 GB  Parker's Piece 2010

L.2TK 82 S Tasjon 2009
L.2TK 86 S Tasjon 2009

ITK88 S Tasjon 2009

"12AD21a D Seelhausener See 2012  hispidula-Form

112AD21b D Seelhausener See 2012

IBSII-Chara0l D Borkener See 2015 0,41 PSU
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Chara denudata®

(Chara dissoluta A. Braun ex Leonhardi, Verh. Naturf. Vereins Briinn 2: 182. 1864)

1A2 D Bodensee, 2010 >7m
B3 D Bodensee, 2010 >4m
DJ20 AT  Bodensee 2012
'DJ21 AT  Bodensee 2012
'DJ22 AT  Bodensee 2012
KW04 IE County Meath, Lough Bane 2010
Chara filiformis
(Chara filiformis A. Braun in Hertzsch, Hedwigia 1: 81. 1855)
L2TK67! S Levrasjon 2009
L2TK691 S Levrasjon 2009
ITK70 S Levrasjon 2009
1SO5 D Nehmitz 2013
1SO8 D Giesenschlag 2013
Chara galioides
(Chara galioides DC., Cat. P1. Horti Monsp.: 93. 1813)
'E1-12 E La Algaida 2015 Weiblich
'E1-8 E La Algaida 2015 Minnlich
ISR11 E M4 2010
ISR12-1 E M4 2010
ISR40 E MFTN-4 2010 Weiblich
ISR41 E MFTN-4 2010 Weiblich
ISR44 E MFTN-4 2010 Weiblich
ISR57 E MFTN-4 2010 Weiblich
ISR59 E MFTN-4 2010 Weiblich
ISR61 E M4(1) 2010 Weiblich
ISR62 E MFTN(1) 2010 Weiblich
ISR64 E MFTN(1) 2010 Weiblich
ISR65 E MFTN(1) 2010 Weiblich
ISR67 E MFTN-2 2010 Weiblich
ISR76 E MFTN-4 2010 Weiblich
ISR77 E MFTN-4 2010 Mainnlich
ISR78 E  METN(I) 2010 Minnlich
ISR79 E  MFTN(1) 2010 Weiblich
'UwW13 GR  Pelepones, Konnonpelli 2009
'UW15 GR  Pelepones, Konnonpelli 2009
Chara globularis
(Chara globularis Thuill., F1. Env. Paris, ed. 2: 472. 1799)
IAHO5-Fel5 D Stof3dorfer See 2014 Keimung; 0,45 PSU
'AH1 D Miiritz-Nationalpark 2012
'AH3 D Kronwald bei Loitz, MV 2013 Keimung
W13 D Gr. Wummsee 2012 Stipularen oben
leicht verlidngert
TW5a D Drewitzer See, MV 2012 Stipularen oben
leicht verlidngert
'TW5b D Drewitzer See, MV 2012
ISts19 D StoBdorfer See 2015 Keimung
1SO20s D Pitschsee, Gr. 2013
1S021 D Pitschsee, Gr. 2013 Stipularen oben
leicht verlidngert
1S026 D Hinnensee 2013
1S029 D Kiesgrube Untermiihle, 2013
1SO4 D Nehmitz 2013
'AH02-Fel5 DK Lange Land, 2014 Keimung



X Anhang

'DH6a GB  Hassingham 2011
'DH7c GB  Calthorpe 2011
'0L3 RU  St. Petersdorf, 2014

L2GJ29! S Annelund 2009

L2GJ30! S Annelund 2009
'AH07-15C01 D StoBdorfer See 2014 Keimung
ICG1 D Goitsche, ST 2015 Keimung
'LB9 LT  Lake Balsys 2014 0,15 PSU

Chara gymnophylla
(Chara gymnophylla (A. Braun) A. Braun, Flora 18: 62. 1835)
'AH-Tul TN  Tunesien, Atlasgebirge 2014
Chara hispida
(Chara hispida L., Sp. P1. 2: 1156. 1753)

ICS11 CH  Geroudet GE 2012 +10m
ICS14 CH  Geroudet GE 2012 +10m
1CS20 CH  Fencheren Worben 2012 +10m
1CS24 CH Tannenholz Kappellen 2012 +10m
'HD3-2 D Sassnitz 2013 héufig isostich
w2 D Gipsgrube bei Zossen 2012
ISR13-2 E MFP 2010
'DH2b GB  Martham S 2011
INS15 GB  Wicken Fen 2010
INS16 GB  King's Dyke 2010
INS17 GB  Parker's Piece 2010
NS20 GB  Hinderclay Fen 2010
INS28 GB  Blo'Norton Fen 2010

L2TK48 S Kappsicken 2009
'TK49 S Kappsicken 2009

L2TK 50 S Kappsicken 2009
'AH1-Okt F Sant-Vio 2014 0,3 PSU
'AH4-Okt DK  Kaedeby 2014 SiiBwasser
1S032 D Gramzowseen 2013
"UW16 D Brandenburg 2012 Salzstelle
'His01-E F Saint Vio 2014 0,3 PSU
INS18 GB  Countybridge Quarry 2010 C. hispida "baltica

var. affinis"
INS21 GB  Trevassack Quarry 2010
INS22 GB  Mullion Quarry 2010
1CS25 F Lone de la Plaine 2012
115AH1 F Saint Vio 2014 0,3 PSU
Chara horrida
(Chara horrida Wahlst., Bidrag Skand. Charac.: 24. 1862)

1.2GJ86! S Urfjérden, Baltic Sea 2009

1.2GJ87! S Urfjirden, Baltic Sea 2009
'HT07 S Torstivaviken 2005
'HT09 S Torstivaviken 2005

Chara intermedia

(Chara intermedia A. Braun ex A. Braun, Rabenh. & Stizenb., Charac. Eur. 2/46. 1859, n. inv. [Belege

vom Bodensee])

w11
1CS36
1CS27
'DH4a
IM04
IM05

D
CH
F
GB
S
S

Uckermark
Uesgruet Flaach
Charbonniéres
Martham S
Mellansjon
Mellansjon

2012
2012
2012
2011
2005
2005

Siiwasser

+10m

Siiwasser
Siiwasser
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"IM06 S Mellansjon 2005 SiiBwasser
IM07 S Mellansjon 2005 SiiBwasser
L2TK31 S Kappsicken 2009 SiiBwasser
ITK33 S Kappsicken 2009 SiiBwasser
L2TK35 S Kappsicken 2009 SiiBwasser
1SO31 D Kiesgrube Untermiihle 2013 SiiBwasser
'0B01 UA  Ukraine 2011 SiiBwasser
1SO11 D Wummsee 2013 mehr isostich
1SO3 D Nehmitz 2013 mehr isostich
1SO7 D Giesenschlag 2013 mehr isostich
1SO31 D Kiesgrube Untermiihle 2013 SiiBwasser
ICS18 CH  Giitighauser Weiher 2012 +10m
Chara papillosa
(Chara papillosa Kiitz., Flora 17: 707. 1834)
'AH04-Feb15 D Roblingen 2014

Chara liljebladii

(Chara liljebladii Wallman, Kongl. Vetensk.-Akad. Handl. 1852: 314 [ = Chara baltica (Hartman)
Bruzelius var. liljebladii (Wallman) H. Schub., Blindow & K. Weyer 2015, comb. nov.])

121,501 D DZB, Michaelsdorf
121,502 D DZB, Michaelsdorf
1L.S03 D DZB, Michaelsdorf
1L.S05 D DZB, Michaelsdorf

2013
2013
2013
2013

Chara longifolia
(Chara longifolia Robinson, Bull. Xew York Bot. Gard. 4: 272. 1906)
'AY170444  CA  Saskatchewan

Sanders et al. 2003

Chara polyacanthab
(Chara polyacantha A. Braun ex A. Braun, Rabenh. & Stizenb., Charac. Eur. 2/48.)
INS24 GB King's Dyke 3a/P12 2010
'AY170445 F Northeastern France Sanders et al. 2003
ITK102 S Gullakrokssjén 2009
ITK107 S Gullakrokssjén 2009
ITK108 S Gullakrokssjén 2009
Chara rudis®
(Chara rudis (A. Braun) Leonh., Verh. Naturf. Vereins Briinn 2: 66. 1864)
INS19 GB  Branxholme Easter Loch 2009
IOL10 RU  Olga Teich, St. Petersdorf, 2014
I0LS RU  Olga Teich, St. Petersdorf, 2014
ITK11 S Djupadalen 2009
L2TK13 S Djupadalen 2009
L2TK18 S Djupadalen 2009
1SO1 D Nehmitz 2013
1SO14 D Wummsee 2013
1SO9 D Giesenschlag 2013

Chara strigosa

(Chara strigosa A. Braun, Neue Denkschr. Allg. Schweiz. Ges. Gesammten Naturwiss. 10(3): 16. 1847)

'ES V4 EST Estland 2010
'KR12-11 D Quellgebiet bei Oberau 2011
Chara tenuispina
(Chara tenuispina A. Braun, Flora 18: 68. 1835)
"uUw3 D Brandenburg, Glindow 2013
"UwWs5 D Brandenburg, Glindow 2013
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Chara tomentosa

(Chara tomentosa L., Sp. P1. 2: 1156. 1753)

1.2GJ01 S Hallet, Baltic Sea 2009
1-2GJ05 S Hallet, Baltic Sea 2009
ICs21 CH  Fencheren Worben 2012 +10m
1SO2 D Nehmitz 2013
1S06 D Giesenschlag 2013
1SO12 D Wummsee 2013
1SO16 D Pitschsee, Gr. 2013
1S023 D Wittwesee 2013
Chara virgata
(Chara virgata Kiitz., Flora 17: 705. 1834)
PS1 D Feldberger Seenplatte 2011
L2GJ41 S Slada area 2009
L2GJ43 S Slada area 2009
1SO10 D Wummsee 2013
1AY 170443 D urspr. als C. globularis bestimmt, Sanders et al. 2003
Chara vulgaris
(Chara vulgaris L., Sp. PL. 2: 1156. 1753)
1CS28 F Charbonniéres 2012 +10m
1S3 F Saint Vio 2014 0,3 PSU
INS13 GB  Blo'Norton Fen 2010
INS23 GB  Stonald Pits S14 2010
INS25 GB  Hinderclay Fen 2010
1.2GJ75 S Sdderby Golf Course 2009
1.2GJ76 S Sdderby Golf Course 2009
'GJ77 S Soderby Golf Course 2009
'AH2-Okt F San-Vio 2014 0,3 PSU
'F1-4G D Feldberger Seenplatte 2014
'F1-0G D Feldberger Seenplatte 2014
INS26 GB  Parker's Piece 2010

Lamprothamnium macropogon
'AY 170446

AUS Tasmania

Sanders et al. 2003

Lamprothamnium papulosum

(Lamprothamnium papulosum (Wallr.) J. Groves, J. Bot. 54: 337. 1916)

'E2-6
SE2-4
3E2-9
3GeSad2
3AF097170

E

E
E
I

F

La Algaida
La Algaida
La Algaida
Sardinien
Siid

2015
2015
2015
2015

McCourt et al. 1999

Lychnothamnus barbatus

(Lychnothamnus barbatus (Meyen) Leonh., Lotos 13: 57. 1863)

3GEC2-1
3GEC2-2
3AF097171
3AF097172

PL  Lake Lagowskie
PL  Lake Lagowskie
AUS

D Berlin

2011
2011

McCourt et al. 1999
McCourt et al. 1999

Nitellopsis obtusa

(Nitellopsis obtusa (Desv.) J. Groves, J. Bot. 57: 127. 1919)

'AY 170447
3GEC4-1

D
PL

West-Deutschland
Lake Lagowskie

2011

Sanders et al. 2003
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3GEC4-2 PL  Lake Lagowskie
3KR05-10 D Sachsen-Anhalt
35013 D Brandenburg
3AY823702  CN  Jiangsu
3027530 D Bremen

2011
2010
2013

Karol 2004
McCourt et al. 1996

Nitella confervacea

(Nitella confervacea (Bréb.) A. Braun ex Leonh., Lotos 13: 146. 1863)

3RB41 S Losjon 2009
SRB44 S Losjon 2009
SRB49 S Losjon 2009
Nitella flexilis
(Nitella flexilis (L.) C. Agardh, Syst. Alg.: 124. 1824)
3SAH3-Okt D MV 2014

3AB076055 JP Tochigi

3AB076056 JP Fucuchima

Sakayama et al.
2002
Sakayama et al.
2002

Nitella gracilis
(Nitella gracilis (J. E. Smith 1810) C. A. Agardh 1824)

SKRO5-11a D Sachsen 2011
SKR05-11b D Sachsen 2011
SRB22 S Damm Pikabdl 2009
SRB27 S Damm Pikabél 2009
SRB30 S Damm Pikabdl 2009
38035 D Brandenburg 2013
3MD5 D Deutschland

Nitella hyalina

(Nitella hyalina (DC.) C. Agardh, Syst. Alg.: 126. 1824)
SUWS GR  Pelepones 2011

3AB076067 JP Aomori

3AY 823703 USA North Carolina

Sakayama et al.
2002
Karol 2004

Nitella mucronata

(Nitella mucronata (A. Braun) Miq., F1. Belg. Sept. 2(2): 428. 1840)

3AH06-Febl5 D StoBdorferSee 2014
SKR08-11 D Sachsen 2011
3GEC13-1 PL  Lake Reczynek 2011
3GEC13-2 PL  Lake Reczynek 2011
38017 D Brandenburg 2013
35019 D Brandenburg 2013
SRB6 S Norra Vixen 2009
SRB10 S Norra Vixen 2009
35018 D Brandenburg 2013

Nitella opaca

(Nitella opaca (C. Agardh ex Bruzelius) C. Agardh, Syst. Alg.: 124. 1824)
SBLO1 IE Irland 2010
SBLO3 IE  Irland 2010
SKR04-11 D NRW 2011
3NG1 D Goitsche 2013
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38X26 GB  Schottland 2010
3AF097174 PL  West McCourt et al. 1999

Nitella tenuissima
(Nitella tenuissima (Desv.) Kiitz., Phycol. General.: 319. 1843)

SKR14-11 F Elsass 2011
Tolypella glomerata
(Tolypella glomerata (Desv.) Leonh., Lotos 13: 1863)
3BSII-Tol01 D Borkener See 2015
3AF097176 D Westen McCourt et al. 1999

Tolypella intricata
(Tolypella intricata (Trentep. ex Roth) Leonh., Lotos 13: 57. 1863)

3KJ395918 USA USA Perez et al. 2014
Tolypella nidifica

3027531 F Siiden McCourt et al. 1996
Tolypella porteri
(Tolypella nidifica var. porteri (Daily) Wood, Taxon 11: 23. 1962)

3KJ395922 USA USA Perez et al. 2014
Tolypella prolifera
(Tolypella prolifera (Ziz ex A. Braun) Leonh., Lotos 13: 57. 1863)

SUW9 PL  Ledynic 2010

3KJ395923 USA Perez et al. 2014

Anmerkungen zu:

4Chara denudata:

Ist eigentlich Chara dissoluta A. Braun ex Leonhardi, Verh. Naturf. Vereins Briinn 2: 182. 1864.

Fiir diese Sippe wird hdufig der Name Chara denudata A. Braun verwendet (u. a. Krause 1997). Dieser
Name bezieht sich auf eine morphologisch abweichende Pflanze aus der siidafrikanischen Provinz Ostkap
(Drége & Meyer 1843; siche auch Bemerkungen). Migula (1897) beschrieb drei Formen (f. africana, f.
italica, f. helvetica) von C. dissoluta ohne eine typische Form anzufithren. Nach dem Fundort zu
beurteilen bezieht sich C. dissoluta f. helvetica auf die typische Form von C. dissoluta.

Bemerkungen:

Chara denudata A. Braun in Drege, Flora 26 Beigabe: 50. 1843, ist ein n. inv., wenn iiberhaupt, kann hier
nur:

Chara denudata A. Braun, Neue Denkschr. Allg. Schweiz. Ges. Gesammten Naturwiss.10(3): 5. 1847
Verwendung finden.

Diese afrikanische Form wird aber ggw. (AG Chara, in Druck) als Chara dissoluta A. Braun ex Leonh. f.
africana Mig., Charac. Deutschl. 384. 1891 aufgefasst und ist also mit den hier verwendeten Organismen
NICHT identisch. Da das oben erwahnte Buch ggw. noch nicht erschienen ist, wird, in Anlehnung an
Krause (1997) der Name C. denudata verwendet.

Chara polyacantha:

Dieser Name ist ein n. inv., da ohne Beschreibung von Merkmalen publiziert — nach AG Chara (in Druck)
ist

Chara aculeolata Kiitz. in Rchb., Fl. Germ. Excurs.: 843. 1832 der giiltige Name — da das Buch

jedoch noch nicht erschienen ist, wird auch hier in Anlehnung an Krause (1997) der Name C. polyacantha
verwendet.

°Chara rudis:

Dieser Name ist illegitim, der ggw. giiltige ist Chara subspinosa Rupr., Symb. PL Ross.: 225. 1846.
Allerdings ist das Buch noch nicht erschienen, so dass in Anlehnung an Krause (1997) der Name C. rudis
verwendet wird.
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Tabelle A2 Ubersicht der p-Distanzen und Substitutionen des Datensets
,,CHARA-SCHWEDEN basierend auf den Markern rbcL, atpB, matK,
18S rRNA, nrITS-1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 C. tomentosa (GI01, GI0S) 172 169 175 139 141 150 158 157 155 150 177
2 C. globularis GI29, GI30 3,05 94 100 130 135 138 145 147 145 129 166
3 C. connivens (GI31,GI37) 3,00 1,66 76 132 132 136 142 149 147 135 175
4 C. virgata (GJ41, GJ42) 3,11 1,77 135 141 135 144 151 151 149 136 171
s © “Spem(%?g;fg%z) 248 232 235 2,52 72 36 36 84 8 71 113
6  C. vulgaris (GI75, GI76) 2,52 241 235 241 129 76 80 84 84 72 109
7 C. horrida (GJ86, GI87) 2,67 246 242 256 0,64 136 354 53 66 114
8 g: ZZZZ%SK%O?,J%?O% 2,80 2,57 2,51 2,68 0,64 143 0,05 60 59 70 123
g G hispida (TR43, TKS0) & o0 560 970 275 154 154 099 1,09 4 67 124

C. rudis (TK13, TK18)
10 C. intermedia (TK31, TK35) 2,83 2,65 2,68 2,72 1,51 1,54 097 1,08 0,07 65 123

C. contraria (TK82, TK86) &
C. filiformis (TK67, TK69)

12 C. canescens (SE20, SE22) 3,15 2,95 3,11 3,04 2,03 1,95 2,04 2,19 2,27 2,25 1,92

11 2,74 2,35 246 248 131 1,32 1,21 1,28 1,22 1,19 105
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Anhang

Fortsetzung Tabelle A3

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
1 C. tomentosa (n=8) 30 31 40 40 41 41 37 40 34 36 81 26 46 76 77
2 C. contraria-Cluster (n=27) 13 14 38 38 40 40 36 38 33 35 80 8 39 77 78
3 C. contraria (GB n=1) 14 15 39 39 41 41 37 39 34 36 81 9 40 78 79
4 C. denundata (IE n=1) 14 15 39 39 41 41 37 39 34 36 81 9 40 78 79
5 C. contraria (D n=3) 14 15 39 39 41 41 37 39 34 36 81 9 40 78 79
6 C. galioides (E n=2) 11 12 36 36 38 38 34 36 31 33 76 6 39 75 76
7 C. aspera - C. galioides (n=11) 13 14 40 40 42 42 38 40 35 37 80 10 43 79 80
8 C. aspera (D n=2) 14 15 41 41 43 43 39 41 36 38 81 11 42 78 79
9 C. aspera (D n=2) 15 16 42 42 44 44 40 42 37 39 82 12 43 79 80
10 C. aspera (D n=1) 16 17 42 42 45 45 41 42 38 40 82 13 44 79 80
11 C. galioides (n=16) 14 15 41 41 43 43 39 41 36 38 81 11 44 80 81
12 C. canescens (didzisch) 20 21 43 43 46 46 40 43 37 38 82 15 46 82 83
13 C. canescens (n=13) 17 18 40 40 43 43 37 40 34 36 80 12 43 79 80
14 C. canescens (D n=1) 18 19 41 41 44 44 38 41 35 37 79 13 44 80 81
15 C. hispida-Cluster (n=47) 17 18 40 40 44 44 40 40 37 39 82 12 43 79 80
16 C. rudis (RU n=2) 18 19 41 41 45 45 41 41 38 40 82 13 44 80 81
17 C. papillosa-Cluster (n=13) 18 19 41 41 45 45 41 41 38 40 82 13 44 79 80
18 C. intermedia-Cluster (n=12) 18 19 41 41 45 45 41 41 38 40 82 13 44 80 81
19 C. vulgaris (n=12) 1 37 37 40 39 36 37 33 35 76 9 39 71 72
20 C. gymnophylla (n=1) 0,12 38 38 41 40 37 38 34 36 77 10 40 72 73
21 C. virgata-Cluster (n=5) 4,42 453 2 25 28 24 1 21 23 75 34 39 74 75
22 C. strigosa (D n=1) 442 453 0,24 25 28 24 3 21 23 75 34 39 74 75
23 C. connivens (n=9) 4,77 489 298 2098 22 20 26 18 20 78 36 42 77 78
24 C. connivens (AY170442) 4,65 4,77 334 334 2,63 24 27 21 22 77 36 41 76 77
25 C. globularis (D n=3) 430 442 286 28 239 2,86 25 3 5 79 32 40 75 76
26 C. virgata (AY170443) 442 453 0,12 036 3,10 322 298 22 24 76 34 39 74 75
27 C. globularis (n=17) 394 4,06 251 251 215 2,51 036 2,63 2 76 29 37 72 73
28 C. globularis (D n=1) 4,18 430 2,74 274 239 263 060 286 0,24 76 31 39 74 75
29 C. baueri (n=1) 9,07 9,19 895 895 931 9,19 943 9,07 9,07 9,07 76 63 88 89
30 C. tenuispina (n=2) 1,07 1,19 4,06 4,06 430 430 382 406 346 3,770 9,07 37 70 71
31 C. longifolia (AY170444) 4,65 4,77 4,65 4,65 501 489 477 4,65 442 4,65 752 442 57 58
32 L. macropogon (AY170446) 847 859 8,83 883 9,19 9,07 895 88 859 883 10,50 835 6,80 7

33 L. papulosum (E n=1) 8,60 872 89 89 932 920 9,08 89 872 8§96 10,63 848 6,93 0,84
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Fortsetzung Tabelle A4
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
1 Chara (C. tomentosa) 103 101 101 84 81 82 82 86 87 88 107 107 93 92
2 C. braunii (AB606676) 94 92 92 84 81 82 82 84 85 86 99 102 83 82
3 C. baueri (GR n=2) 95 93 93 83 80 81 81 83 84 85 98 101 82 81
4 L. papulosum (AF097170) 93 91 91 82 80 81 81 83 82 83 101 103 85 84
5 L. papulosum (E n=2) 94 92 92 83 81 82 82 84 83 84 102 104 86 85
6 L. barbatus (AF097171) 92 94 94 78 71 72 72 75 79 80 101 100 86 83
7 L. barbatus (n=3) 92 94 94 78 72 73 73 75 79 80 101 100 86 83
8 N. obtusa (n=4) 98 100 100 84 81 82 82 83 83 84 103 100 87 84
9 N. obtusa (U27530) 97 99 99 83 80 81 81 82 82 83 102 99 86 83
10 N. flexilis (AB076055) 85 85 84 77 74 75 75 77 84 85 97 100 86 83
11 N. flexilis (D n=1) 86 86 85 78 75 76 76 78 85 86 98 101 87 84
12 N. opaca (AF097174) 85 85 84 78 73 74 74 78 85 86 98 101 91 88
13 N. opaca (IE n=2) 86 86 85 78 73 74 74 76 83 84 98 101 89 86
14 N. opaca (D n=2) 86 86 85 78 74 75 75 77 84 85 97 100 88 85
15 N. opaca (GB n=1) 86 86 86 78 74 75 75 77 84 85 97 100 88 85
16 N. hyalina (AB076067) 2 3 33 51 52 52 53 59 60 109 114 98 95
17 N. hyalina (AY823703) 0,20 1 33 53 54 54 55 61 62 109 114 98 95
18 N. hyalina (GR n=1) 0,30 0,10 33 53 54 54 55 61 62 109 114 98 95
19 N. tenuissima (F n=1) 3,37 3,37 3,37 38 39 39 39 47 48 92 95 85 82
20 N. mucronata (n=6) 5,06 5,26 5,26 3,89 1 1 19 29 30 90 93 78 75
21 N. mucronata (S n=2) 5,16 5,36 5,36 3,99 0,10 2 20 30 31 91 94 79 76
22 N. mucronata (D n=1) 5,16 5,36 5,36 3,99 0,10 0,20 20 30 31 91 94 79 76
23 N. confervacea (S n=3) 526 546 546 399 1,88 1,98 1,98 25 26 92 93 80 79
24 N. gracilis (n=6) 585 605 605 481 28 298 298 248 1 91 94 80 77
25 N. gracilis (D n=1) 5,95 6,15 6,15 4,91 2,98 3,08 3,08 2,58 0,10 92 95 79 76
26 T porteri (AY823704) 10,81 10,81 10,81 9,41 893 9,03 9,03 9,13 9,03 9,13 15 74 69
27 T glomerata (D n=1, AF097176) T. nidifica (U27531) 11,31 11,31 1131 9,71 923 933 933 923 933 942 149 71 66
28 T. intricata (KJ395918) 9,72 9,72 9,72 8,69 7,74 7,84 7,84 7,94 7,94 7,84 7,34 7,04 5
29 T. prolifera (PL n=1) 9,42 9,42 9,42 8,38 7,44 7,54 7,54 7,84 7,64 7,54 6,85 6,55 0,50
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Anhang XX
Tabelle A6 Variation der ersten fiinf Hauptkomponenten fiir die
Populationen C. baltica und C. liljebladii nach 4wochiger Inkubation
unter 240, 90 und 30 umol Photonen m2 57!,
PC Eigenvalues %Variation Cum.%Variation
1 11,88 32,1 32,1
2 5,22 14,1 46,2
3 3,05 8,2 54,5
4 2,63 7,1 61,5
5 1,74 4,7 66,2
Tabelle A7 Korrelationskoeffizienten der morphologischen Parameter fiir die ersten fiinf
Hauptkomponenten der Populationen C. baltica und C. liljebladii nach 4wdochiger Inkubation unter
240, 90 und 30 umol Photonen m2 s7'.
Variable PCl PC2 PC3 PC4 PC5
Lage Kopfchen [um] -0,093 0,161 0,154 0,381 -0,06
Lage Internodium Kopfchen [um] -0,09 0,168 0,068 0,241 -0,163
Durchmesser Internodium Képfchen [um] -0,164 0,074 -0,015 0,275 -0,237
Gesamtldnge Blattchen W1 [um] -0,072 -0,215 0,068 0,364 -0,014
Anzahl Segmente berindet W1 -0,133 0,278 0,154 -0,031 0,02
Lage Endzelle W1 [um] 0,093 -0,353 -0,02 0,034 -0,115
Brakteolen vorhanden? (O=nein; 1=ja) W1 -0,203 0,227 0,045 0,039 0,212
Lage Brakteolen innen 1 W1 [pum] -0,16 -0,131 -0,201 0,114 0,122
Lage Brakteolen auflen 1 W1 [pum] -0,157 -0,058 -0,159 0,071 0,269
Lage Brakteolen innen 2 W1 [pum] -0,209 -0,11 -0,243 0,057 0,136
Lage Brakteolen auflen 2 W1 [pum] -0,231 -0,007 -0,247 0,017 0,017
Stipularen vorhanden? (O=nein; 1=ja) W1 -0,12 -0,006 0,196 0,002 0,257
Lage Stipularen oben W1 [um] -0,156 -0,148 -0,063 -0,245 -0,246
Léage Stipularen unten W1 [pm] -0,219 -0,038 -0,086 -0,101 -0,056
Form Stipularen oben W1(1=ldglich spitz; 2=kugelig) 0,132 0,045 -0,238 0,298 0,053
Form Stipularen unten W1 0,071 -0,163 0,102 0,166 0,297
Grad der Berindung (0O=gar nicht, 1=teilweise,
2=komplett) W1 -0,188 -0,073 0,205 -0,198 0,013
Durchmesser Rindenzelle gro3 W1 [um] -0,094 -0,291 0,251 -0,071 -0,092
Durchmesser Rindenzelle klein W1 [um] -0,155 -0,224 0,162 0,058 0,006
Lage Stacheln W1 [um] -0,219 -0,181 -0,071 -0,014 -0,021
Form Stacheln (1=lang, 2=mittel, 3=kurz) W1 -0,075 0,051 0,394 -0,076 0,208
Stacheln einzeln (1) oder gebiindelt (2) W1 -0,162 -0,092 0,36 -0,163 0,075
Lage Internodium W1 [um] -0,152 0,114 0,144 0,348 -0,124
Durchmesser Internodium W1 [pum] -0,198 -0,122 0,114 0,108 -0,136
Gesamtldnge Blattchen W2 [um] -0,051 -0,282 0,104 0,182 -0,055
Anzahl Segmente berindet W2 -0,127 0,27 0,181 -0,099 -0,136
Lage Endzelle W2 [um] 0,085 -0,318 0,064 -0,009 -0,244
Lage Brakteolen innen 1 W2 [pum] -0,186 -0,05 -0,231 -0,035 -0,121
Lage Brakteolen auflen 1 W2 [pum] -0,195 -0,053 -0,204 0,008 0,077
Lage Brakteolen innen 2 W2 [pum] -0,221 0,188 -0,091 -0,107 -0,119
Lage Brakteolen auflen 2 W2 [pum] -0,2 0,121 -0,12 -0,111 -0,131
Lage Stipularen oben W2 [pum] -0,183 -0,111 0,039 -0,028 -0,212
Lage Stipularen unten W2 [pum] -0,177 0,121 -0,019 -0,084 -0,237
Durchmesser Rindenzelle gro3 W2 [um] -0,197 -0,063 -0,036 -0,078 0,296
Durchmesser Rindenzelle klein W2 [um] -0,196 -0,063 -0,077 -0,082 0,326
Lage Internodium W2 [um] -0,178 0,03 0,086 0,269 0,08
Durchmesser Internodium W2 [pum] -0,237 -0,012 -0,021 -0,043 -0,046
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Tabelle A8: Ubersicht der morphologisch' und genetisch?

analysierten Individuen der Gattung Fucus.

Art  Probenr. Jahr Land Ort
Fucus ceranoides
' EK50 2010 GB Mac Duff Harbor
I EK51 2010 GB Mac Duff Harbor
1 EK53 2010 GB Portknockie
' EK54 2010 GB Portknockie
12 EK55 2010 GB Portknockie
12 EK57 2010 GB Portknockie
1 EK76 2010 GB Portknockie
' EK16 2010 GB Rosehearthy
' EK17 2010 GB Rosehearthy
' EK18 2010 GB Rosehearthy
"' EK19 2010 GB Rosehearthy
' EK20 2010 GB Rosehearthy
2 (GQ385138 E Asturias
2 GQ385139 E Cantabria
2 GQ385140 F Aquitaine
2GQ385141 F Brittany
Fucus cottonii
' AM1 2010 Irl Bell Harbour
I AM2 2010 Irl Bell Harbour
I AM3 2010 Irl Bell Harbour
I AM4 2010 Irl Bell Harbour
I AM5 2010 Irl Bell Harbour
I AM6 2010 Irl Bell Harbour
L2 AM7 2010 Irl Bell Harbour
12 AMS 2010 Irl Bell Harbour
2 BM01 2010 Irl Bell Harbour
2 BMO02 2010 Irl Bell Harbour
Fucus distichus
1.2 4 2010 N Holmsbue
I'E5 2010 N Holmsbue
12 E6 2010 N Holmsbue
Fucus radicans
ZAl Est Saaremaa
2A2 Est Saaremaa
2 ES03 S Asko
2 ES07 S Asko
2 ES08 S Asko
Fucus serratus
' DN10 2011 DK Grenaa, Leuchtturm
I DN17 2011 DK Grenaa, Leuchtturm
I DN18 2011 DK Grenaa, Leuchtturm
2 Fu003 2010 D Helgoland, N-Watt
' Fu007 2010 D Helgoland, N-Watt
2 Fu009 2010 D Helgoland, N-Watt
' Fu010 2010 D Helgoland, N-Watt
! Hel137 2011 D Helgoland, N-Watt
' Hel138 2011 D Helgoland, N-Watt
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! Hel139 2011 D Helgoland, N-Watt
' Hel141 2011 D Helgoland, N-Watt
! Hel142 2011 D Helgoland, N-Watt
2C12 2010 N Tofte
'L16 2010 N Flekkeroy
'L17 2010 N Flekkeroy
'L18 2010 N Flekkeroy
K1 2010 N Gredem
I'K3 2010 N Gredem
' 2010 N Skeljavik
'3 2010 N Skeljavik
114 2010 N Skeljavik
'15 2010 N Skeljavik
) 2010 N Utbjoa
2 Cl45 2010 GB Cowie
' EK02 2010 GB Peterhead
' EK04 2010 GB Peterhead
I EK68 2010 GB Portknockie
' EK69 2010 GB Portknockie
1 EK72 2010 GB Portknockie
I NT32 2010 GB South Uist
I NT34 2010 GB South Uist
2F-Q5 F Bretagne
Fucus spiralis

'He6 2010 N Bjorgo
'H7 2010 N Bjorgo
L7 2010 N Flekkeroy
L8 2010 N Flekkeroy
'L9 2010 N Flekkeroy
'L10 2010 N Flekkeroy
113 2010 N Skeljavik
114 2010 N Skeljavik
178 2010 N Skeljavik

12 K6 2010 N Skeljavik
'K9 2010 N Skeljavik

L2 NTO1 2010 GB Lossiemouth
' NTO02 2010 GB Lossiemouth
I'NTO3 2010 GB Lossiemouth
' NT04 2010 GB Lossiemouth
I'NTO05 2010 GB Lossiemouth
' EK37 2010 GB Mac Duff Harbor
' EK39 2010 GB Mac Duff Harbor
' EK13 2010 GB Peterhead
I EK64 2010 GB Portknockie
' EK67 2010 GB Portknockie
2. CJ60 2010 GB Peterhead
I'NT55 2010 GB Porttree, Skye
I'NT57 2010 GB Porttree, Skye
I'NT58 2010 GB Porttree, Skye
2B18 F Bretagne
2GQ385142 Ma Oualidia
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2 GQ385143 P Algarve
2 GQ385144 P Minho
2 GQ385148 P Minho
Fucus spiralis var. platycarpus
' Fu012 2010 D Helgoland, N-Watt
"' Fu013 2010 D Helgoland, N-Watt
2 Fu014 2010 D Helgoland, N-Watt
' Fu030 2010 D Helgoland, N-Watt
2 Fu039 2010 D Helgoland, N-Watt
' Hel143 2011 D Helgoland, Siid-Strand
12 Hel144 2011 D Helgoland, Siid-Strand
' Hel145 2011 D Helgoland, Siid-Strand
! Hel146 2011 D Helgoland, Siid-Strand
' Hel147 2011 D Helgoland, Siid-Strand
Fucus vesiculosus
H1A 2010 Est Kaugatoma
12A 2010 Est Kaugatoma
13A 2010 Est Kaugatoma
I'5A 2010 Est Kaugatoma
L6A 2010 Est Kaugatoma
| 2010 Est Kurassare
12 2010 Est Kurassare
'3 2010 Est Kurassare
14 2010 Est Kurassare
's 2010 Est Kurassare
12 Fu015 2010 D Helgoland, N-Watt
2Fu016 2010 D Helgoland, N-Watt
12 Fu017 2010 D Helgoland, N-Watt
2 Fu018 2010 D Helgoland, N-Watt
12 Fu031 2010 D Helgoland, NO-Hafen
' Fu034 2010 D Helgoland, NO-Hafen
2 Fu035 2010 D Helgoland, NO-Hafen
' Hel132 2011 D Helgoland, N-Watt
! Hel133 2011 D Helgoland, N-Watt
' Hell134 2011 D Helgoland, N-Watt
! Hel135 2011 D Helgoland, N-Watt
' Hel136 2011 D Helgoland, N-Watt
ZAl 2010 N Ula
2A2 2010 N Ula
2BI11 2010 N Ula
'H17 2000 N Bjorgo
L2 2010 N Flekkeroy
114 2010 N Flekkeroy
'L5 2010 N Flekkeroy
2L14 2010 N Flekkeroy
'116 2010 N Skeljavik
119 2010 N Skeljavik
14 2010 N Utbjoa
1J6 2010 N Utbjoa
! EK45 2010 GB Mac Duff Harbor
I EK08 2010 GB Peterhead
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"'EK09

' EK10

' EK78

' EK59
2FMS5
IR5
ZRI15
2BA002
2BA003
2 BA004
2BA006
2BA008
2BA009
2BAO11
2BA014
2BA015
2BAO016
2BA018
2BA019
2BA021
2BA022
2BA024
2 BA024
2 BA047
2BA054
2 BA065
2BA068
2BA073
2BA077
2BA078
2BA079
2BA081
2BA082
2 BA084
2BA085
2BA087
2 BA08S
2BA090
2BA091
2BA093
2 ES01

2 ES03

2 ES02

2 S-ERTO07
2BA025
2BA032
2BA036
2 BA055
2BA057
2BA074
2BA076

2010
2010
2010
2010

GB
GB
GB
GB

1

Est
Est
Est
Est
Est
Est
Fin
Fin
Fin
Fin
Fin
Fin
Fin
Fin
Fin
Fin

k
k

ZZOoggurnunununununngggggdgrnnnnnnwnwugdgddornn

Peterhead
Peterhead
Portknockie
Portknockie
Bretagne
Bretagne
Bretagne

Eru

Eru

Koiguste
Koiguste
Kiidema
Kiidema
Kotka
Brannskér
Brannskér
Outoori
Outoori
Paiudkarit
Paiudkarit
Paraistenportti
Paraistenportti
Paraistenportti
Barsebick
Barsebick
Riigen
Riigen
Warnemiinde
Skagsudde
Skagsudde
Bonhamm
Bonhamm
Sing6

Singd

Asko

Asko
Falshoft
Falshoft
Salzhaff
Salzhaff
Asko

Asko

Asko

Asko

Tjarnd
Tjarnd
Varberg
Horsens
Horsens
Verdens Ende
Verdens Ende
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2 BA095 D Helgoland

2BA101 D Helgoland

2 GQ385145 Ma Oualidia

2.GQ385146 P Algarve

2 GQ385147 P Lisboa

2 GQ385149 P Minho

2 GQ385150 E Galicia

2.GQ385151 E Cantabria

2GQ385152 F Brittany

2 GQ385153 F Normandy

2 GQ385154 NL South Holland

2 GQ385155 UK Northern Ireland

2 GQ385156 N Telemark

2GQ385157 Is Capital Region

Fucus vesiculosus *

1.2 Fu022* 2010 D Helgoland, N-Watt
1.2 Fu023* 2010 D Helgoland, N-Watt
1.2 Fu024* 2010 D Helgoland, N-Watt
1.2 Fu025* 2010 D Helgoland, N-Watt

2 Fu026* 2010 D Helgoland, N-Watt

2 Fu075* 2010 D Helgoland, N-Watt

2 Fu098* 2010 D Helgoland

2 Ful24* 2010 D Helgoland

2 Hel77* 2011 D Helgoland

2SYO0I-HI* D Sylt

2SYO01-H2* D Sylt

2 SY01-H3* D Sylt

2SYO01-H4* D Sylt

2 GB-HS01* GB S-Kiiste

2 GB-HS02* GB S-Kiiste
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Tabelle A9 Zusammenfassung der Kruskal-Wallis-Tests der analysierten Fucus-Taxa im
paarweisen Vergleich. Signifikante p-Werte (>0,05) sind fett dargestellt. Da fiir die Taxa
F. cottonii,und F. distichus keine Rezeptakel vorhanden waren, wurde diese innerhalb der Tests
nicht beriicksichtigt. Das Verhéltnis ohne signifikante Unterschiede sind in dieser Tabelle nicht
dargestellt. Fce = F. ceranoides, Fco = F. cottonii, Fdi = F. distichus, Fsp = F. spiralis, Fsp/pl =

F. spralis var. platycarpus, Fse = F. serratus, Fve = F. vesiculosus.

o o & &% & & a8 &% & =
gesamt 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fco - Fdi 1 1 1 0,243 1 1
Fco - Fsp 0,335 1 1 1 1 1
Fco - Fce 0,142 0,98 1 1 0,066 1
Fco - Fve 0,034 0,002 0,002 0,013 0 0,012
Fco - Fsp/pl 0,548 0,34 0,02 0924 0,425 0
Fco - Fse 0 0 0 1 0 0
Fdi - Fsp/pl 1 1 1 1 1 0,087
Fdi - Fce 1 1 1 1 1 1
Fdi - Fve 1 0,335 1 1 0,491 1
Fdi - Fse 0,014 0,011 0,098 1 0,268 0,008
Fsp - Fdi 1 1 1 0,426 1 1
Fsp - Fsp/pl 0,002 0,004 1 0,516 1 1 0,698 1 1 0,008
Fsp - Fce 1 1 1 1 1 1 1 1 0,775 1
Fsp - Fve 0,001 0,012 0,005 0 1 0,127 0,096 0,006 0 0,745
Fsp - Fse 0 0 0 0 0,004 0 0 1 0 0
Fsp/pl - Fce 0,107 0,021 0,721 1 1 1 1 1 1 0,118
Fsp/pl - Fve 1 1 1 1 1 1 1 1 0,366 1
Fsp/pl - Fse 1 1 0,069 0,141 0,093 0,155 0,257 1 0,148 1
Fce - Fve 0,21 0,093 0,004 0,013 1 1 1 1 1 1
Fce - Fse 0,001 0,001 0 0,001 1 0,141 0,255 1 1 0,004
Fve - Fse 0,144 0,64 1 1 0,09 1 0,05 0436 1 0,024
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Abbildung Al-1
Werte in mm. Fve =

Fco = F. cottonii, Fce = F. ceranoides, Fse = F. serratus, Fdi =F. distichus.

Box-Plots der morphologischen Analyse der Gattung Fucus. Absolute
F. vesiculosus, Fsp = F. spiralis, Fsp/pl = F. spiralis var. platycarpus,
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Abbildung Al1-2 Box-Plots der morphologischen Analyse der Gattung Fucus. Absolute
Werte in mm. Fve = F. vesiculosus, ¥sp = F. spiralis, Fsp/pl = F. spiralis var. platycarpus,
Fco = F. cottonii, Fce = F. ceranoides, Fse = F. serratus, Fdi =F. distichus.
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Abbildung A2 PCA mit allen Individuen, welche in Gruppen je nach Art und
Herkunft zusammengefasst sind. Dabei kodieren die Anfangsbuchstaben fiir
die Arten: Sr = F. serratus, Sp = F. spiralis, V. = F. vesiculosus, C = F.
ceranoides, D = F. distichus, M = F. cottonii und die Endbuchstabe die
Probenahmestandorte: (h) Helgoland; (n) Norwegen; (g) GroBbritannien; (d)
Dénemark;(e) Estland; (i) Irland) (Schmidt 2011).
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