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Mit Botanik gibst du dich ab

»Mit Botanik gibst du dich ab? mit Optik? Was tuist?
Ist es nicht schonrer Gewinn, rihren ein zartlichiesz?*
Ach, die zartlichen Herzen! Ein Pfuscher vermagsieihren;

Sei es mein einziges Glick, dich zu berthren, Natur

(J.W. Goethe)
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1. Einleitung

Die Graser (Poaceae) bilden mit Gber 10 000 Arted W60 Gattungen eine der grofdten
Familien unter den Blutenpflanzen. Sie sind kosnlibpch und stellen mit rund 20% den
Hauptbestandteil der die Erde bedeckenden Vegetdto. Weiterhin erreichen die Poaceae
mit ca. 80% den hochsten Polyploidiegrad aller Asgermen-Familien (RUSEY &
SCHEMSKE 1998).

Nach dem Aufkommen der Cytologie und Genetik alsethuchungsmethoden wurde kaum
eine Pflanzengruppe so intensiv bearbeitet wieRdiaceae. Das hat nacheS8BINS (1956)
drei Grunde:

1) Graser sind auf3erst wichtig als Viehfutter.

2) Getreidearten, ebenso wie der Zucker, gehdrentaghechen Nahrungsbedarf.

3) Bambus ist in vielen Teilen der Welt ein sehiztidhes Baumaterial.
Dennoch wird die Systematik der Graser standig Kettiert und zeigt keine befriedigende,
vollstandige Ubersicht. Dies kann durch eine Eitiisbkeit der Graser in ihren vegetativen
Teilen erklart werden. Ein Wiedererkennen stiteh siahezu ausschliel3lich auf den Bau der
Ahrchen.
Neue Trends in Form von hauptsachlich molekularate® und analytischen Methoden sind
von immer grolBer werdendem Interesse. Wurden frukrtersuchungen in der
Pflanzensystematik und -evolution anhand experigtlentKreuzungen zwischen den Arten
durchgefiihrt, kamen spater chemische Studien uridkmare Daten hinzu, die kladistisch

analysiert wurden (RAwrFORD et al 2005).

Biosystematische Daten in Kombination mit Beobaehan zur Okologie, Morphologie und
geographischer Verbreitung haben erste Hypotheben die Evolution der Pflanzen wie
auch die der bearbeiteten Gattuhiga geliefert. Diese Gattung aus der Familie der Paace
gehort zu der TribusAveneaeund dort zu der Subtribugirinae, zusammen mit den
Gattungen Airopsis Antinoria, Avenella Corynephorus Periballia und Vahlodea Die
Einteilung basiert auf morphologischen, anatomisclkaryologischen, palynologischen und

cytogenetischen Untersuchungen voreBers & BuTzIN (1977). Demgegenuber finden sich
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in der zweiten Subtribudristaveninaeder TribesAveneaedie Gattungermeschampsiaind
Aristavena

Friher sind insbesondere blutenmorphologische Betai der GattungAira fiur die
herkbmmliche Bestimmung nach rein morphologischt@mechen Merkmalen von grol3er
Wichtigkeit gewesen, da sich die Arten vegetatiurkaunterscheiden lassen. Das Verhéltnis
der Lange der Ahrchenachse zu den Ahrchenlangerf-atim und Lénge der Spelzen sowie
die Antherenlange fungierten als wesentliche Bestimgsmerkmale (&INERT 1988).

Auf diese Weise konnte festgestellt werden, dasteinGruppe der annuelléirinae-Arten

die Ausbildung der Gesamtblutenstéande art- odeuggsspezifisch sein kann.

Auch karyologische Untersuchungen (z.BBARS 1973, 1978a-c, 1980;L8ERS & BUTZIN
1977) haben zur bestehenden Einteilung der Artatigrdrei Sektionen Trichodaera, Euaera
(Aira) und Pycnaera gefihrt, da der Karyotyp vooligr Wichtigkeit fur die intragenerische
Abgrenzung der Arten untereinander ist.

So war zu Beginn der biosystematischen StudieBdsimmung der Chromosomenzahl ein
integrierter Teil in der Pflanzensystematikrg®FORD et al 2005), da man Aussagen fur
taxonomische Zwecke machen und Gruppen anhandpemietien chromosomalen Markern
abgrenzen konnte. Jede Art ist in der Regel duide d&estimmte Chromosomenzahl
charakterisiert, wodurch die Chromosomenbasiszaldengrol3er evolutiver Bedeutung und
taxonomischem Wert sind.

Auch die Charakterisierung der funf Unterfamilierer dPoaceae erfolgte durch ihre
unterschiedlichen Basiszahlen. Ahnliche Chromosaaglen bzw. Chromosomenbasis-
zahlen deuten auf eine nahe Verwandtschaft hin.dbi@mosomenzahlen sind jedoch nicht
als konstant anzusehen, da unterschiedliche Chmmarszahlen innerhalb einer Spezies
durchaus vorkommen kénnenp(€s2004).

Mittlerweile liegt der Blickpunkt der Karyotyp-Stih eher darin, ihre Veradnderungen
innerhalb der Evolutionsgeschichte einer Gruppe, asch in der GattungAira, zu
entschlisseln. Die Chromosomen-Evolutionsstudielfest dabei nach wie vor ein wirksames

Gerust innerhalb der phylogenetischen Analyse @arWFORD et al. 2005).



1. Einleitung 3

Zahlreiche molekulare Untersuchungen haben in demein Jahren eine Fulle von Sequenz-
Daten geliefert, die zur Erzeugung von Phylogenied die Berechnung von genetischen
Divergenzen verwendet wurden.

Bisher veroffentlichte phylogenetische Ergebnisseerhalb der Poaceae basieren sowohl auf
morphologischen als auch molekularen Daten verdeh&er Arten. Molekulare Marker
werden als zusétzliches Hilfsmittel fir die TaxonenPhylogenie, Okologie und Genetik
eingesetzt, um verwandtschaftliche BeziehungenAm@n oder Gattungen bei den Grasern
zu studieren (HIA0 et al. 1999).

Fiur systematische Zwecke ist die ringformige Chptasten-DNA (cpDNA) von priméarer
Bedeutung, da das mit Abstand kleinste Genom danzlfchen Zelle eine relativ einheitliche
GrofRe hat, unabhangig von der Kern-DNA ist und den Angiospermen nur maternal
vererbt wird (ODULOUMENIDOU 2001).

Die Bereiche der Kern-DNA, die zu systematischene@ken herangezogen werden, sind
insbesondere Gene, die fir ribosomale RNA kodiesgeziell die ITS-Regionen haben sich
fur vergleichende Studien als geeignet herausdfefieluLouMENIDOU 2001). BALDWIN et

al. (1995) haben die ITS-Region insgesamt fir phyletische Untersuchungen auf
Familien-, Gattungs- und Sektionsebene fir geeigimggestuft. Innerhalb der Graser haben
Hsiao et al (1999) phylogenetische Verwandtschaften basiesarfdSequenzen der ITS-
Region der Kern-DNA aufzeigen kénnen.

Viele dieser Studien konzentrieren sich auf die rdoang der basalen Unterfamilien der
Grasern und ihre Beziehungen zu den verbleibende@ TMaLAN 2002). Innerhalb der
Familie der Poaceae sind bisher nur wenige TaxazvBe die Arten der Gattungeg der
Tribus Triticeae und weitere Mitglieder der Unterfamilie Pooideaeh@and molekularer
Marker untersucht worden EEBENSTEINet al. 1998). Dennoch ist die Monophylie dieser aus

funf Unterfamilien bestehenden Familie niemalsiadge gestellt worden.

Mit Hilfe dieser Studie soll ein Versuch unternommmgerden, durch morphologische und
karyologische Untersuchungen sowie durch die Anwegdvon molekularen DNA-

Fingerprint-Markern, die Systematik in der GattuAga anhand ausgewahlter wichtiger
Arten zu analysieren. Die Bearbeitung der Artencburielfaltige Methoden, unter anderem

die Anwendung verschiedener Typen molekularer Marii€S-Region, Chloroplasten-
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Region, RAPDS), soll zu einer besseren Auflosungpiiglogenetischen Beziehungen in der
GattungAira beitragen.

Das Vorkommen von diploiden und tetraploiden Artenerhalb der Gattungira weist sie
als Polyploidie-Komplex aus. Dieser reprasentied daufigste Modell von morphologischen
Variationen innerhalb der Gréaser, wobei ein solédmmnplex gewohnlich aus zwei oder mehr
diploiden Arten oder Subspezies und/oder ihrer Higbrbesteht (MLAN 2002). Diese
Tatsache wirft die Frage nach den phylogenetis@eriehungen der Arten untereinander
auf, wobei auf die Entstehung der tetraploiden nééet durch Allo- bzw. Autopolyploide ein
besonderes Augenmerk gelegt wird. Da bei den teidgn Arten der Gattungira bisweilen
Unkenntnis Uber die beteiligten parentalen Genomesbht, soll durch den Einsatz der
Genomischein siti-Hybridisierung eine Charakterisierung von Genomed Chromosomen
in Hybrid-Polyploiden, Hybrid-Pflanzen oder allogploiden Arten ermdglicht werden
(RAINA & RANI 2001), so dass Rickschlisse auf die parentaleronG&mmponenten

gezogen werden kdnnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Pflanzenmaterial

Untersuchungsobjekte waren hauptséchlich die Gatina (Poaceae) sowie einige Vertreter

aus der nah verwandten GattubgschampsiaDiese Gattung wurde im Hinblick auf die

molekulargenetischen Untersuchungen als Auf3engruppgendet, da sie mit der Gattung

Aira eng verwandt ist. Das verwendete Material wurdeBotanischen Garten Muinster

kultiviert, wobei die Samen aus verschiedenen Bstéen Garten oder aus eigenen
Aufsammlungen von Prof. Albers, Manfred Steinera(fkreich-Material) und Thomas Muer

(Frankreich-Material mit 86-20-154- Nummern) stammias Nummernsystem von 1 — 102
entspricht dem eigenen Aussaatprotokoll, das auémeSamenmaterial, aber auch auf altem,
noch in der Arbeitsgruppe existierenden Materialube Es wurde wahrend der Aussaat
fortlaufend mit einer Nummer von 1 bis 102 verseHgsi den fehlenden Nummern (9, 20,

25, 47, 56, 64, 67, 70, 71, 74, 75, 80-93, 100)dkdnes sich um Arten, die nicht zur

Keimung gekommen sind und verworfen wurden.

Eine Auflistung des vollstandigen Materials ist dabelle 2.1 zu entnehmen.

Tabelle 2.1: Verwendetes Material

Pflanzenart Akzessions- | Fundort Herbar |Eigene
nummer Nummer
Aira caryophyllea 305 Italien, BG Firenze, Loc. | MSUN 18
Raccolta, Montescalari (Fl),
3.6.1998
Aira caryophyllea Keine Angabel Frankreich, 1km nafdli | MSUN 40

von Ambon an der D 140,
am Rand von Fahrspur in
einer Heideflache

Aira caryophyllea 1933 Deutschland, BG Berlin- | MSUN 76
Dahlem

Aira caryophyllea 855 Deutschland, Braunschweig MSUN 96

Aira caryophyllea 370 Italien, BG Firenze, Loc. | MSUN 97
Raccolta

Aira caryophyllea 906 Italien, BG Palermo, MSUN 98
Adiacenze di Ucria, Messing

Aira cupaniana 86-20-114-10a Frankreich MSUN 30

Aira cupaniana 86-20-114-10b Frankreich MSUN 31
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Aira cupaniana 89-13-019-20| Keine Angabe MSUN 39
(Topf 5b)
Aira cupaniana 89-13-017-20| Keine Angabe MSUN 53
(Topf 5)
Aira cupaniana 89-13-018-20| Keine Angabe MSUN 54
(Topf 5a)
Aira cupaniana 2040 Belgien, Liege MSUN 68
Aira cupaniana 309 Keine Angabe MSUN 69
Aira cupaniana Al 4180 Griechenland, Naxos, MSUN 101
Kinidaros
Aira cupaniana Al 4179 Portugal, Algarve, 8km W| MSUN 102
Silves / 2km SW Lagos
Aira elegantissima 648 Frankreich, Jardin BotanigM&UN 2
de la ville Lyon
Aira elegantissima Keine Angabe Italien, BG Sienajt€lla | MSUN 4
Marittima (Grosseto)
Aira elegantissima Keine Angabe Keine Angabe MSUN 6
Aira elegantissima Keine Angabe lItalien, BG Genova NSU | 7
Aira elegantissima Keine Angabe Keine Angabe MSUN 10
Aira elegantissima 89-13-011-20| Keine Angabe MSUN 11
Aira elegantissima 86-20-152-14a Frankreich MSUN 26
Aira elegantissima 86-20-152-14p Frankreich MSUN 32
Aira elegantissima 86-20-154-14a Frankreich, Var, $fates | MSUN 33
Maures, 3km 6stl. des Col de
Fourche, Richtung la Garde-
Freinet
Aira elegantissima 86-20-154-14p Frankreich, Var, 8ffages | MSUN 43
Maures, 3km 0stl. des Col de
Fourche, Richtung la Garde-
Freinet
Aira elegantissima 86-20-154-14¢  Frankreich, Var, $ffades | MSUN 60
Maures, 3km 6stl. des Col
des Fourche, Richtung la
Garde-Freinet
Aira elegantissima Keine Angabe Keine Angabe MSUN 72
Aira elegantissima 1987 Italien, Siena MSUN 73
Aira elegantissima 901 oder 907 Italien, BG Palerbamo | MSUN 99
Fanaco, Castronoro di
Sicilia, Palermo
Aira multiculmis Keine Angabe | Portugal, Coimbra MSUN 3
Aira multiculmis 350 Frankreich, BG Nantes, Le MSUN 12
Thoureil "Le Marchais clair’|
Maine et Lore
Aira multiculmis 351 Frankreich, BG Nantes, |MSUN 13

Belle-lle en Mér, Pointe
Cardinal Morbihau
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Aira multiculmis 349 Frankreich, BG Nantes, MSUN 14
Ancenis "Les Fourcins’,
Loire-Atlantique
Aira praecox Al 2645 Frankreich, Rocquaine Bay @ MSUN 1
Aira praecox 353 Frankreich, BG Nantes, SIMSUN 15
Jacques de Thouar, Cascade
de Pommier, Serres (Deux
Aira praecox 352 Frankreich, BG Nantes, |MSUN 16
Ancenis "Les Fourcins’,
Loire-Atlantique
Aira praecox 354 Frankreich, BG Nantes, |MSUN 17
Mouilleron en Pareds,
Colline des Moulins, Vendée
Aira praecox 117 Danemark, BG Aarhus, |MSUN 19
DMK, E, Jutland, Farnaes,
56°27'N 10°58'E
Aira praecox Liége 1985 | Belgien, Waterscheid, Prov MSUN 77
(+1943) De Limbourg
Aira praecox Liege 1985 |Belgien, Lanklaar, Prov. De MSUN 78
(+1942) Limbourg,
Aira praecox 1372 Deutschland, Mila-See/Krf MSUN 79
Beeskow 99, Humbold-Uni
Berlin
Aira praecox 857 Deutschland, Minster, MSUN 94
Hammer Str., Bahndamm
Aira praecox 856 Deutschland, Dulmen, MSUN 95
Sandgebiet
Aira provincialis 2223 Keine Angabe MSUN 5
Aira provincialis 86-20-031-10 | Frankreich, Massif des | MSUN 8
Maures
Aira provincialis 86-20-023-14 | Frankreich MSUN 27
Aira provincialis 86-20-025-14 | Frankreich MSUN 28
Aira tenorei 86-20-254-14 | Frankreich, Massif des | MSUN 59
Maures, 5km sudl. Carnoules
Aira tenorei 86-20-251-10 | Frankreich MSUN 62
Aira tenorei 86-20-011-104 Frankreich MSUN 63
Aira tenorei 86-20-011-10h Frankreich MSUN 65
Arten der Outgroup:
Deschampsia cespitosa 930 Island, HB Akureyri, MSUN 21
Grassland 50-60m
Deschampsia cespitosé81 Island, HB Akureyri MSUN 22
V. arctica
Deschampsia cespitosg/80 Island, HB Akureyri MSUN 23
ssp. cespitosa f. aurea
Deschampsia cespitosg/ 79 Island, HB Akureyri MSUN 24

Ssp. cespitosa




2. Material und Methoden

Nicht identifizierbare
Arten:

Aira spec. 3.1a Keine Angabe Griechenland 29
Aira spec. la Keine Angabe Griechenland 34
Aira spec. 2a Keine Angabe Griechenland 35
Aira 18-1a Keine Angabe| Frankreich, Cap de Catergt, 36
an einem Felshang
Aira spec. 3.0a Keine Angabe Griechenland 37
Aira 19-1 Keine Angabe | Frankreich, Flamanville, bei 38
den Semaphoren
Aira Mi 23 Keine Angabe | Keine Angabe 41
Aira 3-2 Keine Angabe | Frankreich, Ortsausgang 42
Guer an der D 773, Hang an
der Steinbruch-Zufahrt
Aira 18-1b Keine Angabe| Keine Angabe 44
Aira 21-1 Keine Angabe | Frankreich, Flamanville, 45, 61
Richtung Heauville,
StralRenrand
Aira 10-1 Keine Angabe | Frankreich, an der D 30, 200 46
m vor der Abzweigung nach
Loc Equiner, Grunstreifen
vor einem Eichenwald
Aira spec. 3.1b Keine Angabg Griechenland 48
Aira spec. 3.0b Keine Angabe Griechenland 49
Aira spec. 1b Keine Angabe  Griechenland 50
Aira spec. 2b Keine Angabe  Griechenland 51
Aira spec. 3.2 Keine Angabe  Griechenland 52
Aira 30-1 Keine Angabe | Frankreich, La Guenorais 55
Stral3enbdschung
Aira spec. 3.3 Keine Angabeg Griechenland 57
Aira 16-1 Keine Angabe | Frankreich, Le Croix Helleau 58
(Josselin), am Rand eines
Erbsenfeldes
Aira spec. 2210 Keine Angabge Keine Angabe 66
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2.1.2 Primer fur die PCR

trnL-F Region:

Die Primer wurden von MWG-Biotech synthetisiertel®equenzen der Primer Ttc und Ttf
entsprechen den ,universellen“ Primern, die flr dieisten Angiospermen-Arten in den
Regionen zwischertrnL (UAA) 5'Exons und trnF (GAA) eingesetzt werden konnen
(TABERLET et al 1991).

Primer Sequenz Ta(°C)

Ttc 5'—- CGA AAT CGG TAGACGCTACG -3 55°C

Ttf 5'— ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG - 3 55°C
ITS-Region:

Die ITS-Regionen wurden mit den Primern 17SE unr8R2@MITE et al. 1990) amplifiziert.

Primer Sequenz _K(°C)
17SE 5'— ACG AAT TCATGG TCC GGT GAAGTG - 3 55°C
26SE 5'—TAG AAT TCC CCG GTT CGC TCG CCG TTAGE! 55°C

2.1.3 Primer fur die Sequenzierung
trnL-F Region:
Die fur die Sequenzierung eingesetzten Primer sinenfalls die Primer Ttc und Ttf (5°

Markierung mit Fluoreszenz-Farbstoff IRD 800), Hereits fur die PCR-Reaktion verwendet

wurden.
Primer Sequenz Ta(°C)
Ttc 5'— CGA AAT CGG TAG ACG CTACG -3 62°C

Ttf 5'—ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG - 3 58°C
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ITS-Region:

Fur die Sequenzierung der ITS-Regionen wurden dime? 5.811 und 5.812 sowie 5.8SF
und 5.8RF nach WITE et al (1990) eingesetzt, sowie die beiden zusatzli¢hémer FIB und
TAS, deren Sequenzen anhand bekannter Basenabfmgeémmt wurden.

Folgende Primer ( 5° Markierung mit FluoreszenzHstoff IRD 800) wurden verwendet:

Primer _Sequenz Ta (°C)
TAS 5'— CCG GCG ACT CGC GAG AAG TCC - 3 67°C
FIB 5'— AAT GGC TTC GGG CGC AAC TTG - 3 58°C

5.812 5~ GCC TGG GCG TCA CGC - 3 58°C
5.811 5'— GTT GCC GAG AGT CGT - 3 53°C
5.8SF 5'— ACG ACT CTC GGC AAC - 3 53°C

5.8RF 5~ GCG TGA CGC CCA GGC - 3* 62°C

2.1.4 DNA-Sequenzen aus der Genbank

Folgende DNA-Sequenzen wurden aus den Gen-Bankell N&2w. EBI mit den
angegebenen Gen-Bank Akzessionsnummern verwendet:

Deschampsia cespitogllCBI GenBank Akzessionsnummer L36513)

Miscanthus sinensiEMBL MSI 426565)

Poa pratensigNCBI GenBank Akzessionsnummer AY061956)
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2.1.5 Primer fur die RAPD-Analysen
Fur die RAPD-Untersuchungen wurden die Primer y8lyBO aus dem Random Primer Kit
Y der Firma Roth verwendet. Die BasensequenzenPdiner sind in der Tabelle 2.2

aufgefiihrt.

Tabelle 2.2: RAPD-Primer

Primer | Basensequenz Primer | Basensequenz

Y 01 5'-GTG GCATCTC '3 Y 11 5 -AGACGATGG G '3
Y 02 5'-CAT CGC CGC A ‘3 Y 12 5" - AAG CCTGCG A ‘3
Y 03 5 -ACAGCCTGCT ‘3 Y 13 5 -GGG TCTCGGT '3
Y 04 5'- GGC TGC AAT G ‘3 Y 14 5 -GGT CGATCT G ‘3
Y 05 5'-GGC TGC GACA ‘3 Y 15 5 -AGTCGCCCTT 3
Y 06 5'- AAG GCT CACC'3 Y 16 5 -GGG CCAATGT '3
Y 07 5'- AGAGCC GTCA 3 Y 17 5 -GACGTG GTG A3
Y 08 5'- AGG CAG AGCA '3 Y 18 5'-GTGGAGTCAG ‘3
Y 09 5'- AGC AGC GCAC '3 Y 19 5 -TGA GGG TCCC ‘3
Y 10 5 -GAAACG TGG G ‘3 Y 20 5 -AGC CGT GGA A3

2.1.6 Chemikalien, Enzyme, Fluorochrome, Antikérpemund ,Kits*
Soweit es nicht anders erwéhnt wird, wurden hattéthe Chemikalien in Analysenqualitat
und Biochemikalien der Firmen Merck (Darmstadt), eBonger (Mannheim), Serva

(Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) verwendet.

Agarose

Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG (2mg/ml)
Anti-Digoxigenin (100u9)

Biotin-Nick Translation Mix

Biotinylated Anti-Avidin D (0,5mg) produced in goat
Biotherm-DNA-Polymerase und -Puffer
Blockierungsreagenz (509)

Cellulase “ onozuka r-10 *

Chloroform

Dextransulfat Natriumsalz

DIG-Nick Translation Mix

Roth, Karlsruhe
Bilar Probes
Roche, Penzberg
Roche, Penzberg
inaris, Wertheim
GeneCraft
Roche, Penzberg
Serva
Merck
Roth, Karlsruhe

Roche, Penzberg
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DNA-Marker 100bp-Leiter von 100 bp bis 5Kbp
DNase | (100mg)

Formamid reinst. zur Analyse
Formamid deionisiert

GeneRulef™ 100bp DNA Ladder Plus
Glycerin 87%

Isopropanol

Lambda DNA Hind 1l Marker, 2
Paraformaldehyd

Pectinase voAspergillus niger
Pectolyase y23

Proteinase K (50pg/ml)

QIAquick™ PCR Purification Kit
Red-Tag™ -DNA-Polymerase
RNase, DNase-free (500ug/ml)
Texas Red Avidin D (5mg)

Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle

Sequencing kit

tRNA ausE. coli (10mg/ml)

Tween-20

VECTASHIELD Hard-Set Mounting (10ml)
Medium with DAPI

2.1.7 Puffer und Lésungen

Diagonal
Roche, Penzberg
Merck
Roth, Karlsruhe
MBI, Fermentas
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
MBI, Fermentas
Merck
Sigma oder Serva
Sigma
Roth, Karlsruhe
Quiagen, Hilden
Sigma
Roche, Penzberg
Linaris, Wertheim

mer8ham Pharmacia

Roche, Penzberg
Merck
Vector Laborats

Folgende Puffer und Lésungen wurden fir die veestgmen Methoden verwendet:

2.1.7.1 Karyologie

Carnoysches Fixierungsgemisch Ethanol (96%) : Eig€$60 %) im Verhaltnis 3:1
Carmin-Farbung: 4g Karmin in 15ml,B
1ml HCI (konz.)

95ml Ethanol (85%ig)
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Essigsaure 45%ig

DAPI:
8-Hydroxychinolin-Lésung
Mcllvaine-Puffer (pH 7,0):

0,5ug DAPI pro 1 ml Mcllvaine-Puffer
0,002M
823,5ml PhosphatlosuBg,6g NaHPO, /1)
176,5 ml Zitronensaureldsung (21,0080, x H,O/I)

2.1.7.2 DNA-Sequenzierung und RAPD-Analysen

CTAB-Puffer (pH 8,0):

Mercaptoethanol:

Wasch-Puffer:

Resuspensionspuffer:

TE-Puffer (pH 8,0):

Ammonium-Acetat-Puffer:
Puffer PB und PE

50 x Saltfree-Puffer (pH 8,0):

20 x TAE-Puffer (pH 8,3):

Blaumarker I:

100mM Tris-HCI
1.4M NacCl
20mM EDTA
2% PVP-40 (Polyvinylpyrollidone, m.w. 40000)
2% CTAB (Hexadecyltrimethylammoniumbromid)
0,3% vor jeder Extraktion fisiem
CTAB-Puffer zugeben
10mM Ammoniumacetat-Puffer
76% Ethanol
10mM Ammoniumacetat-Puffer
0.25mM EDTA
10mM Tris-HCI
1ImM EDTA
7.5M Ammoniumacetat
PCR Purification Kit
2M Tris
50mM EDTA
60ml/l Essigsaure (konz)
800mM Tris
40mM EDTA
400mM Na-Acetat
60g/l Saccharose
0,759/l EDTA
25mg/l Bromphenolblau
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20 x SSC:

10 x PBS (pH 7,5);

Paraformaldehyd (pH 7,5):
Proteinase-Puffer:

Tris-HCI (pH 7,5)
EDTA (pH 8,0):
Natrium-Acetat (pH 5,2):

Calciumchlorid:

Maleinsaure-Puffer (pH 7,5):

10 x Blockierungslosung:
Hybridisierungsmix/DS20%

Ldsung A / SF 50-Puffer:

Losung B:
Losung C/ Loésung 4T:

Blocking-Lésung BB:

TN-Puffer:

TNT-Puffer:

Genomischen situ-Hybridisierung:

3M NacCl
0.3M Natriumcitrat
1.3M NacCl
70mM NgHPO,
30mM NaHPO,
4% Paraformaldehyd inPB&
20mM Tris-HCI (pH 7,5)
2mM CaCh
1M Tris mit HCI auf pH 7,5 einsheh
0.5M EDTA
3M NaAc
1M CaGl
100mM Maleinsaure
150mM NacCl
10% (w/v) Blockierungsraagen Maleinsaure-Puffer
4 x SSC
20% Dextransulfat
2x SSC
50% Formamid (pH 7,5)
2x SSC bis 0,1 x SSC
4 x SSC (pH 7,0)
0,05% (v/v)Tween-20
3% BSA
0,1 % Tween-20
4 x SSC
100mM Tris-HCI (pH 7,5)
150mM NacCl
100mM Tris-HCI (pH 7,5)
150mM NacCl
0,5ml Tween-20
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TNB-Puffer:

Deionisiertes Formamid:

Farblésung DAPI:

5 x TBE-Puffer (pH 7,5):

Gel-Ladepuffer 1:

Gel-Ladepuffer 2:

10 x DNAse-Reaktionspuffer:

100 mM Tris-HCI (pH 7,5)
150 mM NacCl
0,5% Blocking reagent
100%iges Formamid
1pg DAPI pro ml Vectashield
89mM Tris
89mM Borsaure
2mM EDTA (0.5M; pH 8,0)
0,5x TBE
50% (v/v) Glycerin
0,5x TBE
50% (v/v) Glycerin
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol
200mM Tris-HCI (pH 8,4)
20mM MgClI2
500mM KClI
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2.2 Methoden

Fur die Untersuchung der Gattumgra wurden verschiedene Methoden eingesetzt. So
wurden die Arten z.T. morphologisch untersucht (kdp2.2.1), um anhand einiger
Charaktere eine Merkmalsmatrix erstellen zu kdénnen.

Weiterhin wurden die Arten der Gattung karyologig&tapitel 2.2.2) untersucht, um eine
Zuordnung und einen Vergleich der Arten anhand sihkaryotyps und Idiogrammes
vornehmen zu kénnen.

Molekulargenetische Analysen (Kapitel 2.2.3) solltedazu beitragen, anhand der
Divergenzen in der DNA mehr Uber die Verwandtscwthaltnisse der Arten zu erfahren.
Dazu wurden Chloroplasten- und Kerngenom sequdnziie Daten phylogenetisch
ausgewertet und zusatzlich RAPD-Analysen durchgefiih

Die Genomischan situ-Hybridisierung (Kapitel 2.2.4), als weitere verwlete Methode,
eignete sich fur die Erforschung der Genom-Homelogivischen polyploiden Arten und
ihren diploiden Ausgangsarten.

2.2.1 Morphologie

Die Arten der GattungAira wurden morphologisch und z.T. anatomisch anhand vo
Lebendmaterial und Herbarbelegen untersucht. Gaindsh gilt, dass die verwendeten
Merkmale eine gewisse Komplexitat aufweisen sofl@amit mogliche Konvergenzen im
Verlauf der Analyse erkannt werden konnen. Als rholpgische Merkmale wurden das
Vorhandensein oder die Abwesenheit einer Struktoerhalb eines Taxons gewertet.

Nach Erstellen einer Merkmalsmatrix wurde mit H#fimes AulRengruppenvergleichs mit der
Art Poa pratensiseine kladistische Analyse durchgefuhrt. In diedarf die Zahl der
Merkmale nicht tiefer liegen als die Zahl der ire duntersuchung einbezogenen Taxa
(RIEPPEL 1999). So wurden 13 verfugbare morphologische &fdtare fir die Analyse
innerhalb der 12 zu untersuchenden Arten verwemietphylogenetische Analyse erfolgte
unter der Verwendung der Beta Version 4.0b10 voPASVOFFORD 2002). Innerhalb der
Maximum Parsimon{MP)-Analyse wurden diBranch and Bounduchkriterien gewahlt, da
sich diese Analyse bei einer kleineren Taxa-Anzattlietet. Alle Charaktere wurden gleich
gewichtet, d.h. in dieser Grundeinstellung zahieeveranderung in jedem dieser Merkmale

immer als ein Schritt.
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Die erhaltenerMost parsimonious treg&urz: MPTs) wurden zu einenbQ% Majority Rule
Consensus Tréeusammengefasst, dessen Verlasslichkeit mit HilfeerBootstrapAnalyse

nach FELSENSTEIN(1985) Uberpruft wurde.

2.2.2 Karyologie und Verbreitung

2221 Darstellung der Chromosomen

22211 Keimung

Die karyologischen Untersuchungen fanden an Chromea des Wurzelspitzenmeristems
von Keimlingen statt. Die Karyopsen wurden zur Keng in Plastik-Petrischalen auf
feuchtem Filterpapier ausgelegt und in einer feerchGlas-Kammer bei Raumtemperatur
aufbewabhrt.

Von Art zu Art verschieden erfolgte eine Keimung Haryopsen nach 5-10, manchmal auch
erst nach 14 Tagen. Die Keimlinge wurden geermiehn sie eine ungefahre Grof3e von 1-2
cm erreicht hatten. Die Ernte erfolgte stets masgareinem Zeitraum zwischen 8-10 Uhr, da

aufgrund von Erfahrungswerten zu diesem Zeitpurkiitosehaufigkeit am grofdten ist.

2.2.2.1.2 Vorbereitung

Das Wurzelspitzen-Material der geernteten Keimlimgede fir ca. 4 Stunden bei 4°C im
Kiahlschrank in 8-Hydroxychinolin-Losung (0,002M) ngelegt. Die Behandlung mit
Hydroxychinolin unterbricht die mitotische Zelliailg der Zellen des Wurzelspitzen-
meristems in der Metaphase und fihrt zu einer Anmgu an Metaphase-Stadien.
Normalerweise kann diese Vorbehandlung bei Raumgestyr stattfinden. Da aber z.T. eine
Verklumpung der Chromosomen auftrat, wurde diesehrig® bei 4°C im Kuhlschrank
durchgefuhrt. Dies bewirkte eine Verbesserung ddraleenen Praparate. Nach der
Vorbehandlung wurde das Material bei 4°C fur etw@-22h in ein Carnoysches
Fixierungsgemisch Uberfuhrt, welches aus Etharéffa)Ound Eisessig (100 %) im Verhaltnis
3:1 besteht. Das Fixiermittel wurde mit 96%igemdtthl ausgewaschen, da zurickbleibende
Spuren fur die anschlielRende Farbung von Nachtel| sind das Material bis zur Farbung in

70%igen Ethanol aufbewahrt.
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2.2.2.1.3 Karmin-Farbung nach SNOW (1963)

Die Farbung erfolgte mit einer abgewandelten KarRiénbung nach 8w (1963). Hierfur
lanRt man 4g Karmin in 15ml 4 und 1ml HCI (konz.) 10 min. lang kochen. Nach dem
Erkalten werden 95ml Ethanol (85%ig) hinzu gegelneth die Losung filtriert.

Fur die Durchfuihrung der Farbung wurde das vorbeteei fixierte Material fir 24h in der
Farbelésung im Warmeschrank bei 60°C belassen. MachFarbung wurde die Karmin-
Losung entfernt und die Wurzelspitzen in 45%igersi§saure gespult. Einzelne
Wurzelspitzen wurden auf einem Objekttrager untemdBinokular vom Rest der
Keimwurzel getrennt, da das Material der Wurzellgaubd das an das Meristem angrenzende
Differenzierungsgewebe fur die Bestimmung unbraachiaren. Durch die Farbung war das
Wurzelspitzenmeristem anhand des stark verdunkElteles gut zu erkennen.

Die so gewonnenen Wurzelspitzen wurden mit einenopfBn Essigsaure (45%ig,
CH3COOH) versetzt, mit einem Deckglas bedeckt undefitie Erhitzung kurz durch eine
Bunsenbrennerflamme gefachert. AnschlieBend wurdeemem Filztuch vorsichtig, aber
stark gequetscht. Das erhaltene Préaparat wurde dee Lichtmikroskop untersucht und bei

einer 100-fachen VergroRerung sowie einer 2-fachenstéirkung gezeichnet.

2.2.2.2 Auswertung

Fur die Untersuchung der Chromosomenmorphologierefmt wurden in der Regel 10-25
gut gespreitete Metaphase-Platten mit einem WildSMIB Fotoautomaten und einer Wild
MPS 51 S Kamera unter Verwendung von Agfa OrthdPg&fessional Filmen fotografiert
und mit einem Leitz Orthoplan unter Zuhilfenahmeesi Zeichenspiegels gezeichnet.

Geht die Auswertung uber das Feststellen der Chsomenzahl hinaus, kann bei optimalen
Metaphase-Platten der Karyotyp der Pflanze unttibgramm dargestellt werden.

Der Karyotyp stellt das lichtmikroskopische Erschigsbild der Chromosomen eines
Genoms dar, d.h. die morphologischen EigenschafterAnzahl, Grél3e, Kinetochorlage und
SAT-Zonen, etc. sind erkennbar. Der Karyotyp istngodas numerische und strukturelle
Charakteristikum eines Individuums und kann fureefrt sehr charakteristisch sein. Er 1af3t

sich fotografisch und zeichnerisch (mittels Zeigdmagel) darstellen.
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Fur die Auswertung wurden die gezeichneten Chromesomit einem Lineal ausgemessen,
die jeweiligen Chromosomenléngen in vorbereitetgdr eingetragen und in entsprechende
nm-Langen umgerechnet sowie die Centromerpositipniestimmt.
Daraufhin erfolgte die Zuordnung der homologen @iosomen.
Die fur die Analysen wichtigen Chromosomenlanged tindices wurden tabellarisch erfaf3t.
Folgende Daten mul3ten ermittelt werden:
1. Die Langet jedes Chromosoms in pum, sowie die Langdhénge kurzer Arm)
undl (Lange langer Arm) in pm.
2. Die Centromerpositioncp, errechnet durch die Division des langeren
Chromosomenarms | durch die Chromosomengesamttéange
Centromerposition cp =1/t (Werte immer zwiscl0,5 und 1)
Die Gesamtlange des Genomsin pm.
Die durchschnittliche Chromosomenlange in pm.
Der Index der Karyotypsymmetrie, errechnet durdie Addition der
Centromerpositionercp, deren Mittelwert mit 100 multipliziert wird (8BERS

1980b).

Fur die Idiogramme wurden die homologen Chromosqaare zu einem Wert vereinigt
(nach Mittelwertberechnung und Standardabweichunigy zusatzlich wurden folgende
Werte vom jetzt haploiden Chromosomensatz ermittelt
6. Die relativen Langen der Chromosomen, errechnst dem Prozentanteil des
einzelnen Chromosoms von der Gesamtlange des Hapl&atzes (n = 100%).
7. Der Satelliten-Index, errechnet aus dem Verhgilohes aufReren zum inneren
Chromosomenabschnittes des jeweiligen Chromosomesnar
8. Der Index des sekundaren Einschnirung, der wieSdeelliten-Index berechnet
wird.
9. Der GroRRengradient-Index, errechnet aus der Ladlggekleinsten Chromosoms

dividiert durch die Lange des grofiten Chromosomd&, 100 multipliziert

(WETSCHING 1983).
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Fir die Erstellung der Idiogramme wurde das folgeRdnzip gewahlt:

Die Chromosomen werden insgesamt der Grol3e naderdéimandergestellt, wobei der
langere Chromosomenarm jeweils nach unten gericsitetind die Centromerpositionen auf
einer Linie liegen. Zuerst kommen dabei die metaamen Chromosomen, dann erst die
asymmetrischeren Chromosomen mit submedianer, rsuibgder oder terminaler
Centromerposition. Die Chromosomen, die Satelldew. sekundére Einschnirungen tragen,
werden ihrer GroRe und Centromerposition nach egige wobei die Satelliten und
sekundaren Einschnirungen jeweils nach oben getisimid.

Die Darstellung der Karyotypen mit Hilfe von Karygpgonen (Abb. 2.1), in denen die
jeweils ermittelten Daten auf einer Kreisflache emglinet werden, ermdéglicht einen
schnellen Vergleich der Karyotypena(&R & HEUBL 1984).

1]
[[]

Linge des Chromosonensatzes (2n) in pm
Anzahl der Chromosomen (2n)
¢ = Anzahl der nicht Sat.-Chromosomen

o
L}

= Anzahl der metacentrischen Chromosomen

= Anzahl der submetacentrischen Chromosomen

= Anzahl der subtelocentrischen Chromosomen

E N P o R

= Anzahl der telocentrischen Chromosomen
e = Index der Karyosymmetrie

f1= Mittlere Grope des Satelliten in pm
f£.,= Satelliten-Index

2
g = durchschnittliche Chromosomengréfe in pm

h = Gropengradient-Index

Abb. 2.1: Darstellung eines Karyopolygon (entncgnmus SEINERT 1988)

Die Bestimmung der Centromerpositionen sowie diaddaung der Chromosomen erfolgte
nach dem dargestellten Schema (Abb. 2.2) vemh et al (1964).
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1.0 median submedian subterminal terminal

0,875

0,75

0,625

Abb. 2.2: Schema zur Centromerpositionenbestimnmafy LEVAN et al. (1964)

Basierend auf diesem Schema werden entsprechendedeiligen Centromerposition
metacentrische (Centromerposition cp zwischen W8 0,625), submetacentrische (cp
zwischen 0,625 und 0,75), subtelocentrische (cpsawen 0,75 und 0,875) sowie
telocentrische (cp zwischen 0,875 und 1,0) Chrommeso unterschieden, wobei die
Centromerposition dementsprechend als median, slibmesubterminal bzw. terminal
beschrieben wird.

2.2.2.3 DAPI

Neben der Karmin-Farbung nachc@v (1963) wurde versuchsweise auch eine Farbung mit
dem Fluoreszenzfarbstoff 4‘,6-Diamidino-2-Phenytih(DAPI) zur Visualisierung der Kerne
angewendet, um eine weitere Méglichkeit zur Dalstgl von Chromosomen zu erreichen.

Die Wurzelspitzen wurden wiederum morgens zwisddi® Uhr geerntet und 4 Stunden in
8-Hydroxychinolinlosung aufbewahrt. AnschlieRentfjfe eine Fixierung in einem Ethanol-
Eisessig-Gemisch (Verhaltnis 3:1) fur mindestens rif., wodurch Membranen und
Zellwande fur den Farbstoff durchlassig gemachideer Darauf folgte ein Waschschritt von
15 min. in Mcllvaine-Puffer (pH 7,0) zur Entfernungs Fixierungsgemisches. Die Farbung
der Kerne erfolgte fur 15 min. in einer DAPI-L6subgi 30°C unter leichtem Schitteln,
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gefolgt von einem erneuten 7-mindtigen Bad in Maihe-Puffer zum Auswaschen des
Uberschissigen FarbstoffsS(B'NER 1999).

Das Quetschen der Wurzelspitzen erfolgte wahlwaisdcllvaine-Puffer oder 45%iger

Essigsaure. Zur langeren Aufbewahrung wurden dgefantigten Praparate mit Glycerin-

Gelatine eingeschlossen.

2.2.2.4 Verbreitung

Die Informationen bezuglich der Verbreitung derefrtder Gattunghira stammen aus den
Arbeiten von ABERS (1980b) und $EINERT (1988). Bereits vorhandene Karten, die das
Verbreitungsgebiet einzelner Karyotypen oder albehaler einzelnen Arten zeigen, wurden
neu bearbeitet und zum Teil modifiziert. So konres den enthommenen Daten zur
Verbreitung, in Kombination mit den Informationemsaden karyologischen Untersuchungen,
Hinweise Uber die Entwicklung der Karyotypen gezogeerden, die zum Verstandnis des

Verwandtschaftskomplexes beitragen.

2.2.3 Molekulargenetische Untersuchungen

2.2.3.1 DNA-Sequenzierung

2.2.3.1.1 Extraktion der pflanzlichen Gesamt-DNA

Beginnend mit der DNA-Extraktion nach einem modérzen CTAB-Protokoll von DYLE &
DovLE (1987) wurde eine Isolierung der DNA aus der Pitanzelle erreicht.

Fur jede Pflanze wurde 0,5-1,0 g Blattmaterial gesr mittels flissigem Stickstoff
schockgefroren und zu einem feinem Pulver zermiir3ede Probe wurde in 5ml erwarmten
CTAB-Puffer aufgenommen, welcher mit 0,3% Mercatitanol versetzt ist. Das Gemisch
wurde fir 30 min. in einem 60°C warmen Wasserb&dbrert, wobei es alle 5 min. tber
einen Vortex geschuttelt wurde. Nach der Zugabe S Chloroform : Isoamylalkohol
(24:1) wurde die Probe zuerst sanft vermischt urstialieRend bei 4000 U/min flr 2 min. zur
Verbesserung der Phasentrennung zentrifugiert. ddere wassrige Phase wurde in 1ml-
Portionen abgezogen und die darin enthaltenen hgdaren wurden durch die Zugabe von
2/3 Volumen eiskaltem Isopropanol Uber Nacht zutuRg gebracht. Nach einer erneuten
Zentrifugation bei 8000 U/min fiir 10 min. wurde dgberstand verworfen und das Pellet in
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1ml Wasch-Puffer gewaschen. Es folgte ein weitéesrtrifugationsschritt bei 15 000 U/min

fur 10 min., um das Pellet niederzuwirbeln. Diesesde nach der Lufttrocknung in 90ul

Resuspensionspuffer aufgenommen, um es wieder sarigdzu bringen. Weiterhin wurden
zur Verdinnung 2 Volumenteile destilliertes Wassed 12 Volumen Ammonium-Acetat-

Puffer zugefligt sowie fur eine 20minttige Fallung Yolumen eiskaltes Ethanol. Durch eine
Zentrifugation bei 15 000 U/min fiir 10 min. wurdie @NA gefallt, der Uberstand verworfen

und das luftgetrocknete Pellet in 50-100ul| TE-Rufigigenommen und bei 4°C gelagert.

2.2.3.1.2 Gelelektrophorese zur DNA-Kontrolle

Nach der Extraktion wurde mittels einer Gelelekhrog@se nach Vorschrift voraBBROOK et

al. (1989) auf einem Agarose-Gel die DNA-Konzentrationd die Qualitat der DNA
bestimmt. Bei dieser Gelelektrophorese durchwandernFragmente oder DNA-Teilstlicke
ein elektrisches Feld, wobei die kirzeren Fragmesgeher und weiter durch das Gel laufen
als langere, und somit eine Auftrennung nach déR&erfolgt. Diese Auftrennung der DNA
erfolgte in 1-1,5%igen Agarose-Gelen mit Saltfregtér.

Eine zu Vergleichszwecken mitlaufende Kontrollsabgt (Lambda DNA Hind Il Marker,

2) gestattet unmittelbare Aussagen Uber die Kéitgy@n der Proben. Nach dem Ende des
Gellaufs wurde das Gel zum Anfarben der DNA-Bandén 5 - 15 min. in einem
Ethidiumbromid-Farbe-Bad inkubiert, wodurch es knterkalierung des Ethidiumbromid in
die DNA kommt. Durch das in die DNA eingelagertéiBtumbromid, welches unter UV-
Licht fluoresziert, wurden die DNA-Banden auf ein&iw-Transilluminator A = 312 nm)
sichtbar gemacht. Zur weiteren Dokumentation wumdierGele fotografiert. Man kann durch
diese Gele Aussagen uber die Konzentration der DM&hen und abschatzen, wieviel DNA-
Menge fur die folgenden Schritte der PCR verwemasgtien mussen.

2.2.3.1.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR/patyerase_dain reaction)
Die PCR (Polymerase Chain Reaction, dt.: Polymekattenreaktion) ist eine Technik zur
Vervielfaltigung bestimmter DNA-Abschnitte und befst aus den drei Schritten

Denaturierung, Annealing und Elongation.
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Der Ansatz fur eine PCR setzt sich aus den folgengemponenten zusammen, wobei

jeweils auch die entsprechenden Mengenangaben elngregind:

10-50ng genomische DNA

je 50ng Primer 1 und 2

je 2mM dNTPs (G,A,T,C)

1x Reaktionspuffer

0,1U Tag-DNA Polymerase (Biotherm) oder Red-TagsPerase (Sigma)
H>0 ad 50ul

Der allgemeiner Reaktionszyklus fur das PCR-ProgrdaCR 53 sieht folgendermalien aus:

1. T=95°C 2:15min
2. T=95°C 1:00min
3. T=53°C 1:00min 30x
4. T=72°C 2:00min
5. T=72°C 5:00min

bei 18°C halten bis zur weiteren Verarbeitung

Die Amplifikation und damit der Erfolg wurde mitteleiner Gelelektrophorese in einem
1-2 % igen Agarose-Gel Uberpruft.

Daftr wurden 10ul PCR-Flussigkeit in Kombinationt il Gel-Ladepufferl neben einem
GroRenstandard (Lambda DNAHINnd Il Marker, 2) aufgetragen, welches ca. 90 min. be
100 Volt lauft. Das Gel wurde in einem Ethidiumbiidrrarbebad angefarbt und durch einen

UV-Transilluminator A = 312 nm) fotografiert.

22314 Reinigung der PCR-Produkte

Die Reinigung der PCR-Produkte erfolgte nach deioQick PCR Purification Kit Protocol
von QIAGEN. Dieses Protokoll ist bestimmt fur dieeiRgung von einzel- oder
doppelstrangigen PCR-Produkten. Ein Volumen PCR«fea wurde mit 5 Volumen des
Puffers PB in einer QlAquick Spin-Saule vermischése wurde in ein 2ml-Sammelréhrchen
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gesetzt und 1 min. bei 15 000 U/min zentrifugiery die DNA zu binden. Fir einen sich
anschlieBenden Waschschritt wurde der Durchflussvoréen und es wurden 750ul des
Puffers PE hinzugefugt. Es wurde fur 1 min. bei0D® U/min zentrifugiert, der Durchfluss
wurde verworfen und es wurde erneut fir 1 min. bEp 000 U/min zentrifugiert. Die
QIAquick Spin-Saule wurde in ein sauberes 1,5mlergbsetzt. Um die DNA zu erhalten,
wurden 30ul steriles # in die Mitte der QlAquick-Séaule pipettiert, dieoBe fur 15 min.
bei Raumtemperatur belassen und anschliel3end fiiin4bei 15 000 U/min zentrifugiert.
Das durchschnittlich eluierte Volumen betragt 28pie gereinigten PCR-Produkte wurden
direkt fur die Sequenzierung eingesetzt.

2.2.3.1.5 Sequenzierung

Die Sequenzierungen nachN&ER et al (1977) wurden mit dem Sequenzierungsautomaten
DNA Sequencer model (4000 LI-COR) nach den ent$meden Anweisungen des
Herstellers durchgefiihrt. Es wurden fluoreszenzgpklie Primer sowie daghermo
Sequenase fluorescent labelled primer cycle sedqugnkit mit 7-deaza-dGTP (MWG-
Biotech) verwendet.

In den folgenden Abbildungen 2.3 und 2.4 sind @iegiligen Regionen im Chloroplasten-
bzw. Kerngenom dargestellt, an denen sich die vede®en Primer fur die Amplifikation

anheften.
trnl. (UAA) S'exon gyl (UAA) 3'exon iF (GAA)
[nfren frmL. intergenic spacer
i *_
Tt Tif

Abb. 2.3: trnL-F Region, bestehend aus déml-Intron, demtrnL 3’Exon sowie der
intergenic spac&egion. Die Pfeile symbolisieren die Anheftungdstelind die
Verlangerungsrichtung der fur Araplifikation dertrnL-F Region verwendeten

Primer (nachoDLOUMENIDOU 2001).
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178 5.85 265
— I .
1kb
TAS
17SE 5.8SF 5.812
s - “p
[E— T )
ITS 1 < - ITS:2 26SE
5.811 5.8RF <
FIB
100bp

Abb. 2.4: Gesamt-ITS-Region bestehend aus ITS8F 6nd ITS 2. Die Pfeile symbolisieren
die Anheftungsstellen und die Verlangerungsrichtdegfir die Amplifikation der

ITS-Region verwendeten Primer (nacdUTOUMENIDOU 2001).

2.2.3.1.6 Auswertung der Sequenzen

Die Sequenzen wurden nach d&aquencingManuskript von MWG-Biotech ausgewertet
(TouLoumENIDOU 2001). Die weitere Analyse der Daten erfolgte Hilfe der Module
EditSeq, MegAlign und SegMan aus dem Computerprogrd ASERGENE™ (DNASTAR
Madison, Wisconsin).

Dabei liegt folgende Kodierung fiir die Ko-ExisteravBasen vor:

N =A+C+T+G W =A+T

R =A+G H =A+T+C
Y =C+T B =T+C+G
M =A+C D =A+T+G
K =T+G vV =A+C+G
S =C+G
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2.2.3.2  Phylogenetische Analysen
Die phylogenetische Analyse erfolgte unter Verwergdder Beta Version 4.0b10 von PAUP
(SWOFFORD2002) sowie der Hilfe von AL (2001).

2.2.3.2.1 Alignierung der Sequenzen
Die Feststellung von Homologien der Merkmale ben dmtersuchten Taxa erfolgt nach
REMANE (1952) Uber den Grad der Merkmalsiibereinstimmuwgs nicht fir einen
gemeinsamen Ursprung der Arten sprechen muss. Nagi988) sind homologe Merkmale
als genetisch fixierte Merkmale zweier Arten defii die von einer gemeinsamen Stammart
tubernommen wurden und in ihrer Auspragung gebliedresh
Durch die Alignierung der Sequenzen wird die Anzagidtentieller phylogenetischer
Informationen erkennbar. Die Durchfiihrung beginiittaer Suche nach Ubereinstimmungen
bei den Sequenzen, wobei dies mit den folgendemeldd3 Costg verbunden ist:
D=s+wg mit D:Kosten

s: Zahl der Substitutionen der Nukleotide

g: Gesamte Lange aller Liuckegapg

w: Wertigkeit der Luckengapg
Licken oder Gaps im Alignment sind nicht immer gjeiusetzen mit auf Mutationen
basierenden Insertionen bzw. Deletionen, sondernndw auch Artefakte darstellen
(TouLoumMENIDOU 2001).
Die Sequenzen wurden mit dem Modul MegAlign voxsERGENE™ (DNASTAR Madison,
Wisconsin) und der KUSTAL Methode aligniert. So kommt es zu einem paarweisagleich
der Sequenzen, wobei Ubereinstimmungsscaigsilarity score¥ zwischen den Sequenzen
der Taxa mit moglichst niedrig gehaltenen Kostehilget werden. Die QJSTAL Methode
verwendet diese Ubereinstimmungsscores fuir dieeliraty von Dendrogrammen.
Nach der Alignierung der Sequenzen wurden ,unzégsije Regionen der Sequenzen aus
der phylogenetischen Analyse entfernbLouMENIDOU 2001). Obwohl die Kriterien fur das
Entfernen solcher Regionen haufig subjektiv simal] sie dennoch unbedingt erforderlich, da

diese Regionen in der Analyse falsche Informatidrefarn konnten (GTesy et al 1993).
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2.2.3.2.2 Kladistische Methoden

Die kladistische Auswertung der durch die Sequennig gewonnenen Daten erfolgte nach
der von HENNIG (1950) vorgeschlagenen Methode fir die Rekonstmkton Stammbaumen,
der die Suche und die Feststellung des sogenaBetemestertaxon fur ein bestimmtes Taxon
zugrunde liegt. Neu zu klassifizierende Taxa werdah einer urspriinglichen Stammart
verglichen und anhand der kladistischen Kriteriegeordnet, da man annimmt, dass sich
neue Merkmale durch die Prozesse der Mutation @hekBon entwickelt haben.

HENNIG hat einen AulRengruppenvergleigduiroup comparisonvorgeschlagen, bei dem die
Untersuchungsgruppé@roup) apomorphe Merkmalsauspragungen zeigt, wahrendicln
zur Untersuchungsgruppe gehorenden Verwandterowligroup bilden und plesiomorphe

Merkmalsauspragungen aufweisen.

Man unterscheidet in der Kladistik diskrete Verihund Distanzverfahren. Die diskreten
Verfahren operieren direkt mit den Sequenzdatenkdmten dadurch Informationen nutzen,
die bei der Konvertierung zu Distanzdaten verlogehen kdnnen. Man unterscheidet dabei
die zwei HauptmethodeMaximum ParsimonyMP) und Maximum Likelihood(ML), von

denen die erste fur die phylogenetische Rekonstrukievorzugt wird.

Bei der Maximum ParsimomMethode wird als Kriterium das sogenannte ,spastaim
Kriterium verwendet, d.h. die Hypothese, dass thenkte nétige Zahl an Veranderungen die
wahrscheinlichste ist. Es wird der Baum gewahlt; de wenigsten evolutiven Schritte
bendtigt, indem jedes informative, individuelle Meral verglichen wird. Somit wird durch
Betrachtung der Basenpositionen der Stammbaum enitveknigsten Substitutionen fir die
Basenposition gesucht@ULoUuMENIDOU 2001).

Aufgrund der relativ grof3en Daten-Matrix war eifreeyristische* Suche nach einem lokalen
Sparsamkeitsmaximumogal optimum erforderlich (RepPEL 1999). Es wurde dasranch-
swapping by ,tree bisection and reconnectigifBR) mit 100 oder 1000 Replikaten und den
Einstellungen: MILPARS, MULTREES und ACCTRANOptimization verwendet und eine
Lungewichtete” ParsimonyAnalyse durchgefuhrt, was besagt, dass alle Chanalgleich
gewichtet wurden. Weiterhin waren alle Charakt&tek{eotid-Positionen) ynordered, d.h.

jede Transformation des Charakters ,kostet” digcke Anzahl an Evolutionsschritten.
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Die durch die Alignierung entstandenen Gaps wuralennicht vorhandene Wertenissing
data) berechnet.

Die Analyse der Datenmatrix resultierte in mehrergteichermallen sparsamen
Kladogrammen Nlost Parsimonius Treed MPTs), von denen jedes eine mdgliche
phylogenetische Hypothese darstellt. Zur Vereinfach der Darstellung dieses
Kenntnisstandes wurden verschiedene Consensus-tiégthentwickelt (REPPEL 1999), so
dass man anhand des strikten Consenssisicf, consensus trée oder des semistrikten
Consensus §emistrict consensus tf@eeine Summation oder eine Art Mittelwert aller
maoglichen phylogenetischen Hypothesen vornehmem.kBrejenigen Gabelpunkte, die in
allen gleich sparsamen Kladogrammen in gleichers@/déiestimmt sind, werden auch im
strikten Consensus-Schema eindeutig bestimnepP@gL 1999). Eine weitere Consensus-
Methode ist jene der ,50%-igen Mehrheitsreg&0% majority rule consensus tledei der
bewertet wird, wie oft welche der alternativen Vandtschaftsbeziehungen innerhalb aller
mdoglichen Kladogramme auftreten. Die Wahl der 501 Mehrheitsregel” resultiert in
einem Consensus-Schema, das einen hoheren Gradfiésulhg und somit eine verringerte
Anzahl von Polytomien aufweist.

Die Verlaldlichkeit dieses Baums wurde durch siatibe Programme anhand d&ootstrap
(FELSENSTEIN 1985) oder derJackKnifeMethode (RARRIS et al 1996) Uberprift. Der
BootstrapBaum wurde al$0% majority rule consensus treeisgegeben und zeigte an, mit
welcher Frequenz eine bestimmte Verzweigung imadleotstrapBaumen vorkommt. Fur
die Bewertung des Baumes gilt folgendes: liegenBiietstrapWerte unter 50%, wird die
Gruppierung nicht unterstitzt. Bei Werten zwiscb®r74% erfolgt eine schwache, zwischen
75-84% eine malige und zwischen 85-100% eine stamkerstlitzung der Gruppierung.

Die JackKnifeMethode ist ein Eliminierungstest (=Jackknifinghdustellt eine Alternative zu
der BootstrapMethode dar, die bei einem umfangreichen Datensatimchmal nicht
durchfuhrbar ist. Aus dem Original-Datensatz wird Bseudoreplikat konstruiert, welches
nur aus einem gewissen Prozentsatz der Merkmalehie®ie Wahrscheinlichkeit fir die
Eliminierung eines Merkmals darf nicht zu hoch seia es sonst keine sinnvolle Beziehung
zwischen stutzenden Merkmalen und der Frequenzwiedergefundenen Artgruppen gibt
(http://www.webdoc.sub.gwdg.de/diss/2001/Kiersteid¢i der Betrachtung der Baume gilt,

dass nur Werte uber 63% fir eine Gruppierung rekesiad.
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Die Maximum Likelihood (ML)-Methode stellt die Suche nach der grofiten
Wabhrscheinlichkeit dar, mit der die beobachteteteBanit einem bestimmten Modell zu
erklaren sind. Unterschiedliche Modelle machenl@iebachteten Daten mehr oder weniger
wahrscheinlich und in Kombination mit dem ProgramitoDeLTEST (POSADA & CRANDALL
1998) werden verschiedene Modelle auf ihre Wahiatiblekeit hin getestet.

Auf der Grundlage eines formulierten Modells der q@&nzevolution in der
Untersuchungsgruppe wird die Baumtopologie errechneelche die beobachtete
Sequenzvariation mit der grof3ten Wahrscheinlichkgitaximum likelihood erklart
(HUELSENBECK& CRANDALL 1997).

Fur die Durchfihrung der ML-Analyse wurden die Resgme MACCLADE 3.0 (MADISSON &
MADISSON 1992) sowie MDELTEST Version 3.06 (BsADA & CRANDALL 1998) verwendet,
wobei MoDELTEST das Evolutionsmodel fur die ML-Analyse vorschlaDte Einstellungen
fur die heuristische Suche waren gleich denen dérAvialyse. Die Verla3lichkeit der

Gruppierung wurde wiederum durch @eotstrap oderJackKnifeMethode tberpruft.

Die Verwendung deMaximum ParsimonyMP)- sowie derMaximum Likelihood(ML)-
Analyse liefert oft sehr ahnliche Ergebnisse, sssdder beste Stammbaum Barsimony
haufig den bestelikelihoodWert besitzt (BuLOUMENIDOU 2001).

2.2.3.3  RAPD-Untersuchungen

Die RAPD- RandomAmplified Polymorphic DNA) PCR-Methode basiert auf einer PCR-
Reaktion, bei der als Primer kurze, meist 10 Basare (bp) lange DNA-Sticke mit
definierten, aber zuféllig gewahlten Sequenzen gwadet werden. So werden Segmente der

DNA amplifiziert, die im Grunde genommen unbekafmtandom) sind.

2.2.3.3.1 RAPD-PCR
Das Gesamtvolumen eines PCR-Ansatzes betrug image2&ul und setzte sich aus
folgenden Komponenten des Mastermixes sowie deEade zugefligten 0,5ul genomischen

DNA zusammen:
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Mastermix pro Probe:

3,0 ulPrimer
12,3 uplHO
2,5 pl Biotherm-Puffer
2,5 ul Nucleotide
(200ul-Portion aus 4pul G + pl A + 4ul T + 4u#QA84ul HO)
4,0 pulMgCh
0,2 ul Biotherm-Polymerase

245 yl

Zu diesen 24,5ul des Mastermixes wurden 0,5ul gesotid DNA der entsprechenden Art
zugefigt, so dass man ein Volumen von 25ul erhaléen

Die vorbereiteten Anséatze liefen im Thermocyclet dem Programm RAPD 40 ab.

Dieses Programm begann mit einer allgemeinen Deaaing bei 94°C fur 3 min., um die
DNA in ihre Einzelstrange aufzutrennen.

Dann folgten 44 Amplifikationszyklen, die sich jelgeaus den folgenden drei Schritten

zusammensetzen:
1. Denaturierungsschritt (Auftrennung): 94°C fur hm
2. Annealing (Primer-Anlagerung): 40°C fur 1 min.
3. Elongation (Verlangerung/Extension): 72°C fur Zimi

Zum Abschluss der PCR folgte ein weiterer Schréit B2°C fur 7 min., der ebenfalls der
Elongation oder Extension dient.

Am Ende wurden die Proben bei 4°C bis zur weit&ferwendung gehalten.

2.2.3.3.2 DNA-Gelelektrophorese

Nach der PCR-Reaktion wurde der Erfolg der Ampéifien durch eine elektrophoretische
Auftrennung Uber ein 2%iges Agarose-Gel in TAE-Buffiberprift, welches bei 60V ca. 5
Stunden lauft. Die Amplifikation von DNA-Segmentém RAPD-Reaktionen kommt nur
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dann zustande, wenn der Primer an beiden EndeBatgrentes an entgegengesetzten DNA-
Strangen bindet.

Fur die Gelelektrophorese wurden 5ul PCR-DNA in Kamtion mit 5ul Gel-Ladepuffer 1
neben einem GrolRenstandard (GeneRMerl00bp DNA Ladder Plus bzw. DNA-Marker
100bp-Leiter von 100 bp bis 5Kbp) aufgetragen.

Das Gel wurde in einem Ethidiumbromid-Farbebad &t zum Abspllen des
Uberschissigen Ethidiumbromids einige Zeit in frso Wasser belassen und letztendlich
tber einen UV-Transilluminator bei 312 nm sichtgamacht und fotografiert.

Zusatzlich wurden die Agarose-Gele Uber eine LIS@pParatur eingescannt und auf dem

Rechner abgespeichert, damit sie einer spateretb@&aang zur Verfligung stehen.

2.2.3.3.3 Daten-Analyse
Die Auswertung und Analyse der Amplifikationsprotiikwurde manuell vorgenommen.
Dabei wurden die folgenden Kriterien betrachtet€S2004):

1. Die Anzahl der Fragmente

2. An- bzw. Abwesenheit der Marker

3. Die Reproduzierbarkeit und Wiederholbarkeit deaRRion

Die Fotos der Gele wurden fur die Auswertung deteDaler RAPD-Analyse verwendet, und
die DNA-Fragment-GrofRen wurden mit dem DNA-GroRRerkemg der auf dem selben Gel
mitlauft, verglichen (L et al 1999). Die Banden wurden mit ,1* bewertet fur ahr
Anwesenheit und mit ,0 fir ihre Abwesenheit in gdDNA-Probe, um somit eine binare
Daten-Matrix zu erstellen (let al. 1999).

Ausgewertet wurden nur deutlich differenzierte Fnagte oder Banden, die bei einigen Arten
ausgebildet sind und bei anderen nicht. Um die &tkpmierbarkeit der RAPD-Methode zu
gewahrleisten, muss die DNA-Konzentration mit Saltghusgewahlt werden, da zuviel DNA
zu verschmierten Bandenmustern filhren kann, wahrend wenig DNA zu
unreproduzierbaren Ergebnissen fuhrty(MARDT 2000).

Die Daten aus der bindren Matrix wurden mit Hilfer Beta Version 4.0b10 von PAUP
(SworrFoRrD 2002) ausgewertet. Aufgrund der relativ groRenebBdflatrix wurden die

heuristic searckSuchkriterien gewahlt (RPPEL 1999). Die nach deMaximum Parsimony
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Methode entstandenéviost Parsimonius TreegMPT) wurden zu einem Strikt-Consensus
Baum vereinigt, dessen Verlasslichkeit durch dtatike Programme anhand d&wotstrap
Methode (ELSENSTEIN 1985) und derdackKnifeMethode (ARRIS et al 1996) Uberpruft
wurde.

Bei BootstrapWerten unter 50% wird die Gruppierung nicht urtigtied: Bei Werten
zwischen 50-74% erfolgt eine schwache, bei Werteischen 75-84% eine mafige und bei
Werten zwischen 85-100% eine starke Unterstitzengsduppierung.

Bei derJackKnifeMethode sind nur Werte tiber 63% fur eine Gruppignelevant.

2.2.4 Genomischén situ-Hybridisierung

Die Methode der Genomischen situ-Hybridisierung, kurz GISH, wurde mir durch die
freundliche Unterstitzung des Instituts fur Pflamgenetik und Kulturpflanzenforschung
(IPK) in Gatersleben unter der Betreuung von Drg Jeuchs aus der Abteilung Cytogenetik
von Prof. Dr. I. Schubert weitergegeben. Die meisdagaben aus dem Protokoll basieren
auf Anleitungen von Dr. J6rg Fuchsu@Hs & SCHUBERT 1995; FucHs et al. 1998). Die
Anweisungen fir die Chromosomen-Praparation soini@lie Herstellung der Sonden, der
siti-Hybridisierung und Detektion sind in vollstandigéorm im Anhang als Protokoll
(Kapitel 7.2) aufgefthrt, so dass an dieser Stelie wesentliche Punkte der Methodik
aufgefuhrt sind.

Fir ein besseres Verstandnis der Arbeitsablaufd wireinem kleinen Schema (Abb. 2.5,
verandert nachAETscH2000) der grobe Ablauf der Methode verdeutlicht.

Nach diesem Grund-Prinzip der GISH zur Detektioreptaler Genombestandteile in einem

Hybrid-Genom wurde in dieser Arbeit verfahren.
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@ Sonden-Markierung
5

Unmarkierte Gesamt-DNA Markierte Gesamt-DNA des
eines diploiden Elternteils anderen diploiden Elternteils
Einsatzk Einsatz als
Blocking-DNA Genom-Sonde

= d= o~

Chromosomen-Praparation auf dem Objekttriger

Hybridisierung der markierten
Eltern-DNA mit den Hybrid-Chromosomen

und

Detektion der markierten (homologen)
DNA im Hybrid-Genom durch
V¥ fluoreszierende Farbstoffe

In situ-Hybridisierung und Detektion

Abb. 2.5: Prinzip der Genomischansitu-Hybridisierung (veréndert nactanrscH 2000)
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2.2.4.1 Anzucht, Ernte und Vorbereitung der Keimlhge

Die Anzucht der Keimlinge erfolgte durch Auslegeer &aryopsen von den tetraploiden
Arten A. caryophylleaund A. multiculmisauf feuchtem Filterpapier in Plastik-Petrischalen,
die in einer feuchten Glas-Kammer bei Raumtemperatufbewahrt wurden. Fur die
Durchfihrung von Negativ-Kontrollen wurde Samenmiateder diploiden ArtenA.
elegantissimaA. tenorej A. cupanianaundA. praecoxausgesat.

Die Ernte erfolgte nach 5-10 Tagen morgens zwisé®f Uhr bis spatestens 10.00 Uhr,
sobald die Keimlinge ca. 1-2 cm grof3 waren. Dienkiegsrate der Karyopsen lag in den
meisten Fallen bei tber 50 %, wodurch eine hohdAut® an verwendbarem Wurzelmaterial

erhalten wurde.

Die Keimlinge wurden als Ganzes mit 8-Hydroxychindbehandelt und fir 4 Stunden bei
4°C im Kuhlschrank inkubiert. Derselbe Schritt bRaumtemperatur hatte zu einer
Verklumpung der Chromosomen geflhrt.

AnschlieRend erfolgte eine Fixierung der Keimlingi@&@ 20-24 Stunden bei 4°C im

Carnoyschen Fixierungsgemisch bestehend aus Ethdfiskssig im Verhaltnis 3:1. Nach
dem Auswaschen des Fixierungsgemisches mit 96%ig#manol wurden die fixierten

Keimlinge in 70%igem Ethanol bis zur Verwendung+20°C gelagert.

2.2.4.2 Enzymbehandlung der Keimlinge

Die Wurzelspitzen wurden 30 min. in 0,01M Natriuntr&t-Puffer gewaschen. Eine langere
Einwirkzeit des Puffers hat im weiteren Verlauf aminer schnelleren Auflosung der
Gewebestrukturen geflhrt.

Fur den anschlieRenden Enzymverdau gilt, dass dosvehverdauungszeiten als auch die
Enzymkonzentrationen variabel sind. So wurden Tegtshgefiihrt, die dem Auffinden der
besten Enzymmischung aus den drei Komponenten Ipastoy23 (Sigma), Pectinase von
Aspergillus niger(Sigma) und Cellulase ,,Onozuka r-10 (Serva) sodeée optimalen Zeit
dienen sollten. Drei verschiedene Losungen (in M,0datrium-Citrat-Puffer angesetzt)

wurden getestet, die sich folgendermalRen zusammzéms€Tab. 2.3):
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Tabelle 2.3: Verschiedene Losungen fur Enzymverdau

LOosung A LOsung B LOosung C
2,5% Pectolyase 2,5% Pectinase 1% Pectinase
2,5% Pectinase 2,5% Cellulasg 4% Cellulase

2,5% Cellulase

Nur die Verwendung von Losung A hat einen ausreidea Enzymverdau bewirkt und eine
zufriedenstellende Quetschung der Wurzelspitzenbglioht. Die beiden anderen Enzym-
Losungen haben zu einer ungeniigenden AufweichuagGasvebes gefuhrt, wodurch eine
Quetschung der Wurzelspitzen nahezu unmdglich wurde

Bezuglich der optimalen Inkubationszeit der Enzysulig haben Versuche zwischen 10-30
min. deutlich gemacht, dass eine zu lange Einwitkzehr schnell das Gewebe komplett
aufldsen kann. Durch einen Verdau der Proben fimitD bei Raumtemperatur in der Lésung
A konnten die besten Ergebnisse bei einer Quetgchreielt werden.

Die weitere Bearbeitung der Keimlinge hin zur Hellshg der Chromosomen-Quetsch-
Praparate sowie deren Waschschritte und Enzymbkhgeh zur Vorbereitung der
Hybridisierung ist dem Protokoll im Anhang (7.2) entnehmen.

2.2.4.3 Blattmaterial fir Genom-Sonden und Blockig-DNA

Fur die Herstellung der zu markierenden SondenderdBlocking-DNA wurde 0,5-1,0g in
Silica-Gel getrocknetes Blattmaterial der diploidérien A. praecox A. elegantissimaA.
cupanianaund A. tenoreigeerntet. Eine Isolation der Gesamt-DNA erfolgen einem
veranderten Protokoll vond@YLE & DOYLE (1987).

Die extrahierte DNA wurde mit 100ul TE-Puffer vamteund bis zur Verwendung bei 4°C
aufbewabhrt.

Die DNA-Konzentration sowie der Reinheitsgrad detsadierten DNA-Materials wurde tber

eine photometrische Messung mit Hilfe eines Epp#grlootometer bestimmt (Tab. 2.4).
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Tabelle 2.4: Photometrische Daten der eingesetztesmA

Art DNA-Gehalt Art DNA-Gehalt
(in ng/ul) (in ng/ul)

A. praecox 1 24543 A. cupaniana 54 1326,7
A. praecox 17 216,9 A. cupaniana 31 80,1

A. praecox 15 21925 A. cupaniana 68 1239,3
A. elegantissima 4 819,6 A. tenorei 62 1928,6
A. elegantissima 32 | 805,4 A. tenorei 65 24,9

A. elegantissima 11 403,0 A. tenorei 63 13423

Die erhaltenen Werte wurden zusatzlich tber einardgp-Gelelektrophorese Uberprift. Das
Agarose-Gel (Abb. 2.6) wurde nach Ablauf fur 15 mim Ethidiumbromid angeféarbt und
anschlieBend unter UV-Lichi (= 312 nm) fotografiert. Ethidiumbromid interkalien die

DNA und fluoresziert unter UV-Licht @&T1scH 2000).

M1 2 3 45 67 89 1012

Abb. 2.6:

Agarose-Gel zur DNA-Kontrolle

Spur 3:A. praecoxl5;
Spur 5:A. elegantissim82; Spur 6A. elegantissimal;
Spur 7:A. cupaniang4;
Spur 9:A. cupanian&8;
Spur 11A. tenorei6b;

M = DNA-Marker 100bp-Leiter von 100bp bis BK(Diagonal
Spur 1:A. praecoxi,

Spur 2:A. praecoxl7,
Spur 4A. elegantissimd;

Spur 8A. cupaniana1;
Spur 10A. tenorei62;
Spur 12A. tenorei63;
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Um fur die nachfolgenden Prozesse die storende RiNAntfernen, wurde die DNA jeweils
mit dem Enzym RNase behandelt. Entsprechende Nambviber den Erfolg der RNase-

Behandlung wurden tber Agarose-Gele wie in der Rbbdokumentiert.

Gescherte DN.

Abb. 2.7: Agarose-Gel zur Kontrolle des RNA-Abbatittels RNase

M = Marker: GeneRulé! DNA Ladder Mix 100-10000bp (Fermentas)

Spur 1:A. cupanianas; Spur 2A. elegantissimd;
Spur 3:A. praecoxi,; Spur 4A. tenorei63;
Spur 5:A. elegantissim&2; Spur 6A. praecoxl5;

Spur 7:A. tenorei62;
Spur 8:A. elegantissim4,
(bereits geschert Gber Ultraschall, aber ohne Bfehandlung

2.2.4.3.1 Markierung der Sonden-DNA

Die Markierung der Sonden wurde hauptséachlich dleeMethode der Nick-Translation mit
dem Biotin- bzw. Digoxigenin-,Nick Translation Mixdr in situ Sonden“ (Boehringer
Mannheim) durchgefiuihrt. Die verwendeten fertigeral®iensgemische enthalten neben den
markierten Nukleotiden auch die Enzyme DNA-Polyrseraund DNase | aus. coli, welche
das Einfugen demickskatalysieren und die DNA sowohl markieren als alsagmentieren.

Eine vorhergehende Denaturierung und Scherungiébt notwendig, da die erforderliche
einheitliche Fragmentlange mit einer maximalen @riyérteilung im Bereich zwischen 200

und 500 Nukleotiden erreicht wird.
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Versuchsweise wurde auch die Variante einer Maukigr mit Einzelkomponenten

durchgefuhrt. Das Pipettierschema ist der Tabeliez@ entnehmen.

Tabelle 2.5: Markierung mit Einzelkomponenten

Apraecox’™® | Aelegantissima® | Atenorei® | Acupaniana®

DNA 3ul 3ul 5ul 4ul
NT-Puffer 5ul 5ul 5ul 5ul
3-Mercaptoethanol | 5ul Sul S5ul Sul
dNTP-Mix 5ul 5ul 5ul 5ul
dUTP-Mix 3ul 3ul 3ul 3ul
(Bio oder Dig)

H,O 25,5l 25,4l 23,5ul 24,4ul
DNase (1:250) 2,5ul 2,6ul 2,5ul 2,6ul
Polymerase lul 1pl 1pl 1ul
Gesamtvolumen | 50ul 50l 50l 50l

Der Erfolg jeder Markierungsreaktion wurde tUber emsprechendes Agarose-Gel (Abb. 2.8)
getestet. In der dargestellten Abbildung besitzenndarkierten Arten eine Fragmentlange
unterhalb der optimalen 500 bp. Die InkubationsdeitMarkierungsreaktion bei 15°C war in

diesem Fall zu lang.

M = Marker: GeneRuléM DNA
Ladder Mix 100-10000bp
(Fermentas)

;

50Cbp
Spur 1:A. praecoxBio
Spur 2:A. elegantissim®ig
Spur 3:A. tenoreiBio

Spur 4:A. cupanianaDig

Abb. 2.8: Agarose-Gel zur Uberpriifung der Mankiey

Die weitere umfangreiche Bearbeitung der Sonden-DOstAdem Protokoll im Anhang zu

entnehmen.
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2.2.4.3.2 Blocking-DNA

Nicht nur die Sonden fir die Chromosomen-Prapastedern auch die Blocking-DNA-
Proben muf3ten eine Fragment-Lange von 200-500 fwpemen. Aus diesem Grund wurde
das DNA-Material durch Ultraschall-Fragmentierung @nem Sonicierer oder alternativ mit
Hilfe des Enzyms DNase | zerkleinert. Entsprechévaoltests zur Enzymkonzentration und —
menge sowie zur Inkubationszeit sind im ProtokallAnhang aufgefuhrt.

Anhand einer Agarose-Gelelektrophorese konnte dgsbibis Gberprift werden (Abb. 2.9).

M = Marker: GeneRuléM DNA Ladder Mix
100-10000bp (Fermentas)

Spur 1:A. elegantissimd
Spur 2:A. praecoxL

Abb. 2.9: Agarose-Gel zur Uberpriifung der SchememgDNA

2.2.4.4 Hybridisierung und Detektion

Vor der Hybridisierung muf3ten die Objekttrager det jeweiligen Art und der entsprechend
aufzutragenden Sonde beschriftet und numeriert everdamit die fertig markierten DNA-
Sonden auf das richtige Chromosomen-Praparat aafgst wurden. Die Hybridisierung
erfolgte Uber Nacht bei 37°C in einer FeuchtekammetNarmeschrank.

Nach der Hybridisierung wurden im Rahmen der Détektlie eingebauten Sonden durch die
Behandlung mit entsprechenden Antikérpern ,sictitgamacht. Die umfangreichen Schritte
dieser Detektion sind in dem Protokoll im Anhanégatiihrt.



2. Material und Methoden 41

2.2.4.5 Auswertung der Praparate

Die Untersuchung der Signale erfolgte mit einemoFdgzenz-Mikroskop Axioplan 2 (Fa.

Zeiss) unter Verwendung der entsprechenden FitmysdJeder Farbstoff hat einen
spezifischen Anregungsbereich, so dass es protBHrbsien entsprechenden Filter gibt, der
ausschlieBlich die zur Anregung erforderliche WhadHdage durchlalt. Fotografische
Aufnahme wurden mit einem digitalen, gekihlten C®&amera-System durchgefihrt, wobei
jedes Fluorochrom einzeln eingefangen wird, und Bilder anschliel3end mit geeigneter
Software (Gene Join, Adope Photoshop) bearbeitétiloereinander gelagert werden (nach
FucHset al 1998).
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3. Ergebnisse

3.1 Morphologie
3.1.1 Uberblick tiber die Arten

Die Arten der in der gesamten Mediterraneis uniitteleuropa verbreiteten Gatturfgra

zeichnen sich durch eine z.T. unklare Abgrenzurgegeinander aus. Bereits 1899 erfolgte
durch ASCHERSON& GRAEBNER eine Einteilung der Arten entsprechend ihrer Rismen

und Ahrchenstiellange in die drei Sektionen Tricherd, Euaera (=Aira) und Pycnaera.

Die letztgenannte Sektion Pycnaera enthélt nurAgieA. praecox Im Gegensatz zu allen
anderen Vertretern der Gattungira ist sie durch eine zusammengezogene Rispe
charakterisiert (ABERS 1978).

Die folgende Tabelle 3.1 gibt die SektionszugeHhdaigder einzelnen Arten wieder.

Tabelle 3.1: Sektionszugehorigkeit der Arten

Sektion Aira (Euaera)
. cupanianaGuss.
. Uniaristata Lag. & Rodr.
. byzantinaF. Albers
. multiculmisDum.
. armoricanaF. Albers
. caryophyllealL.
sspecaryophyllea
A. caryophyllea
sspEdouardi(Reut.) F. Albers
Sektion Trichodaera
A. elegantissim&chur.
sspelegantissima
A. elegantissima
sspscoparia(Adam.) F. Albers
A. tenorei Guss.
A. provincialis Jordan
A. intermedia Guss.
Sektion Pycnaera
A. praecoxL.

>\> > > >
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Im Rahmen dieser Studie wurde ein Teil der Arten @attungAira bearbeitet, die im
folgenden genauer vorgestellt werden. Bei der @gttuerden zur Unterscheidung der Arten
in erster Linie habituelle und blitenmorphologisdflerkmale herangezogen. Hier spielen
neben dem Verhéltnis der Ahrchenldange zur Lange Aerchenstiele (= Ahrchen-
Ahrchenstiel-Langenverhéltnis) auch die Ahrchenéindie Form und die AusmafRe der

Hullspelzen sowie die Antherenlange eine wichtigdd

Bei allen Aira-Arten handelt es sich um annuelle, niedrige Grader den fir Poaceen
typischen Aufbau zeigen. Die folgenden morpholdysc Kriterien (MJER & ALBERS,
unveroffentlicht) gelten fir alle Arten der Gattungira: Die Blatter sind haufig
zusammengerollt und borstenférmig, meist kurz ureldie Rispe rétlich Uberlaufen.

Die Arten zeigen einen mehr oder weniger rispenigem Blltenstand, wobei die Rispe — mit
Ausnahme vorA. praecox(Abb. 3.5) — locker ausgebreitet ist. Der Aufbau Béspe wird
charakterisiert durch das Ahrchen-Ahrchenstiel-lginvgrhaltnis (8CHERSON& GRAEBNER
1899), woraufhin die Einteilung in die drei Sekéonzustande kam. Die Sektion Pycnaera
hebt sich dabei von den anderen beiden ab, da emeige Art A. praecox einen

ahrenférmigen Blltenstand mit stark verkirzten Bmgsten aufweist.

Die Ahrchen sind seitlich zusammengedriickt und eveiawei stiellose bzw. fast stiellose
zwittrige Bluten auf. Die Hullspelzen sind fastiglelang, hautig, gekielt und langer als die
Deckspelzen. Auch die Deckspelzen sind mehr odergee gleich lang, ebenfalls hautig,
zugespitzt und an der Spitze zweispaltig. Im umiddettel befindet sich h&ufig dorsal eine
mehr oder weniger gekniete, ungegliederte und miehtickte Granne, wohingegen die
Deckspelzenbasis meist kurze, borstenférmige Haage. Die Vorspelze ist kirzer als die
Deckspelze.

In Abbildung 3.1 sind stellvertretend fur die GaiguAira mikroskopische Aufnahmen einer
Deckspelze mit ihrer behaarten Basis und ihrermtenen Drittel ansetzenden Granne ¥on

elegantissimalargestellt.
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Abb. 3.1: Mikroskopische Aufnahme einer Deckspelze@nanne vorA. elegantissima

A: Komplette Deckspelze mit Granne.
B: Ausschnitt aus dem Bereich der Deckspelzenspitze
C: Ausschnitt aus dem Bereich der Basis.

Zu erkennen sind hier die borstenférmigen kurzearkla

Die fur die weitere Untersuchung wichtigen Arterréen nun vorgestellt.

Innerhalb der einzelnen Artbeschreibungen handedich bei den dargestellten Abbildungen
jeweils um fotografierte Herbarbelege aus dem Hsthen Garten Minster, die
hauptsachlich auf den Sammlung von Steinert undrNMeeuhen, sowie um Aufnahmen des
ausgesaten Pflanzenmaterials.

Wie durch die Beschreibungen festgestellt werdamkaind sich die drei diploiden Artex
elegantissima(siehe 3.1.1.1)A. tenorei(siehe 3.1.1.2) sowié. cupaniana(siehe 3.1.1.3)
morphologisch und auch karyologisch (siehe Ka@t&) sehr ahnlich, so dass es leicht zu
einer Bastardierung zwischen den Arten kommen l&nbtes wird durch unterschiedliche
Anthesezeiten verhindert, da es dadurch zu eineitli(hen) Kreuzungsbarriere kommt
(STEINERT 1988).
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3.1.1.1 Aira elegantissima Schur.

A. elegantissimaerreicht eine GroRe zwischen 5-30 (40) cm. Dien@e sind dinn,
gebuschelt oder einzeln wachsend, dabei aufreantgekniet aufsteigend, und kahl.

Die Blatter sind bis zu 5 cm lang und meist eintier®ie Blattscheiden sind rauh, die
lanzettliche Ligula ist 2-3 mm lang.

Die Rispe ist sehr locker ausgebreitet (siehe Aioiy 3.2) und besitzt lange haarfeine, meist
abstehende rauhe Rispenaste. Die Ahrchenstiele2siftimal so lang wie das 1,5-2,5 mm
lange Ahrchen und sind unterhalb des Ahrchens etkaslenformig verdickt. Die
Hullspelzen sind lanzettlich, zugespitzt und oftz&jent, und auf dem Kiel rauh. Die
Deckspelzen sind etwas kurzer und tragen dorsaumberen Drittel eine 2-3 mm lange
Granne. Haufig ist jedoch nur die obere Deckspbkigrannt. Die Antheren sind ca. 0,2-0,4
mm lang.

Die Blutezeit fur diese Art liegt zwischen April drJuni, wobei sie an offenen, sonnigen
Platzen und in lichten Waldern auf trockenem, sauneahrstoffarmen, sandigen Boéden zu
finden ist.

INSTITUT FOR BOTANIK UND BOTANISCHER GARTEN
WeSTT. WILHELMS-UNIVERSITAT MONSTER (MSUN)
By s e Botaniachen Garem des Universibe M msey

PONCIAE HobNe

A. elegantissima
Nr. 4

EF

Abb. 3.2: A. elegantissimaHerbarbeleg (links) und Foto (rechts)
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3.1.1.2 Airatenorei Guss.

A. tenoreierreicht eine Grof3e von 10-40 cm. Die Stengel siidn und oft in Blscheln
wachsend, dabei aufrecht oder gekniet aufsteigaddahl.

Die Blatter werden bis zu 5 cm lang, ca. 1 mm breid sind meist eingerollt. Die
Blattscheiden sind rauh, die Ligula ist 2-3 mm lang

Die Rispe (Abb. 3.3) ist — sehr &hnlich Auelegantissima: breit abstehend, sehr locker und
mit haarfeinen stark gespreizten Rispenésten vensdbie Ahrchenstiele werden bis zu 20
mm lang und sind damit 4-10 (12) mal so lang weerdir ca. 1,5-1,8 mm langen eiférmigen
Ahrchen. Weiterhin sind sie unterhalb des Ahrchetsas keulenférmig verdickt. Die
Hullspelzen sind oval und auf dem Kiel nur wenighraDie Hullspelzenspitze ist deutlich
abgerundet. Die Deckspelzen sind kirzer als didspélzen und an der Spitze eingekerbt,
aber nicht deutlich zweispaltig. Anders als Beielegantissimaind die Deckspelzen hier
meist ohne Granne. Die Antheren sind ca. 0,5-0,6grof3.

Die Blutezeit dieser Art kann bereits im April begen, ist aber eher auf den Mai und Juni
begrenzt. Als Standorte kann man mehr oder wemifjene, sonnige bis halbschattige Platze
und lichte Walder nennen, wo die Pflanze auf traeke, saurem, nahrstoffarmen Sand- und

Lehmboden anzutreffen ist.

INSTITUT FOR BOTANIK UND BOTANISCHER GARTEN
WESTF. WILHELMS-UNIVERSITAT MONSTER (MSUN)

Beleg; aus dem Botanischen Garten det Universicit Minsicr

POXCILAE IS

Nr. 63

Abb. 3.3: A. tenorei Herbarbeleg (links) und Foto (rechts)
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3.1.1.3 Aira cupaniana Guss.

A. cupanianaerreicht eine Grofl3e von 10-50 cm. Die dinnen ®flewgchsen in Bischeln,
sind aufrecht und kabhl.

Die Blatter sind bis zu 5 cm lang und 0,5-1,0 mreitbrSie sind meist eingerollt, wie die
Stengel kahl und auf den Nerven rauh. Die Blattsidmesind ebenfalls rauh. Die lanzettliche
Ligula wird bis zu 6 mm lang.

Die Rispe ist, wie man in Abbildung 3.4 erkennemrkaziemlich locker, wobei die
Rispenaste schrag aufrecht oder etwas abspreizetidBie Ahrchenstiele sind 1-3 mal so
lang wie die 1,8-2,5 mm langen Ahrchen. Die Ahrcitite bilden unterhalb des Ahrchens
einen mehr oder weniger deutlich abgesetzten RitsgwDie Ahrchen sind auffallig in
Gruppen zusammenstehend angeordnet. Die abgeronHiiléspelzen sind auf dem Kiel
rauh, die Hullspelzenspitze ist gezahnelt odertbesine kleine aufgesetzte Spitze. Die
Deckspelzen sind 0,8-1,3 mm lang, und sind damitlida kirzer als die Hullspelzen. Sie
tragen dorsal im unteren Drittel eine 3-4 mm lar@enne. Haufig ist nur die obere
Deckspelze begrannt. Die Antheren sind 0,2-0,4 amyg.|

Die Blutezeit dieser Art erstreckt sich sehr frigmwWarz bis Mai. Die Standorte sind offene,

sonnige Platze mit trockenen, sauren, nahrstoffanmne sandigen Boden.

A. cupaniana
Nr. 102

Abb. 3.4: A. cupanianaHerbarbeleg (links) und Foto (rechts)
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3.1.1.4 Aira praecox L.

A. praecoxst mit einer Gré3e von 3-15 (20) cm eher kleinkgig. Die sehr diinnen Stengel
sind oft gebuschelt, aufrecht oder knickig-absteh&ahl oder fast kahl.

Die bis zu 5 cm langen, 1 mm breiten eingerolltésttBr sind ebenfalls kahl und nur auf den
Nerven rauh. Die Ligula wird bis zu 3 mm lang.

Einzigartig in der Gattuncpira sind die beiA. praecoxanliegenden Rispenéste (siehe
Abbildung 3.5), wodurch die 1-3 cm lange Rispe &firenig zusammengezogen ist.

Die Ahrchenstiele sind 1-3 mm lang und damit méistzer als die 2,5-3,5 mm langen
Ahrchen, die zu mehreren dicht zusammenstehenHDIspelzen sind zugespitzt und auf
dem Kiel rauh. Die Deckspelzen sind etwas kirzeda Hullspelzen, lanzettlich und tragen
im unteren Drittel je eine ca. 3,5 mm lange Gramie.Antheren sind ca. 0,2-0,4 mm lang.
Die Blutezeit dieser Art liegt zwischen April undni, kann sich aber auch bis in den August
hineinziehen. Die Pflanze bevorzugt offene und gnriPlatze mit trockenen, sauren,

nahrstoffarmen Sandboden.

INSTITUT FOR BOTANTK UND BOTANISCHER GARTEN
WESTF. WILHELMS-UNIVERSITAT MONSTER (MSUN)

A. praecox
Nr. 1

Abb. 3.5: A. praecoxHerbarbeleg (links) und Foto (rechts)
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3.1.1.5 Aira caryophyllea L.

A. caryophylleawird zwischen 5-30 (40) cm hoch. Der dinne Steiggedufrecht wachsend
oder aufrecht aufsteigend, in kleinen Blscheln ardyeet oder einzeln, und kahl. Die Blatter
sind bis zu 5 cm lang und 0,5 mm breit, eingenatiti auf den Nerven rauh. Die Ligula ist
lanzettlich und bis 4 mm lang.

Die Rispe ist locker (siehe Abbildung 3.6) und tetdange, aufrechte bis abgespreizte, diinne
Rispenaste. Die Ahrchenstiele sind ca. 1-3 mahsg Wie die 2,5-3,5 mm lange Ahrchen und
sind unterhalb des Ahrchens leicht verdickt.

Die Hullspelzen sind lanzettlich, zugespitzt und dem Kiel rauh. Die Deckspelzen sind
kirzer und tragen dorsal im unteren Drittel ein@ @m lange Granne. Selten ist die untere
Blute unbegrannt. Die Antheren sind 0,2-0,4 (0,5) fang.

Die Blutezeit erstreckt sich bei den in Sudeuropdokeiteten Vertretern auf die Monate April
bis Juni, wohingegen die in Mitteleuropa angesiedeVertreter dieser Art zwischen Mai und
Juli zur Blute kommen. Die Pflanzen bevorzugen radfesonnige Platze und lichte Walder,

uns sind auf warmen, trockenen, kalkarmen, sawedig-lehmigen Béden zu finden.

INSTITUT FUR BOTANIK UND BOTANISCHER GARTEN
WESTE. WILHELMS-UNIVERSITAT MONSTER (MSUN)

A

Abb. 3.6: A. caryophylleaHerbarbeleg (links) und Foto (rechts)
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3.1.1.6 Aira multiculmis Dum.

A. multiculmiserreicht eine Hohe von 20-50 cm und wéchst intditiBlscheln mit 20 oder
mehr Stengeln.

Sie zeigt insgesamt morphologisch groRe Ahnliclekeitu der eben besprochenen Art
caryophyllea kann aber durch eine knickig hin- und hergebogBigpenachse vor\.
caryophylleaunterschieden werden (BERS 1980).

Zudem befinden sich beh. multiculmisin den Verzweigungspunkten der Aste an der
Hauptachse haufiger als bei den anderen Artenlest®ispenaste (MBERs 1980). Die
Rispenstiele sind, wie in Abbildung 3.7 zu erkennewfrecht abstehend und die
Ahrchenstiele sind ca. 5 mm lang. Damit sind s@hnimehr als zweimal so lang wie die 2,3-
2,5 mm langen Ahrchen. Die Hiillspelzen besitzee eehr oder weniger abgesetzte Spitze.
Die Antheren sind 0,3-0,5 mm lang.

Die Blutezeit erstreckt sich Uber die Monate Ma buli. Lokalisiert ist die Art auf offenen,

sonnigen Platzen auf trockenen, nahrstoffarmeresabandbdden.

t INSTITUT FOR BOTANIK UND BOTANISCHER GARTEN
WesTE. WiLHELMS-UNIVERSITAT MONSTER (MSUN)

Abb. 3.7: A. multiculmis Herbarbeleg (links) und Foto (rechts)
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3.1.2 Morphologische Merkmalsmatrix
Die morphologische Analyse unter Verwendung einerkvhalsmatrix wurde mit allen Arten
der Gattunchira durchgefuhrt. Folgende 13 Charaktere wurden ausigiew

(1) Pflanze annuell (0) oder ausdauernd (1)

(2) Chromosomen 14 (0) oder 28 (1)

(3) Rispen ahrenférmig (0) oder ausgebreitet (1)

(4) Antheren kurz (0) oder lang (1)

(5) Wuchshohe <30cm (0) oder >30cm (1)

(6) Ahrchen <2,5mm (0) oder >2,5mm (1)

(7) Keine Knickung der Hauptrispenachse (0) odercKumng (1)

(8) Keine sterilen Rispenaste (0) oder sterile Riggee (1)

(9) Karyotyp symmetrisch (0) oder Karyotyp asymnsetni (1)

(10) Hullspelzen langlich-schmal (0) oder Hullspelteeit-oval (1)

(11) Huallspelzenlange <2,0mm (0) oder >2,0mm (1)

(12) Karyopsenlange <1,2mm (0) oder >1,2mm (1)

(13) Deckspelzenlange <1,8mm (0) oder >1,8mm (1)
Nach der Bewertung der Arten entsprechend dem Vaodrasein bzw. Nichtvorhandensein
des jeweiligen Merkmals, ergibt sich die folgenal@ abelle 3.2 dargestellte Matrix.
Sollte fur ein Merkmal keine Aussage getroffen vegrd&odnnen, so wird dies mit einem ,?*

bewertet. Als Aul3engruppe wurB@a pratensieausgewahlt.

Tabelle 3.2:  Merkmalsmatrix fur morphologische Chézee

Charakter 1|2 |3 (4|5 |6 (7 |8 |9 [(10|11|12(13
Art

Poapratensis |1 |? |1]|?|1| 10/ 0 ? 2 7 2 %
A. armoricana 001 110010001 P 1 ?
A. byzantina 0/0] 110 0 O O 00T O P
A.caryophyllea | O] 1) 1] 00 0 2 0 0 1 0 1 1 ¢
A. cupaniana 000 13301 00O0O0O0ODDI
A.elegantissma|l @d Q 1 0 0 0 O D DO [0 |0 [0 |O
A. intermedia Oj1; 1,1 1 0 g Q 0 1 ? 1L P
A. multiculmis |0 |1|1|0| 1] 0 1] 1] O 1 1 1 1
A. praecox 000 O O 131 00101 11
A.provincialis |0|1|21|1| 1/ 1 0 0 0 0 1 1 1
A. tenorei 00,1010 00021 00 0
A. uniaristata oo 1 13100001 P 0 P
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Von diesen 13 Charakteren sind insgesamt 9 Chaeagtasimony-informativ, wahrend die
restlichen 4 Charaktere als parsimony-uninformeitigestuft werden.

Der erste gewahlte Charakter bezuglich der Lebeisswder Pflanzen ist autapomorph fiur
Poa pratensisder dritte Charakter beztglich der Rispenformaigapomorph fUA. praecox
und der siebente und achte Charakter bezuglichKadekung der Rispenachse und des
Vorhandenseins von sterilen Rispendasten ist jevaeitapomorph fUA. multiculmis so dass
diese vier Charaktere in die Analyse als ,nichoinfativ* einbezogen werden.

Aus der Analyse der tbrigen 9 Charaktere erhalt sadrreiche MPTsNMost parsimonious
treeg, die zu einem 50% Majority Rule Consensus Ttemisammengefasst werden. Dieser
stellt eine Art Mittelwert der gesamten Baume dmi, dem letztendlich die Verzweigungen

auftreten, die in 50% der Ergebnisbaume vorhanoheh s

Bei dem in Abbildung 3.8 dargestellten Kladogramandelt es sich um ein polytomes
Muster der verschiedenen Arten, aus dem nicht difoa pratensishervortritt. Es werden
lediglich zwei Subcladen gebildet, die jeweils mait einem geringenBootstrapWert

(Subclade I mit 68% bzw. Subclade Il mit 56%) ustigtizt werden. Da die beiden

angegebenen Werte zwischen 50-74% liegen, spriebffdr eine nur schwache Gruppierung.

Die Subclade | besteht aus den vier ArferbyzantinaA. cupanianaA. elegantissimand

A. tenorej die aufgrund ihrer Ahnlichkeiten beziiglich dertarsuchten morphologischen
Charaktere zusammen mit ein@ootstrapWert von 68% gruppiert werden.

Eine weitere Gruppierung bzw. Subcladen-Bildung eiiter BootstrapUnterstitzung von
56% ergibt sich mit den ArteA. caryophylleaund A. praecox Diese beiden Vertreter der
Gattung Aira werden aufgrund ihres gemeinsamen asymmetriscrayo/ps und ihrer
Ubereinstimmung in der AhrchengréRe zusammengefaft.

Alle tbrigen Arten kdnnen nicht weiter gruppiertrden, sondern stehen jeweils fur sich.
Dies Kladogramm ist somit nicht sehr aussagekrastgndern vermittelt nur eine begrenzte

Aufteilung der Arten.
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68

56

Abb. 3.8: Kladogramm basierend auf einer morpgischen Merkmalsmatrix.

Als AuRengruppe wurd®oa pratensigewahlt.

P pratensis

A armoricana

A byzantina

A cupaniana

A elegantissima

A tenorei

A caryophyilea

A praecox

A intermedia

A multiculmis

A provincialis

A uniaristata

Die angegebenen Werte stellenBletstrapWerte dar.

53
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3.2 Karyologie und Verbreitung

Die karyologischen Untersuchungen stellen einerentlishen Bestandteil des methodischen
Repertoirs innerhalb taxonomischer Untersuchungenudd bilden besonders im Rahmen
dieser Arbeit die wichtigste Arbeitsgrundlage. Aldr karyologischen Ebene soll durch die
Chromosomenanalyse der potentiellen diploiden Awnggarten sowie der tetraploiden
Zielarten ein Versuch zur Rekonstruktion der phglogtischen Entwicklung innerhalb der
Gattung unternommen werden. Ein Vergleich der Clasmmenmorphologien konnte bereits

haufig zur Klarung von Verwandtschaftskomplexenrbgen.

Seit WULFF (1937) und KGERUP (1939) sind die beiden in der GattuAga vorkommenden
Chromosomenzahlen 14 und 28 bekannt. Es tritt sdmiBasiszahl x = 7 auf, die auch in
anderen Gattungen dieser Subtribus zu finden ist.

Die karyologischen Analysen wurden an den ausgdw@lira-Arten A. elegantissimaA.
praecox A. multiculmisund A. caryophylleadurchgefiihrt, welche die vier verschiedenen
Karyotypen [A], [B], [AA] und [AB] repréasentieren.

Zusatzlich wurden auch die Artén tenoreiundA. cupanianaingehend untersucht.

Insgesamt lassen sich die einzelnen Arten am besiteHilfe ihrer Idiogramme vergleichen
und analysieren, die eine schematische graphisehistélung des Karyotyps prasentieren
(NAGL 1976). Fur diese Idiogramme werden jeweils die dtlogen Chromosomenpaare zu
einem Wert vereinigt, so dass nur der jeweils hdpldChromosomensatz dargestellt wird.
Fur die Erstellung der Idiogramme werden die Chreomaen ihrer Grol3e nach hintereinander
gestellt, wobei der langere Arm jeweils nach urderichtet ist und die Centromere stets auf
einer Linie liegen. Vorhandene Satelliten oder seléme Einschnirungen werden nach der
Lange ihres kurzen Armes eingeordnet, wobei dielliah bzw. Einschnirungen jeweils
nach oben gerichtet werden. Bei Arten mit einenmamgtrischen Karyotyp werden zuerst
die metacentrischen Chromosomen ihrer Gré3e nagaoatinet, bevor die asymmetrischen
Chromosomen folgen.

Eine weitere Mdglichkeit fur einen einfachen diekt Vergleich der Karyotypen
untereinander ist diejenige mit Hilfe von Karyopgpdyien (siehe Abb. 2.1). Die hier
ermittelten Daten werden dabei auf einer Kreisfdabfgetragen (®ER & HEUBL 1984).
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3.2.1 Karyotyp-Analysen

Insgesamt sind fur die Erstellung eines Karyotyms éiner Art die Bearbeitung und

Auswertung von je mindestens 10-15 gut gespreitstetaphase-Platten notwendig. Erst aus
diesen Ergebnissen kann man ein mittleres Gesaateisyerhalten, das dem Karyotyp der
jeweiligen Art entspricht. Die erhaltenen Daten tlie einzelnen Arten sind nachfolgend

aufgefihrt.

3.21.1 Aira elegantissima Schur.

Die Daten fur die Analyse des Karyotyps vén elegantissimahaben sich aus der
Auswertung von 13 Metaphase-Platten ergeben, dewearte im Durchschnitt
zusammengefasst wurden und in Tabelle 3.3 zu sghén

Die Anzahl der Chromosomen der diploiden Artelegantissimaetragt 2n = 14.

Die durchschnittliche Gesamtlange des diploideno@lmsomensatzes (siehe Tabelle 3.3)
liegt bei 43,2 um, und weicht damit nur geringflgign der bei ABERS (1980a)
angegebenen Lange von 49,5 um ab. Die Ladnge dewsnt@somen variiert im Schnitt
zwischen 2,2 und 4,0 um (siehe Tabelle 3.3). Dddemgibt sich ein durchschnittlicher
GroRengradient von 55,9. Die durchschnittliche Gtosomenlange liegt bei 3,1 pum.

Der Index der Karyotypsymmetrie betragt im Durchmstttb4,7 (siehe Tabelle 3.3). Damit ist
dieser Karyotyp sehr homogen bzw. symmetrisch, egmfalls durch das Vorkommen von
14 ausschlie3lich metacentrischen Chromosomen tlyestéird (siehe Abb. 3.10). Aus
diesem Grund wird\. elegantissimaem Karyotyp [A] nach ABERS (1978a) zugeordnet.

In wenigen Metaphaseplatten-Analysen fanden siat awei bzw. vier submetacentrische
Chromosomen, die aber im Durchschnitt in der Arakasine Beachtung fanden.

Jeweils ein Chromosomenpaar zeichnet sich durchvdasandensein eines Satelliten aus,
dessen Index durchschnittlich bei 0,5 liegt. Zugéte sekundare Einschnirungen wurden

jedoch nicht gefunden.
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Tabelle 3.3: Mittelwerte und Einzelergebnisse day&logischen Analysen
von A. elegantissima

Proben.- Genom- Durchschn. kirzestes langstes GrofRen- Index der  SAT-
Nr. Gesamtlange Chrom.Lange Chromosom Chromosom Gradient- Karyotyp- Index
(2n) in um (um) (um) (nm) Index Symmetrie
Nr. 1 27,84 1,99 1,60 2,54 62,99 57,64 0,70
Nr. 2 38,85 2,77 1,51 3,67 41,14 53,00 0,68
Nr. 3 38,44 2,74 1,70 3,86 44,04 54,14 0,40
Nr. 4 30,52 2,18 1,60 2,73 58,61 55,00 0,33
Nr. 5 55,38 3,95 2,07 4,71 43,95 55,50 0,22
Nr. 6 44,10 3,15 2,26 5,09 44,40 53,00 0,69
Nr. 7 41,68 2,98 2,64 3,30 80,00 54,57 0,62
Nr. 8 50,12 3,58 2,73 4,52 60,39 55,50 0,56
Nr. 9 38,08 2,72 2,07 3,49 59,31 53,14 0,50
Nr. 10 38,64 2,76 2,36 3,39 69,61 56,86 0,43
Nr. 11 44,50 3,18 2,26 3,96 57,07 54,07 0,435
Nr. 12 49,18 3,51 2,64 5,09 51,87 54,07 0,335
Nr. 13 64,64 4,62 3,11 5,75 54,09 54,86 0,425
Summe 561,97 40,13 28,55 52,1 727,47 711,35 6,325
Mittelwert 43,2284 3,0869 2,1961 4,0076 55,9592 54,7192 0,4865
43,2 3,1 2,2 4,0 55,9 54,7 0,5

Aus diesen ermittelten Daten ergibt sich das inillbing 3.9 dargestellte Karyopolygon flr
A. elegantissima Anhand eines Karyopolygon lassen sich Arten direkiteinander

vergleichen.

Abb. 3.9: Karyopolygon voA. elegantissim@nach Werten aus Tabelle 3.3)
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Fur die Ermittlung der Daten zur Erstellung eindgogrammes wurden die Ladngen der
homologen Chromosomenpaare 1-7 einer jeden ausigtererMetaphase-Platte zu einem
Wert vereinigt (nach Mittelwertberechnung und Staddbweichung).

Die Ergebnisse dieser Auswertung sind in Tabelledargestellt.

Tabelle 3.4: Durchschnittliche Chromosomendatebelegantissima

ChromosomentRelative |Lange |Centromer-|SAT- |Index der

paar - Nr. Lange(%)|in um | position Index | Sek. Einsch
17,07 3,69 0,55
15,08 3,26 0,54
10,18 2,20 0,54
17,81 3,85 0,56 0,50
13,51 2,92 0,54
12,08 2,61 0,55
10,18 2,20 0,54

N0 WIN|F

Aus diesen mittleren Chromosomen-Daten lasst sah Idiogramm vorA. elegantissima
darstellen (Abb. 3.10), somit also der haploide Siaser Art.

Das Karyogramm voA. elegantissimast in der folgenden Abbildung 3.11 dargestellt.

Abb. 3.10: Idiogramm voA. elegantissima

Abb. 3.11: Karyogramm von

: ’ i A. elegantissima2
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3.2.1.2 Aira cupaniana Guss.

Die zu einem Durchschnitt zusammengefassten Datex der Auswertung mehrerer
Metaphase-Platten voh cupanianasind in der Tabelle 3.5 dargestelit.

Die Anzahl der Chromosomen der diploiden Artcupanianaetragt 2n = 14.

Die durchschnittliche Gesamtlange des Chromosonmsstiegt bei 50,8 um. Die GroRRe der
Chromosomen variiert im Schnitt zwischen 2,6 ur@j#y (siehe Tabelle 3.5), wodurch sich
ein mittlerer GréRengradient von 56,1 ergibt.

Die durchschnittiche Chromosomenlange liegt béua,.

Der Index der Karyotypsymmetrie betragt im Durcmstthb4,2. Dies weist auch bei dieser
Art auf einen sehr homogenen und symmetrischen d€gpy hin, &hnlich dem vorA.
elegantissimawas durch das Vorhandensein von stets 14 meteésmd@n Chromosomen
bestétigt wird. So kann diese Art ebenfalls dem &oBerRS (1980b) benannten Grundtyp [A]
zugeordnet werden.

Es wurden bei keiner Metaphase-Platten Satellitefurglen, und auch eine sekundéare
Einschnirung konnte nur bei der Auswertung eineb@rermittelt werden, die jedoch nicht

bertcksichtigt wurde.

Tabelle 3.5: Mittelwerte und Einzelergebnisseldeyologischen Analysen
von A. cupaniana

Proben.- Genom- Durchschn. kirzestes  langstes GroRen- Index der SAT- Index der

Nr. Gesamtlange Chrom Lange Chromosom Chromosom Gradient- Karyotyp- Index sekundéren
(2n) in pm  (um) (um) (nm) Index Symmetrie Einschnirung

Nr. 1 46,58 3,33 2,83 4,05 69,88 55,64 0,525

Nr. 2 39,94 2,85 2,17 3,86 56,22 53,21

Nr. 3 48,26 3,45 2,64 4,52 58,41 52,78

Nr. 4 47,68 3,40 2,54 4,24 59,90 55,07

Nr. 5 95,20 6,80 4,81 8,58 56,06 54,71

Nr. 6 38,85 2,77 1,51 3,67 41,14 53,00

Nr. 7 38,08 2,72 2,07 3,49 59,31 53,14

Nr. 8 55,38 3,95 2,07 4,71 43,95 55,50

Nr. 9 47,68 3,40 2,54 4,24 59,90 55,07

Summe 457,65 32,67 23,18 41,36 504,77 488,12 0,525

Mittelwert 50,85 3,63 2,5755 4,5955 56,0855 54,2355

50,8 3,6 2,6 4,6 56,1 54,2
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Die Darstellung der ermittelten Werte in Form demyopolygons findet sich in Abbildung

3.12.

Abb. 3.12: Karyopolygon voA. cupaniangnach Werten aus Tabelle 3.5)

Fur die Ermittlung der Daten zur Erstellung eindgodgrammes wurden die Langen der

homologen Chromosomenpaare 1-7 einer jeden ausigtererMetaphase-Platte zu einem

Wert vereinigt (nach Mittelwertberechnung und Staddbweichung). Die Ergebnisse dieser

Auswertung sind in Tabelle 3.6 dargestellt.

Tabelle 3.6: Durchschnittliche Chromosomendaterbeupaniana

ChromosomentRelative |Lange |Centromer-|SAT- |Index der
paar - Nr. Lange(%)|in um | position Index | Sek. Einsch

1 16,73 4,25 0,55

2 17,6 4,47 0,56

3 15,35 3,90 0,55

4 14,33 3,64 0,53

5 13,46 3,42 0,52

6 12,4 3,15 0,54

7 10,12 2,57 0,54
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Die Darstellung der mittleren Chromosomen-Datenl@isgramm ist in Abbildung 3.13 zu

finden.

1 2 3

Abb. 3.131diogramm vorA. cupaniana

Das Karyogramm der Art ist in der folgenden Abbiidu3.14 anhand mitotischer

Chromosomen dargestellt.

Abb. 3.14: Karyogramm VOA. cupaniang3l
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3.2.1.3 Airatenorel Guss.

Die Daten fur die Analyse des Karyotyps vntenoreihaben sich aus der Auswertung von 9
Metaphase-Platten ergeben, deren Werte in Tab&lleudammengefasst wurden.

Die Anzahl der Chromosomen der diploiden Arttenoreibetragt 2n = 14.

Die durchschnittiche Gesamtlange des diploideno@tusomensatzes hat sich aus dem
Mittelwert aller ausgewerteten Platten ergeben liadt bei 57,6 um. Die Grol3e der
Chromosomen variiert im Durchschnitt (siehe Tab&ll® zwischen 2,9 und 5,5 um.

Bei Betrachtung aller einzelnen Proben ergibt siahmittlerer Grol3engradient von 52,6.

Die durchschnittiche Chromosomenlange liegt bgidm.

Der Index der Karyotypsymmetrie betragt im Durchmstttb4,9 (Tabelle 3.7).

Der Chromosomensatz vdn tenoreiweist jeweils 14 metacentrische Chromosomen ahf, d
alle  Chromosomen zeichnen sich durch das Vorhaedensvon medianen
Centromerpositionen aus. Vergleichbar mit den Kggyen vonA. elegantissimaund A.
cupanianakann somit auch derjenige va@n tenoreidem Grundkaryotyp [A] nach IBERS
(1978a) zugeordnet werden.

Es tritt jeweils ein Chromosomenpaar mit einem 0}82 groRen Satelliten auf, das

Vorhandensein von sekundaren Einschntrungen kgeshdeh nicht festgestellt werden.

Tabelle 3.7: Mittelwerte und Einzelergebnisse deyklogischen Analysen
von A. tenorei

Proben.- Genom- Durchschn. klrzestes langstes GroBen- Index der SAT- Index der

Nr. Gesamtlange Chrom Lange Chromosom Chromosom Gradient- Karyotyp- Index sekundéaren
(2n) in pm  (um) (um) (nm) Index Symmetrie Einschniirung

Nr. 1 67,24 4,80 3,86 7,16 53,91 54,14 0,42

Nr. 2 46,18 3,30 2,17 4,52 48,01 55,36 0,41

Nr. 3 80,66 5,76 3,58 7,54 47,48 57,57 0,375

Nr. 4 60,68 4,33 2,92 6,41 45,55 54,86 0,505

Nr. 5 55,38 3,95 2,07 4,71 43,95 55,50 0,22

Nr. 6 64,64 4,62 3,11 5,75 54,09 54,86 0,425

Nr. 7 46,58 3,33 2,83 4,05 69,88 55,64 0,525

Nr. 8 49,18 3,51 2,64 5,09 51,87 54,07 0,335

Nr. 9 48,26 3,45 2,64 4,52 58,41 52,78

Summe 518,8 37,05 25,82 49,75 473,15 494,78 3,215

Mittelwert 57,6444 4,1166 2,8688 55277 52,5722 54,9755 0,4018

57,6 4,1 2,9 55 52,6 54,9 0,4
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Aus diesen Daten lasst sich das Karyopolygomfitenoreidarstellen (Abb. 3.15).

Abb. 3.15: Karyopolygon voA. tenorei(nach Werten aus Tabelle 3.7)

Fur die Erstellung eines Idiogrammes wurden die eBsiitze der homologen
Chromosomenpaare 1-7 zu einem durchschnittlichen rt Weereinigt  (nach
Mittelwertberechnung und Standardabweichung), rdei auch das Karyopolygon erstellt
wurde. Die Ergebnisse dieser Auswertung sind irellal3.8 dargestellt.

Tabelle 3.8: Durchschnittiche Chromosomendatembésnorei

ChromosomentRelative |Lange |Centromer-|SAT- |Index der

paar - Nr. Lange(%)|in um | position Index | Sek. Einsch
17,18 4,95 0,56
14,95 4,31 0,56
18,42 5,31 0,56 0,4
14,33 4,13 0,55
13,32 3,84 0,52
11,83 3,41 0,54
9,96 2,87 0,55

N[OOI~ WIN|EF
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Die Darstellung der mittleren Chromosomen-Datenl@isgramm ist in Abbildung 3.16 zu

1 2 3 4 5 6

finden.

Abb. 3.16: Idiogramm voA. tenorei

Das Karyogramm voA. tenoreiist in der folgenden Abbildung 3.17 dargestellt.

Abb. 3.17: Karyogramm VoA. tenorei65
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3.214 Aira praecox L.

Die Anzahl der Chromosomen der diploiden Arfpraecoxoetragt 2n = 14.

Die durchschnittliche Gesamtlange des Chromosonmsanach Auswertung aller
Metaphase-Platten liegt bei 53,5 um, wobei im Sthsiehe Tabelle 3.9) die klirzesten
Chromosomen 2,7 um und die grof3ten 4,8 um larty sin

Dadurch ergibt sich ein durchschnittlicher Gré3exdgnt von 56,7.

Die durchschnittiche Chromosomenlange liegt b&i 8n.

Der Index der Karyotypsymmetrie betragt im Durchsitttb9,6 .

Der Chromosomensatz besteht aus 14 Chromosomenrdigsen sind 10 metacentrisch und 4
als submetacentrisch zu beschreiben.

In 4 von 23 Metaphaseplatten-Analysen fanden siath aubtelocentrische Chromosomen,
die jedoch im Schnitt nicht weiter beachtet wurden.

Durch den erhéhten Karyotypsymmetrie-Index in Viedoing mit ihrer in der Gattung
einzigartigen Rispenform wird diese Art dem abgededtien Karyotyp [B] nach BBERS
(1978b) zugeordnet.

Jeweils ein Chromosomenpaar zeichnet sich durcWddsandensein von Satelliten aus, eine
sekundare Einschnurung wurden in der Mehrzahl detersuchten Metaphase-Platten

ebenfalls gefunden.
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Tabelle 3.9: Mittelwerte und Einzelergebnisse day&logischen Analysen
von A. praecox

Proben.- Genom- Durchschn. kirzestes  langstes GroRen-
Nr. Gesamtlange Chrom Léange Chromosom Chromosom Gradient-
(2n) in um Index
Nr. 1 54,26 3,87 2,45 4,71 52,02
Nr. 2 56,08 4,01 2,07 5,09 44,66
Nr. 3 52,00 3,71 2,36 5,56 42,45
Nr. 4 50,68 3,62 2,83 4,33 65,36
Nr. 5 58,24 4,16 2,83 5,28 53,60
Nr. 6 45,98 3,28 2,26 4,43 51,01
Nr. 7 55,02 3,93 2,64 5,65 46,72
Nr. 8 45,80 3,27 1,70 4,05 41,97
Nr. 9 50,84 3,63 2,45 4,62 53,03
Nr. 10 60,88 4,35 3,11 5,28 58,90
Nr. 11 57,04 4,07 3,20 5,08 62,99
Nr. 12 61,44 4,39 3,86 4,90 78,77
Nr. 13 55,20 3,94 3,30 4,52 73,01
Nr. 14 36,76 2,62 1,88 3,02 62,25
Nr. 15 55,78 3,98 2,92 5,09 57,37
Nr. 16 53,16 3,80 3,49 4,15 84,10
Nr. 17 46,54 3,32 1,88 4,05 46,42
Nr. 18 59,56 4,25 3,58 4,90 73,06
Nr. 19 47,30 3,38 1,79 4,33 41,34
Nr. 20 59,54 4,25 3,11 6,31 49,29
Nr. 21 56,14 4,01 3,11 5,37 57,91
Nr. 22 58,58 4,18 2,54 4,99 50,90
Summe 1118,24 79,84 56,82 100,72  1196,23
Mittelwert 53,2495 3,8019 2,7057 4,7961 56,9633
53,5 3,8 2,7 4.8 56,7

Index der
Karyotyp-
Symmetrie

60,50
63,35
59,36
58,00
60,28
60,14
56,71
57,78
62,07
64,07
61,28
61,86
58,21
54,14
58,50
63,71
59,43
56,43
58,43
57,14
58,57
62,14

1249,96
59,5219

59,6

SAT-
Index

0,33
0,40
0,25

0,44
0,35
0,44
0,24
0,29
0,73
0,38
0,24
0,65
0,55

0,205
0,42

0,535
0,29
0,51
0,45
0,51
0,37

8,21
0,4105
0,4

65

Index der
sekundaren
Einschniirung

0,35
0,58
0,73

0,70

0,615
0,50
0,28

0,625
0,62
0,71

0,52
0,58

0,84
0,64
0,73
0,51
0,42

9,53
0,5956
0,6
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Aus diesen ermittelten Daten lasst sich das Kanygoo fir A. praecoxdarstellen (Abb.
3.18).

Abb. 3.18: Karyopolygon voA. praecoxnhach Werten aus Tabelle 3.9)

Fur die Ermittlung der Daten zur Erstellung eindgodgrammes wurden die Langen der
homologen Chromosomenpaare 1-7 einer jeden ausigtererMetaphase-Platte zu einem
Wert vereinigt (nach Mittelwertberechnung und Staddbweichung). Die Ergebnisse dieser

Auswertung sind in Tabelle 3.10 dargestelit.

Tabelle 3.10: Durchschnittliche Chromosomendati\bpraecox

ChromosomentRelative |Lange |Centromer-|SAT- |Index der

paar - Nr. Lange(%)|in um | position Index | Sek. Einsch
13,54 3,67 0,56
12,50 3,39 0,57
10,07 2,73 0,55
16,16 4,38 0,58 0,4
15,42 4,18 0,60 0,6
17,37 4,71 0,64
14,94 4,05 0,71

NO|OAWIN|F
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Die Darstellung der mittleren Chromosomen-Datenld@ilsgramm ist in der Abbildung 3.19

zu finden.

1 2

Abb. 3.19: Idiogramm VvO. praecox

Das Karyogramm voA. praecoxst in der folgenden Abbildung 3.20 dargestellt.

Abb. 3.20: Karyogramm vom\. praecox95
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3.2.15 Airacaryophyllea L.

Die Anzahl der Chromosomen der tetraploidenArtaryophylleaetragt 2n = 28.

Die durchschnittliche Gesamtlange des Chromosonmssiegt bei 89,5 um.

Die GroRRe der Chromosomen variiert nach Betrachtalbgy ausgewerteten Metaphase-
Platten im Schnitt zwischen 2,1 pm und 4,2 pum, wddusich ein durchschnittlicher
GrolRengradient von 50,9 ergibt (siehe Tabelle 3.11)

Die durchschnittliche Chromosomenléange liegt b2i.8n.

Der Index der Karyotypsymmetrie betragt im Durchsttls6,8. Dieser ermittelte Wert ist fur
einen asymmetrischen Karyotyp eher niedrig.

Der Chromosomensatz besteht aus 28 Chromosomendiésan sind zwischen 20 und 24
Chromosomen metacentrisch, d.h. mit medianer Ceetroosition, und dementsprechend
zwischen 4 und 8 Chromosomen submetacentrisch.

Auch dies ist fur einen asymmetrischen Karyotyp rebhagewdhnlich, da man mehr
Chromosomen erwarten wirde, die dem submetacdrgrisbzw. subtelocentrischen Typus
zuzuordnen sind.

Mit Ausnahme einer untersuchten Probe wurden immerdestens ein Satellit, in den
meisten Féllen jedoch die erwarteten zwei Satelgefunden.

Weitere sekundare Einschnirungen konnten aber fastgestellt werden.

Der Karyotyp dieser Art ist nach LBERS (1978b) aus der allopolyploiden Bildung des
Karyotyps [A] mit dem Karyotyp [B] entstanden, uwdd als Karyotyp [AB] bezeichnet.
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Tabelle 3.11: Mittelwerte und Einzelergebnissel@yologischen Analysen

von A. caryophyllea

Proben.- Genom- Durchschn. kirzestes  langstes Grolen-
Nr. Gesamtlange Chrom Lange Chromosom Chromosom Gradient-
(2n) in um
Nr. 1 105,42 3,76 3,02 4,43 68,17
Nr. 2 87,44 3,12 2,17 4,34 50,00
Nr. 3 85,76 3,06 2,07 3,86 53,63
Nr. 4 80,14 2,86 1,79 3,96 45,20
Nr. 5 85,36 3,05 1,51 4,24 35,61
Nr. 6 86,70 3,10 1,69 4,43 38,15
Nr. 7 93,32 3,33 2,64 3,96 66,67
Nr. 8 101,00 3,61 1,98 4,71 42,04
Nr. 9 90,66 3,24 2,26 4,05 55,80
Nr. 10 84,46 3,02 2,60 3,77 59,95
Nr. 11 78,78 2,81 2,07 3,58 57,82
Nr. 12 99,90 3,57 2,36 4,71 50,11
Nr. 13 84,80 3,03 1,60 4,15 38,55
Summe 1163,74 41,56 27,76 54,19 661,7
Mittelwert 89,5184 3,1969 2,1353 4,1684 50,9
89,5 3,2 2,1 4,2 50,9

Aus diesen ermittelten Daten lasst sich das Karygoo fur A. caryophylleadarstellen

(Abb. 3.21).

Abb. 3.21: Karyopolygon voA. caryophyllegnach Werten aus Tabelle 3.11)

Index der
Karyotyp-
Symmetrie

57,50
56,57
57,00
53,64
56,50
58,51
57,18
56,28
56,89
56,21
55,57
59,71
56,64

738,2
56,7846

56,8

1. SAT-
Index

0,50
0,45

0,19
0,375
0,32
0,35
0,47
0,77
0,435
0,62
0,49
0,45

5,42
0,4516
0,45
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2. SAT-
Index

0,38
0,71

0,30
0,45
0,62
0,57
0,505
0,39
0,55

0,415

4,89

0,489
0,49



3. Ergebnisse 70

Fur die Erstellung eines Idiogrammes wurden diege@inder homologen Chromosomenpaare
1-14 einer jeden ausgewerteten Metaphase-Platte eimlem Wert vereinigt (nach
Mittelwertberechnung und Standardabweichung), ridarin auch das Karyopolygon erstellt

wurde. Die Ergebnisse dieser Auswertung sind irellal3.12 dargestellt.

Tabelle 3.12: Durchschnittliche Chromosomendatgdmbcaryophyllea

ChromosomentRelative |Lange |Centromer-|SAT- |Index der
paar - Nr. Lange(%)|in um | position Index | Sek. Einsch

1 9,94 4,34 0,52

2 8,63 3,77 0,55

3 8,20 3,58 0,53

4 8,20 3,58 0,58

5 6,69 2,92 0,58

6 7,12 3,11 0,58

7 6,69 2,92 0,55

8 6,48 2,83 0,53

9 5,82 2,54 0,52

10 5,18 2,26 0,50

11 4,97 2,17 0,52

12 7,33 3,20 0,62 0,45

13 7,33 3,12 0,66 0,49

14 7,56 3,30 0,69

Die Darstellung der mittleren Chromosomen-Datenl@isgramm ist in Abbildung 3.22 zu

13

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

finden.

Abb. 3.22: Idiogramm voA. caryophyllea
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Das Karyogramm voA. caryophylleast in der folgenden Abbildung 3.23 dargestellt.

Abb. 3.23: Karyogramm von
A. caryophylledl8

3.2.1.6 Aira multiculmis Dum.

Die Daten aus der Auswertung von 15 Metaphasedplaind in der Tabelle 3.13 dargestellt.
Die Anzahl der Chromosomen der tetraploidenArimulticulmisbetragt 2n = 28.

Die durchschnittliche Gesamtlange des Chromosonmsshegt bei 101,4 um.

Die GroRRe der Chromosomen variiert zwischen 2,2 wrd 5,2 um, wodurch sich ein
GrofRengradient von 44,3 ergibt (siehe Tabelle 3.13)

Die durchschnittliche Chromosomenléange liegt b&il8n.

Der Index der Karyotypsymmetrie betragt im Durchmsttb4,5.

Der Chromosomensatz besteht aus 28 Chromosomemllesamt metacentrisch sind, d.h.
mit medianer Centromerposition.

Es wurden bei allen untersuchten Platten stet€Brmmosomenpaar mit Satelliten gefunden,
jedoch nur in der Halfte der Falle ein Paar mitusekiren Einschnirungen.

Diese tetraploide Art ist nachLBERS (1978b) aus der alloautopolyploiden Bildung zweier
Arten des Karyotyps [A] entstanden und wird demykéyp [AA] zugeordnet.
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Tabelle 3.13: Mittelwerte und Einzelergebnissel@yologischen Analysen
von A. multiculmis

Proben.-

Nr.

Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.

Summe
Mittelwert

Aus diesen ermittelten Daten lasst sich das Karygoo fur A. caryophylleadarstellen

© oo ~NOO O WN P

Genom-

Durchschn.

klrzestes

langstes

Gesamtlange Chrom Lange Chromosom Chromosom Gradient- Karyotyp-

(2n) in pm

78,24
77,44
101,38
91,07
89,12
105,36
98,58
97,20
114,22
81,98
136,42
115,14
77,84
126,08
130,82

1520,89
101,392

101,4

(Abb. 3.24).

2,79
2,76
3,62
3,25
3,18
3,76
3,52
3,47
4,08
2,93
4,87
4,11
2,78
4,50
4,67

54,29
3,6193

3,6

1,79
1,88
2,26
2,17
1,88
2,54
2,26
2,45
2,26
1,60
3,11
2,83
151
3,02
2,26

33,82
2,2546

2,2

GroRen- Index der
Index Symmetrie

4,43 40,41 55,18
3,86 48,70 55,20
5,28 42,80 55,46
3,86 56,22 54,86
4,62 40,69 55,32
4,52 56,19 55,11
5,18 43,63 54,28
4,99 49,10 54,89
5,47 41,32 55,43
4,43 36,12 54,71
8,29 37,51 53,39
5,09 55,60 53,43
4,05 37,28 53,50
6,50 46,46 53,78
6,79 33,28 52,96
77,36 665,31 817,5
51573 44,354 54,5
5,2 44,3 54,5

Abb. 3.24: Karyopolygon voA. multiculmis(nach Werten aus Tabelle 3.13)

SAT-
Index

0,50
0,44
0,505
0,40
0,44
0,47
0,33
0,425
0,50
0,585
0,765
0,655
0,67
0,50
0,61

7,795
0,5196

0,52

72

Index der
sekundaren
Einschniirung

0,56
0,69

0,585

0,50
0,525
0,48

3,34
0,5566
0,56
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Fur die Erstellung eines Idiogrammes wurden diege@inder homologen Chromosomenpaare
1-14 einer jeden ausgewerteten Metaphase-Platte eimlem Wert vereinigt (nach
Mittelwertberechnung und Standardabweichung), ridarin auch das Karyopolygon erstellt

wurde. Die Ergebnisse dieser Auswertung sind irellat3.14 dargestellt.

Tabelle 3.14: Durchschnittliche Chromosomendat@bmulticulmis

ChromosomentRelative |Lange |Centromer-|SAT- |Index der
paar - Nr. Lange(%)|in um | position Index | Sek. Einsch

1 9,36 4,75 0,55

2 8,73 4,43 0,54

3 8,25 4,19 0,53

4 7,68 3,90 0,53

5 7,31 3,71 0,56

6 8,84 4,49 0,54 0,56*

7 8,57 4,35 0,57 0,52

8 6,70 3,40 0,54

9 6,85 3,48 0,52

10 6,40 3,25 0,55

11 5,97 3,03 0,53

12 5,53 2,81 0,54

13 512 2,60 0,54

14 4,43 2,25 0,54

Das * bedeutet, dass nur in 50% der ausgewertdéddteeine sek. Einschniirung zu finden
war. Dennoch wurde der Mittelwert in diese Auswegintegriert.

Die Darstellung der mittleren Chromosomen-Datenldilsgramm ist in Abbildung 3.25 zu

finden.
1 2 3 :

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abb. 3.25:  Idiogramm voi. multiculmis
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Das Karyogramm voA. multiculmisist in der folgenden Abbildung 3.26 dargestellt.

, et
=

i ' Abb. 3.26: Karyogramm von
A. multiculmisl2

o

3.2.1.7 A. provincialis Jordan

Die tetraploide ArtA. provincialis spielte im Rahmen der karyologischen Untersuchuinge
keine Rolle. Bei den noch zu besprechenden moleger@tischen Arbeiten (Kapitel 3.3.1.2)
hat jedoch die Verwendung der HerkuAit provincialis28 zu Verwirrung gefihrt. Einige
wenige Metaphase-Platten wurden analysiert, umeeitngl den tetraploiden Charakter dieser
Herkunft nachweisen zu kénnen.

Die Anzahl der Chromosomen betragt 2n = 28. Dieiteglte Genomgesamtlange liegt bei
82,0 um, die GrolRe der Chromosomen variiert zwisch® pm und 4,6 pm. Dadurch a3t
sich ein GroRBengradient von 41,3 ermitteln. Dereknder Karyotypsymmetrie betragt 54,7.
Alle 28 Chromosomen sind metacentrisch, ein Chramenpaar besitzt stets einen
Satelliten. Weitere sekundére Einschnirungen konmitght ermittelt werden

Das abgebildete Idiogramm (Abb. 3.27) zeigt einembgenen, symmetrischen Karyotyp,
den man dem Typ [AA’] nachT&INERT (1988) zuordnen kann.

1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13 14

Abb. 3.27: ldiogramm

vonA. provincialis28
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3.2.2 Karyotyp-Vergleich
Die nachfolgenden Tabellen (Tab. 3.15 und 3.16nhmEten die Ergebnisse aus den

karyologischen Untersuchungen der zuvor behandeitezelnen Arten, mit Ausnahme von

A. provincialis Durch die Darstellung in Form dieser Tabellendsdie wichtigsten und

relevanten Daten der Karyotypen zusammengefassiinao ein besserer Uberblick tiber die

Arten und einen Vergleich untereinander geschaffied.

Tabelle 3.15: Chromosomenwerte fir die diploideteAr

N

A. elegantissimal A. tenorei A. cupaniana |A. praecox
Genomgesamtlange 43,2 um 57,6 um 50,8 um 53,5 um
Chromosomengrof3en| 2,2 — 4,0 um 2,9-55um 2,6 —-4,6 um 2,7—4,8 un
-variation
Durchschnittliche 3,1um 4,1 um 3,6 um 3,8 um
Chromosomenlange
Index der 54,7 54,9 54,2 59,6
Karyotypsymmetrie
Beschreibung der 7m 7m 7m 5m
Chromosomen 2 sm
SAT-Anzahl 1 SAT-Paar 1 SAT-Paar keine 1 SAT-Paar
Sek. Einschnirung | keine keine keine 1 Paar mit sek

Einschnirung

Tabelle 3.16: Chromosomenwerte fur die tetraploidgen

A. caryophyllea A. multiculmis
Genomgesamtlange (um) (89,5 um 101,4 um
Chromosomengrof3en- 2,1-42um 2,2-52um
variation
Durchschnittliche 3,2um 3,6 um
Chromosomenlange
Index der 56,8 54,5
Karyotypsymmetrie
Beschreibung der 10-12 m 14 m
Chromosomen 2-4 sm
SAT-Anzahl 2 SAT-Paare 1 SAT-Paar
Sek. Einschniirung keine z.T. 1 Paar mit sek.

Einschnlrung

Legende:

m = metacentrisch; sm = submetacentr&&;= Satelliten
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Wie man anhand der Tabelle 3.15 bei den diploidgemsehen kann, unterscheiden sich die
Daten bezuglich der Genomgesamtlange mit Ausnalimévelegantissimaicht wesentlich
voneinander. Die Gesamtlangen der vier diploidete\wvariieren zwischen 50,8 pm bki
cupanianaund 57,6 um beA. tenorei Die Art A. praecoxbesitzt eine Gesamtlange des
Genoms von 53,5 um, womit die Lange zwischen detenbeiden erst genannten Arten
liegt. Einzig die ermittelte Lange von 43,2 um Kei elegantissimdiegt weit unter den

anderen Werten.

Bezuglich des Index der Karyotypsymmetrie (Tab.58.Mder einen symmetrischen bzw.
asymmetrischen Karyotyp anzeigt, stimmen die deen daryotyp [A] zugehorigen ArteA.
elegantissimaA. tenoreiund A. cupanianamit ihren fast identischen Werten Uberein. Die
dem asymmetrischen Karyotyp [B] zugeordnete A&t praecox zeigt mit einem

Karyotypsymmetrie-Index von 59,6 einen héheren Wert

Ein Vergleich der Chromosomengro3en zeigt, dassedieei allen vier Arten im Schnitt
ubereinstimmen. Die durchschnittliche Chromosonregg&(Tab. 3.15) ist ebenfalls bei allen
vier Arten in einem ungefahr gleichen Bereich. Kitsnahme vor. cupanianaesitzen die
beiden anderen dem Karyotyp [A] angehdrigen Arteweiils ein Chromosomenpaar mit
Satelliten. Ebenso besitzt auch die Artpraecoxein Chromosomenpaar mit Satelliten und

zusatzlich ein Chromosomenpaar, welches eine sékerfinschnirung zeigt.

Betrachtet man die beiden tetraploiden Arfencaryophylleaals Vertreter des Karyotyps
[AB] und A. multiculmisals Vertreter des Karyotyps [AA] anhand ihrer Véeaius Tabelle
3.16 so fallt auf, dasé. multiculmiseine wesentliche groRere Genomgesamtlange aufweist
als A. caryophyllea Beziiglich des Karyotypsymmetrie-Index liefgyt caryophylleabei 56,8
und A. multiculmisbei 54,5. BelA. caryophylleskonnten stets die erwarteten zwei Satelliten-
Chromosomenpaare gefunden werden, wahrendAbanulticulmis mit ihren 26 bis 28
metacentrischen Chromosomen immer nur ein Chromespaar mit Satelliten vorhanden

war.
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Fur die Beschreibung eines Karyotyps sind insbes@ndie Genomgesamtlange, sowie der
GroRRengradient-Index, der Karyotypsymmetrie-Indexd wie Chromosomenzahl wichtige
Indices.

Fur die Erstellung eines Karyotyp-Vergleichs wurdia Art A. praecoxmit dem Karyotyp
[B], die ArtenA. elegantissimaA. tenoreiundA. cupanianamit dem Karyotyp [A] sowie die
tetraploiden ArterA. caryophylleamit dem Typ [AB] undA. multiculmismit dem Karyotyp
[AA] ausgewahilt.

Von diesen sechs Arten wurden die oben genannteicelm verwendet und grafisch
aufgetragen (Abb. 3.28).

Vergleich der Karyotypen
0 Genomgesamtlange (pm) M GroRengradientindex [ Karyotyp-Symmetrie-Index [0 Chromosomenzahl (2n)
120+
100
80
60
40,
20
o4 L, ]l_l ]l_l ]l_l L) LUy sy
A. A. A. A. A. A.
praeco elegant tenorei cupania caryop multicu
x[B] issima [A] na[A] hyllea Imis
[ Genomgesamtlange (Lm) 53,49 43,23 57,64 50,85 89,52 101,39
Hl GroRengradientindex 56,69 55,96 52,57 56,08 50,9 44,35
0 Karyotyp-Symmetrie-Index | 59,64 54,72 54,97 54,23 56,78 54,5
0 Chromosomenzahl (2n) 14 1 14 14 28 28

Abb. 3.28: Vergleich der einzelnen Karyotypen lezils Artel
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Die Werte der Genomgesamtlangen bei den beidapteiden ArtenA. caryophylleaundA.
multiculmissind fast doppelt so grof3 sind wie die der vietaiden Arten (Abb. 3.28).

Die tetraploideA. multiculmisweist mit 54,5 einen @hnlichen Karyotypsymmetriddx auf
wie die diploiden ArterA. elegantissim&b4,7),A. tenorei(55,0) undA. cupaniang54,2).

A. multiculmismit dem Karyotyp [AA] ist mittels Alloautopolypldie entstanden, d.h. durch
Verdopplung des Chromosomensatzes von Arten desidBms [A], ohne dass bisher
Ruckschlisse auf die Ausgangsarten getroffen wekdanten.A. multiculmiswurde friher
als Subspezies vorA. caryophyllea angesehen, dann aber aufgrund der deutlichen
Unterschiede im Karyotyp in den Rang einer eigeAeh erhoben. Den Auswertungen
zufolge findet man bel. multiculmisstets ein Chromosomenpaar mit Satelliten und in ca
50% der untersuchten Metaphase-Platten noch es@ziche sekundare Einschnirung. Als
diploide Ausgangsarten zeigen nAir elegantissimaund A. tenoreiin ihrem Genom ein
Chromosomenpaar mit Satelliten, so dass eine viembals ,Satelliten-Geber* in Betracht
gezogen werden kann. Daraus lafi3t sich jedoch kedeetiger Beweis Uber die Beteiligung

der diploiden Ausgangseltern treffen.

Bei den beiden ArteA. caryophylleaundA. praecoxiegt ein asymmetrischer Karyotyp vor,
der sich in einem hdheren Index widerspiegelt. id®mmt zustande, da beide Arten einen
geringen Anteil an metacentrischen Chromosomen @isén. Dennoch ist der Wert bl
caryophyllea(56,8) niedriger als béh. praecox(59,6). Erklarbar ist dies dadurch, dass
caryophylleaim Zuge der allopolyploiden Bildung oder intersiiszhen Hybridisierung
50% eher symmetrische Chromosomen des Karyotyps dAjalt sowie 50% eher
asymmetrische Chromosomen des Typs [B]. Der KapyatnA. praecoxasst sich somit in
demjenigen vo\. caryophylleawviederfinden (ABERS 1978b).

Erste Vermutungen beziglich der beteiligten dipaidArt mit dem Karyotyp [A]
konzentrieren sich auf. elegantissimaDiese Art besitzt ebenso wiA. praecoxein
Chromosomenpaar mit Satelliten. Ba caryophylleazwei SAT-Chromosomenpaare besitzt
und nur eines vor. praecoxals erste Ausgangsart stammt, kbénnte das zwede \Ra A.
elegantissima weitergegeben werden. Auch die Betrachtung der eijeggn
Genomgesamtlange der beiden potentiellen ,Eltem&®iA. praecoxund A. elegantissima
deutet an, dass eine Addition beider Werte etwaG#gromgesamtlange van caryophyllea
entspricht.
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3.2.3 DAPI-Anwendung

Die neben der Karmin-Farbung nachnd®y (1963) eingesetzte Farbung mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DAPI zur Unterstitzung derykéygischen Untersuchungen konnte
nicht zur verbesserten Visualisierung der Kerndrbgen. Da infolge der aufRerlich nicht
sichtbaren Anfarbung der Wurzelspitzen kein Hinwaig gut gequetschte Chromosomen-
Praparate erhalten werden konnte, haben sich distenePraparationen im Nachhinein als
unzureichend gequetscht herausgestellt. Die Anfagrbuit DAPI war insofern erfolgreich,
dass die Kern-DNA im Fluoreszenzmikroskop gut erkem waren. Da aber nur geringe
Spreitungen vorlagen, konnten keine Karyotyp-Unitelnsingen vorgenommen werden.

Aus diesem Grund wurde auf weitere Untersuchungen Hiife der DAPI-Farbung

verzichtet.

3.2.4 Verbreitung der Arten

Kenntnisse uber die Verbreitung der Gattémg sind wichtig fur ein mogliches Verstandnis
Uber die Entwicklung der Karyotypen.LBERS (1980b) hat sich eingehend mit der
Verbreitung der Arten auch im Hinblick auf ihre Katypen beschaftigt und auchrESNERT
(1988) hat Verbreitungskarten fur die Gattung zusanmgestellt.

Gerade Aussagen Uuber die Verbreitung der Chromasoshéen und im Idealfall der
Karyotypen koénnen aus diesem Grund wesentlich zunerstiindnis eines
Verwandtschaftskomplexes beitragen.

Die beiden nachfolgenden Abbildungen 3.29 und Z&8@en die Verbreitungsgebiete der
GattungAira, zum einen der diploiden und zum anderen derpeiden Karyotypen, damit
ein besserer Uberblick auch tiber mogliche Kontalémogeschaffen werden kann. Diese

Kontaktzonen kdénnen eventuell Aufschluf® Gber diduig der tetraploiden Arten liefern.
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Karyotyp [B]: A. praecox
Karyotyp [A]: A. elegantissima
tenorei

A
A
A.
A
A
A

. cupaniana
. byzantina
. Uniaristata

Abb. 3.29: Verbreitung der diploiden Karyotypéyj Lind [B]
(verandert nachr&NERT 1988)

80
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Karyotyp [AA]: A. multiculmis
A. amoricana
Karyotyp [AA']: A. provincialis
Karyotyp [AB]: A. caryophyllea

Abb. 3.30: Verbreitung der tetraploiden KaryotypAa], [AA’] und [AB]

(verandert nachTEINERT 1988)

81



3. Ergebnisse 82

Wie man anhand der beiden Abbildungen (Abb. 3.28 8:80) erkennen kann, liegt der
Verbreitungsschwerpunkt der meisten Arten der @GagttAira in der Mediterraneis mit
deutlicher Ausstrahlung nach Mitteleuropa.

Die mediterran verbreiteten Arten sind dabei dereiz8ektionen Aira (Euaera) und
Trichodaera zuzuordnen (BERS 1980b).

In der westlichen Mediterraneis kommt die gro3te#m diploider Arten vor, je weiter man
das Gebiet nach Osten betrachtet, desto geringerdia Artenzahl.

Innerhalb der Airinae stellt die Gattugra mit ihren einzelnen Vorkommen am Schwarzen
Meer und im Kaukasus die am weitesten nach Ostadrimgende Gattung dar.

Einige Arten zeigen eine deutliche Ausbreitungségrzdim atlantischen Gebiet, aber einzig
die Art A. praecoxmit dem Karyotyp [B] verlasst den mediterranenflassbereich (ABERS
1980b), wie man anhand der Abbildung 3.29 gut erkarkann.

Auf den beiden folgenden Abbildungen sind die jéngen diploiden (Abb. 3.31) und
tetraploiden (Abb. 3.32) Arten mit ihrem Verbreigsgebiet dargestellt. Hier werden die

Arten nicht entsprechend ihrem Karyotyp zusammeasgf sondern einzeln betrachtet.
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Abb. 3.31: Verbreitungsgebiete der diploiden Artlen Gattundiira (verandert nach IBERS 1979)

Legende:

AL uniaristata [A] o
A. byzantina [A] )
A elegantissima ssp. elegantissima [A] @

A elegantissima ssp. scoparia [A] ®
AL cupaniana [A] @
A. tenorei [A] ¢

A. praecox [B] -
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Abb. 3.32: Verbreitungsgebiete der tetraploideteArder Gattungira (verandert nach BBERS 1979)

Legende:
A. caryophyllea ssp. caryophyllea [AB] ®
A. caryophyllea ssp. Edouardi [AB] &
A. provincialis [AA] E

A. intermedia [AA]
A. multiculmis [AA]
A armoricana [AA]
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Betrachtet man die Verbreitungskarten (Abb. 3.28 Abb. 3.32), kann man folgende
Beobachtungen machen, die auch vam#Rrs (1980b) und $EINERT (1988) dokumentiert
wurden:

Nach Abb. 3.29 ist eine sehr deutliche Trennungudgbreitungsgebiete der diploiden Arten
mit dem Karyotyp [A] und dem Verbreitungsgebiet dbenfalls diploiden ArA. praecoxmit
dem abgeleiteten Karyotyp [B] offensichtlich.

Das Areal der zur Sektion Trichodaera gehdrendlerlegantissimaimfasst mit Sardinien
und Korsika die Inseln des westlichen Mittelmeengsjter mit Italien die Apenninische
Halbinsel sowie den ndrdlichen Balkan. Die Art &iiné jedoch im sidlichen Teil der
heutigen Tschechischen Republik ihre nérdliche &eimsgesamt ist das Verbreitungsgebiet
von A. elegantissimaaufgeteilt nach den beiden vorkommenden Subspefggantissima
und scoparia, hicht so weitreichend im Mittelmeerraum konzemtrigvie es beispielsweise
bei A. cupanianader Fall ist. Daflr dringA. elegantissimdesonders durch ihre Subspezies
scopariarelativ weit gen Osten vor. Wenn man fir diese math moéglichen Kontaktzonen
mit A. praecoxsucht, so kann man zweierlei Feststellungen machen

Betrachtet man die Abbildung 3.29, in der die Veitnngsgebiete allgemein nach ihren
diploiden Karyotypen dargestellt sind, dann gibtzesi mdgliche Kontaktzonen zwischen
den Karyotypen [A] und [B], die zum einen in Poriignd zum anderen in Sudostfrankreich
lokalisiert sind. Wenn man sich jedoch die Abbildu131 anschaut, bei der die Arten einzeln
mit ihren Verbreitungsgebieten dargestellt sindkaon man keine Kontaktzonen zwischfen

elegantissimaindA. praecoxXeststellen.

Das Verbreitungsgebiet fir die diploide Aft praecox,einziger Vertreter der Sektion
Pycnaera, ist komplett auf den nérdlichen bzw. d&gién atlantischen Raum ausgerichtet
und dringt bis nach Skandinavien vor (Abb. 3.29abBi konzentriert sich die Ausbreitung
auf die atlantischen Kistenregionen von Portugallas nach Danemark und Sidnorwegen,
einschliel3lich Fundorten in Irland und Grol3britamiNach $EINERT (1988) erstreckt sich
das Verbreitungsgebiet dieser Art noch relativ virest Inland von z.B. Frankreich, Belgien
Niederlanden und Deutschland und ist somit vieltnegihender als es den Angaben von
ALBERS (1979) nach der Fall ist. Hiernach ist die At praecox nicht bis nach

Sudostfrankreich zu verfolgen, wodurch sich keimmtaktzone mi. elegantissimargibt.
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A. cupanianamit dem Karyotyp [A] aus der SektioAira ist im gesamten westlichen
Mittelmeerraum verbreitet (Abb. 3.31). So findetnrae in Portugal, Spanien inklusive den
Balearen, in Sudostfrankreich, Korsika, sowie dtalmit ihren Inseln Sardinien und Sizilien.
Durch ihr Vorkommen in Portugal zeigt sie deutlicagantische Ausbreitungstendenzen.
Dadurch kann man sie beispielsweise in Verbindumggbn mit der ArtA. praecox die in
Portugal an das Gebiet vah cupanianast6f3t. Hier existiert eine mdgliche Kontaktzone
zwischen einer diploiden Art des Karyotyps [A] uddr zum Karyotyp [B] gehdrenden
diploiden ArtA. praecox

Die aufgrund morphologischer Ahnlichkeiten sehr emgA. elegantissimaerwandte ArtA.
tenoreimit dem Karyotyp [A] kommt im mediterranen Raunmdwms Mittelmeer vor, dabei
vor allem in ltalien, auf den Inseln Korsika unddaien, weiter in Stdostfrankreich, und ist

mit Algerien auch auf dem afrikanischen Kontinemtinden (Abb. 3.31).

Die beiden weiteren diploiden Vertreter des KarpstyA] A. uniaristataund A. byzantina
zeigen ein eher eingeschranktes Verbreitungsge®eeistA. uniaristatanur durch wenige
Aufsammlungen rund um die Stral3e von Gibraltar digldabei aber sowohl auf dem
europaischen wie auch auf dem afrikanischen Kontine finden (Abb. 3.31).

A. byzantinademgegenuber ist nach ihrem Vorkommen im ehenralyzantinischen Reich
benannt, d.h. sie ist durch Aufsammlungen im heutiGriechenland und in der heutigen
Turkei belegt (Abb. 3.31).

Betrachtet man die beiden Karten zu den Verbreggelgieten der tetraploiden Arten (Abb.
3.30 und 3.32), so fallt folgendes auf: Insgesarsirecken sich die tetraploiden Arten tber
anndhernd das gleiche Verbreitungsgebiet wie duoidien Arten, dehnen sich aber noch
weiter in den Mittelmeerraum aus, was vor allemdam enorm grofRen Areal der Adt
caryophyllea mit dem Karyotyp [AB] liegt. Dies erstreckt sichicht nur Uber den
mediterranen Raum wie Griechenland, Italien, Paitugd Stdostfrankreich, sondern die Art
dringt weit nach Norden vor und ist in Mittel- uhtbrdeuropa bis hoch nach Skandinavien
lokalisiert.

Damit ist sie neben der diploiden A&t praecoxdie einzige, die so weit nérdlich vordringt
und man kann sagen, dass sich das heutige Area\ vcaryophylleanahezu mit dem voA.



3. Ergebnisse 87

praecox besiedelten atlantischen Gebiet und mit dem Ted Mittelmeerraumes, den die
Sippen der SektioAira einnehmen, deckt.

Die Art A. caryophylleahat sich als optimales Syntheseprodukt erwiesarsiel sowohl die
von den diploiden mediterranen Arten bevorzugtestdgie besiedelt als auch das Areal unter
entsprechenden Klimabedingungen weit ndrdlich nislitteleuropa behaupten kann (Abb.
3.30). Hier zeigt sie jedoch oft eine relative Stamkonstanz mit einer Besiedelung auf

offenen Sandbdden und exponierten HangamgAs 1980b).

Die anderen tetraploiden Arten kommen tberwiegendwmestlichen Mittelmeerraum vor.
Das TaxonA. intermediamit dem Karyotyp [AA] weist bereits auf einen etgzllen
intermediaren Charakter hin und kénnte nach moggisthen Befunden aus der Verbindung
von A. cupanianaund A. tenoreihervorgegangen sein (BERS 1980b). Sie ist nur durch
wenige Aufsammlungen auf Korsika und Sardinien dpglabb. 3.32).

Ein ahnlich kleines Verbreitungsgebiet zeigt di¢ Arprovincialis die in der Abbildung 3.30
mit dem Karyotyp [AA’] dargestellt ist, und derenelet sich auf die Region um
Sudostfrankreich und dem dort angrenzenden Tégsbeschrankt (Abb. 3.32).

Die Art A. multiculmismit dem Karyotyp [AA] ist nach den Abbildungen @.8nd 3.32 auf
die Kustenregionen Portugals konzentriert und ecktrsich von dort aus nérdlich bis nach
Westfrankreich in die Bretagne sowie den beidenatiaseln Guernsey und Jersey.

Die auf Sudengland und die Bretagne beschraAktarmoricanamuss sich insgesamt aus
Okotypen vorA. multiculmisentwickelt haben (Abb. 3.32).



3. Ergebnisse 88

3.3 Molekulargenetische Untersuchungen

Die Rekonstruktion der Stammesgeschichte (Phylagndéat das Ziel, ein natlrliches
System der Organismen zu schaffen. Grundlage sswvda HENNIG (1950; 1966) erarbeitete
Konzept der konsequent phylogenetischen Systemdgken Ziel es ist, geschlossene
Abstammungsgemeinschaften (Monophyla) zu finden.

Molekulare Merkmale sind grundsatzlich nicht andets bewerten als morphologische
Merkmale. Da sie aber in hoherer Zahl vorliegendssmorphologischen Merkmale flhren

sie zu einer wesentlichen Erweiterung des Spektanriaformationen.

3.3.1 DNA-Sequenzierungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die ITS-Region um tthL-F Region von Arten der
Gattung Aira (Poaceae) sequenziert und phylogenetisch ausggw®as Alignment der
Sequenzen findet sich im Anhang als Nexus-Formaipii€l 7.3), wobei die Position der
Regionen im Alignment markiert sind.

Ebenso wie bei der morphologischen Analyse wirdaadheiner erstellten Merkmalsmatrix
(siehe Kapitel 3.1) auch bei der molekulargenet@scAnalyse durch DNA-Sequenzierungen
fur die Stammbaumrekonstruktionen ein sogenannteReAgruppenvergleichotgroup
comparisof nach HENNIG (1950) durchgeflhrt.

In diesem Zusammenhang wurden fir die Untersuchunge der ITS-Region des

Kerngenoms (nrDNA) bekannte Sequenzen aus der GénBaww.ncbi.nlm.nih.gov) sowie

aus der EMBL Nucleotide Sequence Database (wwwabkéembl/) vonDeschampsia
cespitosa(NCBI GenBank Akzessionsnummer L36513) soMiscanthus sinensiEEMBL
MSI 426565) al©utgroupverwendet.

Die Untersuchungen an demL-F Region des Chloroplastengenoms wurden mit einer

Sequenz vorPoa pratensifNCBI GenBank Akzessionsnummer AY061956) @istgroup
durchgefuhrt.



3. Ergebnisse 89

3.3.1.1 Chloroplastengenom #nL-F Region

Das Alignment der Sequenzen ist im Nexus-FormatSatbe 184) im Anhang zu finden.
Insgesamt besteht dasiL-F Alignment aus 8 Taxa mit je 859 einbezogenemr@kieren
(Nukleotid-Positionen), die alle gleich gewichtegnden.

Von diesen 859 Charakteren sind 728 Charakteretdoinsl16 variable Charaktere sind
parsimony-uninformativ und nur 15 Charaktere siagspnony-informativ.

Als informative Stelle wird eine Nukleotid-Positidrezeichnet, wenn sie mindestens zwei
unterschiedliche Nukleotide in mindestens zwei 8egan aufzeigt (FJULOUMENIDOU 2001).
Es wurde eine ,ungewichtete* Parsimony-Analyse Hgedihrt, bei der die heuristische
Suche insgesamt 15 MPTMd@st Parsimonius Tregamit einer Lange von 143 Schritten
ergeben hat. Das Phylogramm von einem MPT, weldree$/erkmalsunterschiede zeigt, ist
in Abb. 3.33 dargestellt. Fir die MPTs gelten: Gstesicy-Index (Cl) = 0,951, Retention-
Index (RI) =0,562.
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Acaryophylleal8
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Apraecoxi1s5

Aelegantissimazrev

il Aelegantissimarzrev

AprovincialisbSrev

Armulticulmis3rev

10change

Abb. 3.33: Ein Phylogramm von den 15 MPTs. Landet3, Cl = 0,951, RI = 0,562.
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Nach diesem Phylogramm (Abb. 3.33) tritt neBem pratensid auchA. multiculmis3 als
Outgrouphervor, wobei diese insgesamt sogar mehr Veranderu¢hangey zeigt. Die
tbrigen untersuchten Arten gruppieren sich zusammeisen aber keine sinnvolle Claden-
Bildung auf.

Von diesen 15 MPTs wurde d8emistrict Consensus Trestwickelt (Abb. 3.34).

Poapratensist

Acaryophylleai8

100

Acupaniana31

Aelegantissima2lrev

100

Aelegantissima7rev

100

Apraecox15

Aprovincialisbrev

Amulticulmis3rev

Abb. 3.34: Semistrict ConsenstBaum von 15 MPTs. Mit 100 wird die Gruppierung
der Arten bezeichnet, die bei allen 15 MPTs vodem ist.
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Auch in der Abb. 3.34 isA. multiculmis3 neberPoa pratensid alsOutgroupangeordnet. Es

zeigt sich eine vergleichbare Gruppierung zu Ab833

Um die Stabilitat der Gruppierung zu ermitteln, gstvohl eineBootstrapAnalyse mit 1000
Replikaten durchgefiihrt worden, sowie ebenfalls e eifackKnifeAnalyse mit 1000
Replikaten und 37% Deletion der Charaktere pro iRap{Abb. 3.35).

Bootstrap

Poapratensis1

Acaryophylleal8

70
80

Acupaniana3i

43
53 ———————————— AelegantissimaZrev

Apraecoxi15

13

76
74

Aelegantissima7rev

Aprovincialisbrev

Amulticulmis3rev

Abb. 3.35trnL-F BootstrapBaum.
Die Zahlen tiber den Asten entsprecherBaetstrapWerten.
Die Zahlen unterhalb der Aste entspreatenJackKnifeWerten.
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Anhand Abb. 3.35 wird deutlich, dass die SequendentrnL-F Region aufgrund ihrer
groRen Ubereinstimmung im Alignment nicht sehr infativ sind. Dies spiegelt sich nicht
nur in der Anordnung vomA. multiculmis3 als Outgroup nebenPoa pratensisl wider,
sondern auch in der wenig sinnvollen Claden-BilduagA. caryophylleaundA. cupaniana
einerseits und voA. elegantissimandA. praecoxandererseits (Abb. 3.35).

Die Bootstrap und JackKnifeWerte (Abb. 3.35) liefern diesbeztglich auch nureesehr

schwache Unterstltzung der Gruppierungen.

Weiterhin wurde eindlaximum LikelihoodAnalyse durchgefiihrt. Fir diese Analyse wurde
vom Programm MDELTEST das Modell TrN+I Transitional model with consideration of
substitution rate heterogeneity across sitdaMURA & NEI 1993) vorgeschlagen und

verwendet. Die Einstellungen fur die ML-Analysedsater Tabelle 3.17 zu entnehmen.

Tabelle 3.17: ML-Einstellungen nach dem vorgespéteen Modell TrN+I Transitional

model with consideration of substitution rate heggneity across sitgs

Base Frequencieg Rate Matrix -InL = 1833.2023,
mit L = LikelihoodWert
freq A =0.3277 R (a) [A—C]=1.0000] 1=0.4378

freq C =0.1688 | R (b) [A— G]=2.9977
freq G =0.1574 | R (c) [A— T] = 1.0000
freq T = 0.3461 R (d) [C - G] = 1.0000
R (e) [C - T] =2.0088
R (f) [G — T] = 1.0000

Die Analyse nach devlaximum LikelihooeMethode hat einesemistrict ConsenstBaum
mit der gleichen Topologie wie bei detaximum ParsimomAnalyse ergeben, deshalb wird
er hier nicht dargestellt. Auch bei der ML-Methoaarde zur Uberpriifung der Robustheit
der Aste eineBootstrapAnalyse durchgefiihrt. Das MBeotstrapKladogramm zeigt die

gleiche Gruppierung wie das MBwotstrapKladogramm, so dass auf dessen Abbildung
ebenfalls verzichtet wird.
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3.3.1.2 Kerngenom — ITS-Region

Mit der Sequenzierung der Regionen ITS1, 5.8S Ui82Iwurden insgesamt Uber 75% der
gesamten ITS-Region ULOUMENIDOU 2001) bei Arten der Gattungjira sequenziert. Das
Alignment, welches als Nexus-Format im Anhang 4a87) zu finden ist, besteht aus 13
Taxa mit jeweils 825 einbezogenen Charakterenalligegleich gewichtet sind. Von diesen
825 alignierten Nukleotiden sind 620 Charakterek{Botid-Positionen) konstant, wéhrend
140 variable Charaktere parsimony-uninformativ % Charaktere parsimony-informativ
sind. Im Rahmen ddviaximum ParsimonyMP)-Analyse wurde eine heuristische Suche mit
100 Replikaten durchgefuhrt. Diese hat 40 MPTsleegevon denen einer als Phylogramm
in Abb. 3.36 dargestellt ist. Die Baum-Lé&nge bet2isfl Schritte, der Consistency-Index (CI)
liegt bei 0,892 und der Retention-Index (RI) b&dT..
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Abb. 3.36: Ein Phylogramm von den 40 MPTs. Langb%, Cl = 0,892, Rl = 0,797.
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Aus diesen 40 MPTs wurde durch die Consensus-Metlded ,50%-igen Mehrheitsregel*

(,50% majority rule consensus tf¢ein Baum erstellt (Abb. 3.37).

Majority rule
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Abb. 3.37:Majority Rule ConsenstBaum von 40 MPTs. Mit 100 wird die

Gruppierung der Arteazbichnet, die bei allen 40 MPTs vorhanden ist.
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Der Majority Rule ConsenstBaum (Abb. 3.37) reprasentiert ein Mehrheitsregghtema, in
dem ein groRBerer Prozentsatz der Verwandtschafedhemen eindeutig bestimmt ist. Die
Arten der Gattundhira ordnen sich zusammen, und der hohe unterstitaétedevon 100%
spricht fir eine monophyletische Gruppierung. Bddni sich die beiden Claden A und B, von

denen die erste in zwei weitere Subcladen unteweilden kann.

Um die Verlasslichkeit de#lajority Rule ConsenstBaumes zu Uberprifen, wurde eine
BootstrapAnalyse (FELSENSTEIN 1985) auf Grundlage einer heuristischen Suche 0001
Replikaten sowie eindackKnifeAnalyse (FARRIS et al 1996) mit 1000 Replikaten und 37%
Charakter-Deletion pro Replikat durchgefiihrt (Abl383.

Wie man anhand deBootstrapBaumes in Abb. 3.38 erkennen kann, haben siclzwes
Claden A und B gebildeDeschampsia cespitosand Miscanthusbilden mit ihren Sequenzen
aus der GenBank di@utgroups

Die Clade A wird von relativ niedrigeBootstrap und JackKnifeWerten (51 bzw. 59%)
unterstitzt und kann in die zwei Subcladen und A unterteilt werden, zu deneA.
multiculmis 3 ein Schwestertaxon darstellt. Es finden sichtewvei Aufteilungen in dieser
Gruppe, die jedoch selten von hohen Werten untetstierden. Dies spricht flr eine eher
geringe Stabilitat der Aste.

Die Subclade A besteht ganzlich aus tetraploiden Arten, dabeiokbwAngehdrige des
Karyotyps [AB] mit A. caryophylleaals auch Angehdrige des Karyotyps [AA] nmAL
multiculmisundA. provincialis

Die beiden untersuchten Herkinfte der At elegantissimailden, von einem niedrigen
BootstrapWert unterstitzt, die Subclade.fie Zugehorigkeit zu dieser Subclade a3t sich
mit der engen Verwandtschaft der diploid&énelegantissimau den tetraploiden Arten der
Subclade A belegen. Man kénnte eine Beteiligung des GenomsAvelegantissiman den
Genomen vor\. caryophylleaA. multiculmissowieA. provincialisvermuten.

Die Clade B wird durch hohef@ootstrap und JackKnifeWerte (67 bzw. 74%) unterstitzt
als die Clade A. Die Gruppierung der beiden Hertdider ArtA. praecoxwird mit 99 bzw.
100% belegt.
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Abb. 3.38: ITSBootstrapBaum. Die Zahlen uber den Asten entsprecherBbetstrap, die
Zahlen unterhalb der Aste déackKnifeWerten.
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Die Zugehdrigkeit vorA. provincialis28 zu der Clade B zusammen mit den beiden Taxa von
A. praecoxist eher erstaunlich, da sie als tetraploide Artder Subclade Agehdren sollte
wie die beiden untersuchten Herkindteprovincialis5 undA. provincialis27.

Eine karyologische Untersuchung vAn provincialis28 (siehe 3.2.1.7) hat jedoch eindeutig
die Zuordnung zu dem tetraploiden Karyotyp [AA‘lgeben, so dass eine mdogliche

Fehlbestimmung ausgeschlossen werden kann.

Letztendlich kann man sagen, dass die Ergebnisge ITi®&-Untersuchungen bessere
Informationen geliefert haben als die derL-F Region, was durch mehr Divergenzen im
Alignment zu erklaren ist. Dennoch sind die Ergebaider Sequenzierungen innerhalb der
GattungAira nicht zufriedenstellend und lassen keine Uberzedgye Rickschlisse auf die

Ausgangsfragen im Rahmen dieser Arbeit zu.

Wie bei der Analyse ddrnL-F Region des Chloroplastengenoms wurde auch d&eiTb-
Region zusatzlich zuMaximum Parsimonethode eine zweite kladistische Analyse mit
demOptimality Kriterium Maximum Likelihoodlurchgefthrt.

Hier hat das Programm ®&bELTEST das Modell GTR+GGeneral time-reversible model with
rate heterogeneity: gamma shape parameRaDRIGUEZ et al 1990) vorgeschlagen, dessen

Einstellungen in der nachfolgenden Tabelle 3.18eistellt sind.

Tabelle 3.18: ML-Einstellungen nach dem vorgespéteen Modell GTR+GGeneral time-

reversible model with rate heterogeneity: gammapshaarameter

Base Frequencies Rate Matrix -InL =2311.1758,
mit L = LikelihoodWert
fre@ A=0.2123 | R(a)[A-C]=1.1283] G =0.5302

freq C = 0.3000 R (b) [A - G] =2.8252
freq G = 0.3000 R (c) [A—-T]=1.8301
freq T=0.1877 | R (d) [C — G] = 0.4897
R (e) [C — T] = 5.8983
R (f) [G — T] = 1.0000
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Die Analyse nach deMaximum LikelihooeMethode hat keine identische Topologie des

Majority Rule ConsenstBaum (Abb. 3.39) ergeben, wie sie nach Meximum Parsimony

Methode (Abb. 3.37) dargestellt wurde.

So kommt es zu einer leicht veranderten GruppiedsrgArten, die stets durch hohe Werte

unterstitzt wird.
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Abb. 3.39:Majority Rule ConsenstBaum nach der ML-Analyse.

Die Monophylie der Gattundira kann auch durch die ML-Analyse bestatigt werdeie D

Unterteilung in die Claden A und B ist ebenfallsrhenden. Die Zusammensetzung der

Subclade Aist mit Ausnahme voi. multiculmis3 identisch. Dieses Taxon findet sich nach



3. Ergebnisse 99

der ML-Analyse jedoch in der Clade B, wo es zusammé A. provincialis28 die Subclade
B, bildet.

Um die Verlasslichkeit der Aste zu Uberpriifen, veuréine MLBootstrapAnalyse
durchgefuhrt. Das Kladogramm (Abb. 3.40) zeigt éhléseine leicht veranderte Topologie
zu dem Kladogramm der MBeotstrapAnalyse (Abb. 3.38).
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Abb. 3.40:BootstrapBaum nach der ML- Analyse
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Im Gegensatz zu Abb. 3.39 findet sich die bekaAuniiéeilung in die Claden A und B mit

den Subcladen Aund A wie sie auch in Abb. 3.38 zu finden ist.

Die Clade B unterteilt sich in diesem Fall nichtitee in Subcladen. Dennoch ist die
Anordnung in der Subclade;Aeicht verandert, d&. multicuimis3 nun in diese integriert
(Abb. 3.40) ist und nicht mehr ein Schwestertaxanden Subcladen ;Aund A darstellt
(Abb. 3.38).

3.3.2 RAPD-Untersuchungen

Die RAPD-PCR RandomAmplified PolymorphicDNA) ist neben der DNA-Sequenzierung
eine weitere Methode, die sich der PCR-Technik didi Mit ihrer Hilfe kann die
Vielgestaltigkeit (Polymorphie) von Organismen a#gigt werden, indem man Unterschiede
(Polymorphismen) im Bandenmuster zwischen z.B.viddien, Populationen oder Arten
vergleicht.

Dabei wird im Gegensatz zu Untersuchungen am Pyareames Organismus im Rahmen der
Morphologie oder Phanologie mit Hilfe der PCR-Matho die Polymorphie des Genoms

selbst analysiert.

Durch den Einsatz der RAPD-PCR werden Verteilunggeruzufallig ausgewahlter, kurzer
DNA-Sequenzen auf dem Genom untersucht. Die Védaliiglung von Zufallsfragmenten mit
kurzen Primern ist insgesamt ein nutzliches Vedalder Phylogenetik, da sich gerade dieses
Wissenschaftsgebiet mit der Evolutionsgeschichteden Abstammungslinien der Arten und
anderer systematischer Gruppen beschaftigt. DasdéBamuster, das man nach der
Elektrophorese der mit Zufallsprimern gewonneneraghrente gewinnt, spiegelt die
Gesamtstruktur der Matrizen-DNA wider. Geht man den gesamten Zell-DNA aus, erfahrt
man aus dem Bandenmuster etwas Uber die OrgamisEgGenoms. Mit der Zufallsprimer-
PCR konnen also Unterschiede in den Genomen zweileewesen nachgewiesen werden,
unabhangig davon, ob sie zu derselben Art oderckierdenen Arten gehoéren. Bei zwei eng
verwandten Individuen rechnet man im Bandenmustér mehr Ahnlichkeiten als bei

solchen, die entwicklungsgeschichtlich weiter voaeder entfernt sind wN 1996).
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3.3.2.1 Primer-Auswahl

Nicht jeder Primer-Sequenz weist ein fur die Untehaing geeignetes Verteilungsmuster auf
der DNA auf und ergibt damit ein informatives Banaister.

Aus diesem Grund muss zuerst flr die zu untersuldrerten eine geeignete Auswahl an
Primern ermittelt werden, ein sogenanntes Primegee3ing.

Dafir ist exemplarisch die ArtAira praecox 16 mit 20 verschiedenen Primern
unterschiedlicher Sequenz aus dem Primer-Set W2D-der Firma Roth (Karlsruhe) getestet
worden. Nach der Durchfiihrung der PCR-Reaktionglddie es zu einer Amplifikation kam,
sind die Ergebnisse mittels einer Gelelektrophor@ssshe Abb. 3.41) nach den Kriterien
beurteilt worden, ob die abgebildeten Banden aufn déel deutlich und eindeutig
gegeneinander abgrenzbar abgebildet waren, undnebaesreichende Anzahl von Banden
vorhanden war.

Das weitere wichtige Kriterium der Reproduzierbirkder Banden ist erst bei der
eigentlichen Untersuchung bericksichtigt worden. ©@me hohe Reproduzierbarkeit der
PCR-Ergebnisse zu gewahrleisten, sind alle PCRiRe&k mindestens einmal wiederholt

worden, und zwar in unabh&ngigen PCR-Durchgangen.

Primer-Test mit A. praecox 16 Primer-Test mit A. praecox 16
M y0l1 y02 y03 y04 y05 y06 yO7 y§e9 yl0 M M yll y12 yi13 yl4 y15 yl16 yl7 yhgl9 y20 M

Abb. 3.41: Primer-Test mA. praecox16 und den Primern y01-y20 (Firma Roth)
M =100 bp Marker
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Die Vorversuche haben gezeigt, dass mit AusnahmePdener yO1 und y12 durch alle
weiteren  Primer Polymorphismen mit charakteristsch und reproduzierbaren
Bandenmustern erhalten wurden. Auf eine weitereMéadung der beiden oben genannten
Primer wurde verzichtet. Von den Ubrigen wurden Rliener y02, y03, y04, y05, y06, y07,
y08, yl4, yl5 und yl7 ausgewdhlt und fir die fotgenAnalyse der Genotypen

herangezogen.

3.3.2.2 RAPD-Gele

Die RAPD-Analysen erfolgten mit jeweils drei ausgggen Vertretern jeder Art sowie mit
der ArtDeschampsia cespitosds Angehorige der AulRengruppe. Die verwendeteanfsind
in der folgenden Tabelle 3.19 aufgelistet.

Tabelle 3.19: Verwendete Taxa fur die RAPD-Anatyse

Diploide Arten Nummer Tetraploide Arten Nummer
Aira praecox 15 Aira caryophyllea 40

Aira praecox 16 Aira caryophyllea 18

Aira praecox 1 Aira caryophyllea 96

Aira elegantissima 4 Aira multiculmis 13

Aira elegantissima 32 Aira multiculmis 3

Aira elegantissima 43 Aira multiculmis 14

Aira cupaniana 31

Aira cupaniana 68 Aul3engruppe Nummer
Aira cupaniana 54 Deschampsia cespitosa 22
Aira tenorei 63

Aira tenorei 62

Aira tenorei 65

Die einzelnen Amplifikationsprofile mit den ausgdwéan Primern im Rahmen der
durchgefiihrten RAPD-Analysen sind im Anhang untepitel 7.4.1 (Abb. 7.1 bis 7.10) zu

finden.
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Die Auswertung der Bandenmuster und die Umsetzargniare Codes erfolgte manuell ohne
die Verwendung eines Computerprogramms. Bei allénAbbildungen, die durch die
Verwendung der 10 ausgewahlten Primer erhalten evosind, wurden nurhbjns' (Banden
gleicher Fragmentgrél3e) gewertet, fur die bei altefividuen eine klare Aussage uber An-
bzw. Abwesenheit der jeweiligen Bande getroffendearkann. Wenn dies nicht der Fall war,
z.B. aufgrund von undeutlichen Banden, so wurde gisamte Fragmentklassein)
verworfen.

Insgesamt ergaben alle eingesetzten Primer zamdrédenplifikationsprodukte (Banden) mit
den DNA-Proben der verschiedengma-Arten. Es wurden 90 RAPD-Banden als Merkmale
fur die Auswertung herangezogen, die polymorph ward.h. nicht in allen zu
untersuchenden Pflanzenproben amplifiziert wurdew, dass charakteristische und
reproduzierbare Bandenmuster erhalten wurden.

Diese Banden traten Uberwiegend deutlich auf, ss das Vorhandensein in der Tabelle mit
einer ,1“ registriert wurde, wohingegen nicht vondane Banden eine ,0“ erhielten. Bel
Unklarheit Gber An- bzw. Abwesenheit wurde dies aniiem ,?“ bewertet.

Die Tabellen mit dem binédren Code und damit demnartung aller Gel-Bilder ist im Anhang
(7.4.2) zu finden.

3.3.2.3 Phylogenetische Auswertung

Die Daten aus der binaren Datenmatrix wurden uviwendung der Beta Version 4.0b10
von PAUP (SvoFFOrRD2002) phylogenetisch ausgewertet.

Dabei wurden zwei Dendrogramme mit unterschiedhicigorithmen erstellt. Zum einen
wurde die MethodeMaximum Parsimonyerwendet, innerhalb der dieeuristic search
Suchkriterien gewahlt wurde. Eine ,heuristischetlse, also eine Suche nach einem lokalen
Sparsamkeitsmaximumlogal optimum war aufgrund der relativ grof3en Daten-Matrix
erforderlich (REPPEL 1999). Alle Charaktere, die sich aus dem Vorhaseienbzw. Fehlen
der Banden oder Marker ergeben haben, wurden glgetichtet, d.h. in dieser
Grundeinstellung zéhlte eine Veranderung in jedersett Merkmale immer als ein Schritt.
Insgesamt besteht die Datenmatrix aus 19 Taxaen@0j Charakteren. Von diesen ist ein
Charakter konstant, wohingegen 4 variable Charekfrsimony-uninformativ und 85

Charaktere parsimony-informativ sind.



3. Ergebnisse 104

Die Analyse dieser Datenmatrix resultierte nach ldeuristischen Suche im Rahmen der
Maximum Parsimomjvlethode mit 100 Replikaten oder WiederholungethZrgleichermal3en
sparsamen KladogrammeMdst Parsimonius TregsMPTs) mit einer Baum-L&ange von 250
Schritten, von denen jedes dieser Kladogramme midgliche phylogenetische Hypothese
darstellt. Die MPTs haben die folgenden Werte: @Gtescy-Index (Cl) = 0,356, Retention-
Index (RI) = 0,602.

Aus diesen 12 gleichwertigeMost Parsimonius Treesls mogliche phylogenetische
Hypothesen wurde von dem Programm anhand desestrikbnsensusifict consensus tr¢e
oder des semistrikten Consensgsnfistrict consensus theeine Art Mittelwert gebildet,
denn diejenigen Gabelpunkte, die in allen gleicdrspmen Kladogrammen in gleicher Weise
bestimmt sind, werden auch im strikten Consensheifia eindeutig bestimmt ERPEL
1999). DerSemistrict ConsenstBaum ist in Abb. 3.42 dargestellt. Eine weiteren€ensus-
Methode ist die der ,50%-igen MehrheitsregebO% majority rule consensus tiealeren
Baum in Abb. 3.43 zu finden ist. Es existieren iesém Kladogramm insgesamt mehr

Aufteilungen unter den Arten als sie befamistrict ConsenstBaum vorkommen.

Die Verlasslichkeit dieser Baume und damit die Btabdieser Gruppierungen wurde durch
statistische Programme wie z.B. deotstrapMethode (EELSENSTEIN1985) Uberprift. Hier
wurde eine heuristische Suche mit 1000 Replikaterchdyefihrt. Bei der Bewertung des
Baumes gelten die bereits beschriebenen Bedingurfgeneine Unterstlitzung nach
TOULOUMENIDOU (2001).

Bei derJackKnifeMethode (ARRIS et al 1996), mit der ebenfalls die Zuverlassigkeit der
Baume Uberprift werden kann, sind nur Werte Gbét 83 eine Gruppierung relevant. Bei
dieser Analyse wurde das Suchkriterilmuristic searchgewahlt, um die Suche mit 1000
Replikaten (50% Charakter Deletion pro Replikatjctiaufiihren.

Das BootstrapKladogramm in Kombination mit dedackKnifeWerten ist in Abb. 3.44

dargestellt.
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RAPD 17.11.2004
Semistrict

Deschampsia22

A praecoxi6

100

A praecox1

100

A praecox15

A caryophylleal8

A elegantissima32
100

A elegantissima4
100

A elegantissima43

A tenorei63
100

A tenorei62

A tenorei65

A cupaniana31

A cupaniana68

A cupanianas4

A caryophyllea40

A caryophyilead96

A multiculmis13

100

A multiculmis14

A multiculmis3

Abb. 3.42:Semistrict ConsenstBaum von 12 MPTs. Mit 100 wird die Gruppierung der

Arten bezeichnet, die bei allen MPTs vorhanide



3. Ergebnisse 106

RAPD 17.11.2004
Majority rule

Deschampsiaz22

A praecox16
83

100 —— A praecox15

100 A praecox1

A caryophylleal8

A elegantissima32
100 100

A elegantissimad4
92

A elegantissima43

58

58

A tenorei6s

58 A tenorei63
100

A tenorei62

A caryophyllea40
92

58 A multicuimisi13

100

75

A multiculmis14

A multiculmis3

58

A cupaniana68

83

A cupanianas4

A cupaniana3i

A caryophyllea96

Abb. 3.43:Majority Rule ConsenstBaum von 12 MPTs. Mit 100 wird die Gruppierung der

Arten bezeichnet, die bei allenTdRorhanden ist.
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Jackknife

Deschampsiaz2

JackKnifeWerte (iber den Asten
Bootstraj-Werte blau unterhalb 51

54
88 ——— A praecoxi5s

A praecox16

40 A praecoxi
A 1 40
o3 A caryophylieai8
25

A tenorei63

69

A tenorei62

53

52 —— A glegantissima32
93
95
32 — A elegantissima4

A, 33

53 A elegantissima43
51

46 A tenorei6s
45

B 1 A cupaniana31

43
44 ———————— A cupaniana68
48

53 )
B L A cupanianab4

52
57 A caryophyllea40

72
B 2 76 A multiculmisi13
71

47 80 .
50 A multiculmisi4

A multicuimis3

A caryophyllea96

Abb. 3.44: JackKnifeBaum. Die Zahlen uiber den Asten entsprechenldekKnife

Werten. Die blauen Zahlen unter den Ast@speachen deBootstrapWerten.
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Der Semistrict ConsenstBaum (Abb. 3.42) zeigt eine eher geringe Auftajunnerhalb der
untersuchten Taxa der GattuAga. Eine grolR3ere Gruppe, bestehend aus den dipldiden
A. praecox, A. elegantissimA. tenoreisowie einem Vertreter voA. caryophyllea hat sich
gebildet. Ebenso eine kleine Gruppe aus 2 TaxadeA. multiculmis Alle anderen Taxa

zeigen keine weitere Unterteilung.

Das JackKnifeKladogramm (Abb. 3.44) ist ausfuhrlicher in seifzarstellung, da es eine
detaillierte Aufteilung innerhalb der Untersuchugiggpe gibt.

Man kann zwei Claden erkennen, die jeweils schwaudkrstitzt werden. Aul3engruppe ist
die Art Deschampsia cespitosaber auch das zur Untersuchungsgruppe gehodremamA.
caryophyllea 96 verhalt sich aufgrund seiner Stellung im Kladomgm wie eine
Aul3engruppe, was eine eindeutige Bestimmung diemesns in Frage stellen muss.

Die Clade A besteht aus zwei Subcladen: Die Subclag wird aus zweiA. tenorei
HerklUnften sowie einer Gruppe aus drei praecoXVertretern undA. caryophylleal8
gebildet. Die Subclade Asetzt sich aus drei Vertretern vén elegantissimausammen, zu
denenA. tenorei65 ein Schwestertaxon darstellt.

Die Clade B besteht ebenfalls aus zwei SubcladenSdbclade Bbeinhaltet drei Taxa von
A. cupaniana die Subclade B enthalt neben einer Gruppe aus zwei multiculmis
Herkiinften sowié\. caryopyhllead0 auchA. multiculmis3, die zu diesen ein Schwestertaxon
darstellt. Im Falle deA. caryophyllea40-Herkunft kann man eine Fehlbestimmung dieses
Taxons vermuten, da. caryophylleaund A. multiculmismorphologisch groRe Ahnlichkeiten

zeigen.

Mittels der bindren Matrix werden auch Clustervieréan zur Erstellung von weiteren
Kladogrammen durchgefihrt, um damit die verwandtfiibhen Verhéltnisse der
untersuchten Individuen miteinander vergleichen siedgraphisch darstellen zu kénnen. Die
Zuverlassigkeit der erhaltenen Baume wurde UberBd@@tstrapWiederholungen nach der
BootstrapMethode (ELSENSTEIN1985) Uberprtift. Als Clusterverfahren wurde dasslVA-
Verfahren Unweighted pair-group method using arithmetic ages nach SIEATH &
SokAL (1973) verwendet, bei dem die einzelnen Individnaoh den arithmetischen Mitteln
der genetischen Distanzen einer OTapdrational taxonomic unitmiteinander kombiniert
werden. Diese Darstellung findet sich in der Ablard 3.45.
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RAFD 17.11.2004

UPGMA
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Abb.3.45: Distance-Baum nach dem UPGMA-Verfahren.
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Der UPGMA-Baum (Abb. 3.45) gibt die Distanzen, ddie Verdnderungen unter den Arten
wieder. Er zeigt eine nur leicht veranderte Topmdg Vergleich zumlackKnifeBaum in
Abb. 3.44.

Man kann sehr deutlich die Position vAncaryophylle6 als ,Au3engruppe” erkennen, da
sie sich zusammen mit der eigentlich @lstgroupdefinierten ArtDeschampsia cespito2?

in eine Gruppe anordnet.

Die weitere Aufteilung in die zwei Claden A und Bt iebenfalls vorhanden, wobei die
Anordnung der Arten in der Clade B in den beidebifslungen 3.44 und 3.45 identisch ist.

In der Clade A erkennt man zwei weitere Gruppieeimfzw. Subcladen: die Subclade A
besteht aus drei Taxa véa praecoxsowie aus der Herkunf. caryophylleal8, die ein
Schwestertaxon zu den erst genannten darstellt.

Die Subclade A besteht einerseits aus der Grupgfetenorei63 undA. tenorei62, und
andererseits aus den beiden Grupperelegantissima&2 undA. elegantissimal sowieA.
elegantissim&3 undA. tenorei65.

Insgesamt befinden sich in der SubcladenAr Vertreter des Karyotyps [A], womit sie sich
sehr deutlich von der Subclade @it Vertretern der asymmetrischen Karyotypen [BAB]

abgrenzt.

3.3.2.4 RAPD-Analysen beA. caryophyllea und A. multiculmis

Das Hauptaugenmerk der RAPD-Untersuchungen liegtf aer Klarung der
verwandtschaftlichen Beziehungen der tetraploideemA. caryophylleaund A. multiculmis
sowie ihrer jeweiligen potentiellen diploiden Eharten. Aufgrund der karyologischen
Befunde (siehe Kapitel 3.2) wird postuliert, da&s caryophylleadurch allopolyploide
Bildung aus den diploiden ArteA. praecoxund A. elegantissimantstanden ist. Weiterhin
kann man davon ausgehen, da#sselegantissimaan der Bildung des Genoms vaha
multiculmisbeteiligt zu sein scheint.

Die RAPD-Untersuchungen sollen weitere Daten zurst@e&ung dieser bisherigen
Ergebnisse liefern, sowie zusatzliche Hinweise @dief vermutlich nebem\. elegantissima
zweite diploide Ausgangsart b& multiculmisgeben.

Aus diesem Grund werden einzelne Abbildungen derPBAmplifikationsprodukte

verschiedener Primer genauer untersucht.
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3.3.24.1 A. caryophyllea

Durch den Einsatz des Primer y04 der Firma Rothrl§ieghe) kann man in dem
Amplifikationsprofil (Abb. 3.46) mehrere Ubereimatnende Banden (weil3e Pfeile) bei der
diploiden ArtA. praecoxl6 sowie der tetraploiden Aft. caryophylledl8 feststellen.

Dies zeigt die Beteiligung voA.. praecoxam Genom voi. caryophyllea.

M Ap Ap Ae Ae Acu Ate Aca Am M
15 16 4 32 31 63 18 13

Abb. 3.46: RAPD-Amplifikationsmuster mit Primer4/0

bei unterschiedlicheAira-Arten

Primer y 04 (Primer Kit, Roth).
M: 100-bp DNA ladder

Lane 2-3‘A. praecox

Lane 4-5:A. elegantissima
Lane 6:A. cupaniana

Lane 7 A. tenorei

Lane 8 A. caryophyllea

Lane 9:A. multiculmis
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Durch den Einsatz von Primer y08 zeigt das RAPD-HRiikptionsprofil (Abb. 3.47) im Fall
von A. caryophylleazum einen Banden bzw. Marker, die vén praecox(rote Pfeile)
stammen, und zum anderen Banden, die von der élsedfploiden Art A. elegantissima

(weil3e Pfeile) stammen.
Gleichzeitig teilen die drei untersuchten Artentagemeinsame Marker (= monomorph), die

auf eine enge Verwandtschaft hindeuten.

A.elegantissir
A.caryophylle:

Primer y 08 (Primer Kit, Roth).
M: 100-bp DNA ladder

Lane 1-2:A. praecox

Lane 2-3:A. elegantissima
Lane 5-6:A. caryophyllea

Abb. 3.47: RAPD-Amplifikationsmuster von den dégia-Arten
A. praecoX(1+2),A. elegantissim#&3+4) undA. caryophylleg5+6).

Im Fall der tetraploiden ArA. caryophylleamit dem Karyotyp [AB] bestéatigen die RAPD-
Analysen insgesamt die durch die karyologischen ekdochungen aufgestellten
Vermutungen, dass an der allopolyploiden Bildung Ag die beiden diploiden Arter.
praecoxmit dem Karyotyp [B] undh. elegantissimanit dem Karyotyp [A] beteiligt sind.
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3.3.24.2 A. multiculmis

Im Fall vonA. multiculmiskann durch den Einsatz verschiedener Primer geaeiglen, dass
aufgrund der unterschiedlichen Bandenmuster eher diploide Art A. cupaniana
Ubereinstimmungen mit der tetraploiden A&t multiculmis zeigt als die ebenfalls dem
Karyotyp [A] angehdrende AA. tenorei

Beide Arten kommen neben der als relativ sicheuselzende\. elegantissimals weitere
Elternart firA. multiculmisin Frage, da das Genom vAn multiculmisauf eine Verdopplung
zweier Arten des Karyotyps [A] zurlckgeht.

Die folgende Abbildung 3.48 zeigt das RAPD-Amplétlonsprofil durch die Verwendung
des Primers y02. Die Pfeile demonstrieren die Ma(Banden), die Ubereinstimmend lZei
cupaniana und A. multiculmis auftreten. Wie man erkennen kann, finden sich edies

markierten Banden nicht bei der ebenfalls potdetieAusgangsarh. tenorei

Primer y 02 (Primer Kit,
Roth).

M: 100-bp DNA ladder
Lane 2-3:A. praecox

Lane 4-5A. elegantissima
Lane 6:A. cupaniana
Lane 7 A. tenorei

Lane 8-9 A. multiculmis

Abb. 3.48: RAPD-Amplifikationsmuster mit Primed3/

bei unterschiedlicheXira-Arten.
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Durch den Einsatz des Primers y03 findet man aui &APD-Amplifikationsprofil (Abb.
3.49) bei ca. 1150bp eine sehr eindeutige Bandesidh nur belA. cupanianasowie der
tetraploiden ArfA. multiculmisfindet.

Ahnlich sieht es bei dem RAPD-Amplifikationsproéles Primers y04 aus (Abb. 3.50), bei

dem bei ca. 900bp eine sehr eindeutige Bande sob&ibA. cupanianaals auch beiA.

multiculmiszu finden ist, die sonst bei keiner der unterseci&rten auftaucht.

M Apl5 Apl6  Ae4d Ae32Acu3l At63 Aml3 Amil3

Primer y 03 (Primer Kit,
Roth).

M: 100-bp DNA ladder
Lane 2-3:A. praecox

Lane 4-5:A. elegantissima
Lane 6:A. cupaniana
Lane 7 A. tenorei

Lane 8-¢ A. multiculmit

K ——
 —
| ———
— e
—
e
mm——
————
| —

Abb. 3.49: RAPD-Amplifikationsmuster mit Primed3 bei unterschiedlichehira-Arten

Primer y04

Apl5 Apl6 Aed Ae32 Acu3l Ate63 Acal8 Am 12

Primer y 04 (Primer Kit,
Roth).

M: 100-bp DNA ladder
Lane 2-3:A. praecox

Lane 4-5:A. elegantissima
Lane 6:A. cupaniana
Lane 7 A. tenorei

Lane 8:A. caryophyllea
Lane 9 A. multiculmis

Abb. 3.50: RAPD-Amplifikationsmuster mit Primed4/bei unterschiedlichehiira-Arten
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Fur A. multiculmisgilt, dass durch die RAPD-Analysen weitere konkrelinweise auf die
parentalen Ausgangsarten hervorgetreten sind. Netien durch die karyologischen
Untersuchungen bereits als sicher anzusehendeitigteteArt A. elegantissiméristallisiert
sich A. cupanianaals weitere parentale Ausgangsart heraus, da diesedeutliche

Ubereinstimmungen im Bandenmuster Mitmulticulmiszeigt.

Um die verwandtschaftlichen Beziehungen zwischem dkei diploiden Arten A.
elegantissimaA. tenoreiundA. cupanianadie allesamt dem Karyotyp [A] angehdéren, sowie
der tetraploiden ArA. multiculmismit dem Karyotyp [AA] zu untersuchen, wurden deren
entsprechende Daten der bindren Matrix unter Vedweg der Beta Version 4.0b10 von
PAUP (SvoFFORD2002) phylogenetisch ausgewertet.

Die Analyse folgte der bereits unter 3.3.3.3 bdsti@nen Methode, die hier nicht weiter
erlautert wird.

Die Datenmatrix besteht aus 13 Taxa mit jeweilsCd@rakteren, von denen 8 Charaktere
konstant sind, wohingegen 10 variable Charaktergimpany-uninformativ und 72 Charaktere
parsimony-informativ sind.

Die heuristische Suche im Rahmen d&aximum Parsimomethode ergibt in diesem Fall
nur einen Baum mit einer Baum-Lange von 161 SamitDer Consistency-Index (Cl) dieses
Baumes liegt bei 0,509, der Retention-Index (Rtydmg 0,644.

Die Verlasslichkeit dieses Baumes und damit didistz der Gruppierungen wird wiederum
durch statistische Programme wie d&ootstrapMethode (ELSENSTEIN 1985) und der
JackKnifeMethode (ARRIS et al 1996) Uberprift. Beide Methoden werden als hascise
Suche mit je 100 Replikaten durchgefihrt. Der danasultierend®ootstrapBaum, in den
die erhaltenedackKnifeWerte integriert sind, ist in Abbildung 3.51 dastgdlt.
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Bootstrap
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B
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Deschampsia22

A elegantissima32

A elegantissima4

A elegantissima43

A tenorei65

A tenorei63

A tenorei62

A cupaniana31

A cupanianas4

A cupanianab8

A multiculmis13

A multiculmisi14

A multiculmis3

Abb. 3.51BootstrapKladogramm der RAPD-Daten.

Die Zahlen uber den Asten entsprecherBibenstrapWerten.
Die roten Zahlen unterhalb der Aste emtsipen dedackKnifeWerten.
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Anhand des Bootstrap-Kladogrammes in Abb. 3.51rerkenan zwei Claden, von denen die
Clade B durch ihren hoheBootstrapWert von 90 eine starke Unterstitzung erfahrt,
wohingegen die Clade A mit ihreBootstrapSupport von 74 eine schwachere Unterstitzung
besitzt.

Outgroupzu diesen beiden Claden B¢schampsia cespitog2.

In der Clade A findet man zwei Subcladen. Die SatbelA setzt sich aus drei untersuchten
Vertretern vonA. elegantissimazusammen, zu denef. tenorei65 ein Schwestertaxon
darstellt. Die Subcladefesteht aus den zwei Ta&atenorei63 undA. tenorei62 und wird
sehr stark unterstutzt (95 bzw. 92%).

In der Clade B finden sich ebenfalls zwei Subcladen denen die Subcladg Bie einzelnen
Aufsammlungen der A\. cupanianabeinhaltet und die Subclade 8ie Vertreter der ArA.

multiculmis

Diese phylogenetische Untersuchung wurde unternammen maoglicherweise weitere
Informationen Uber die Elternarten vAnmulticulmiszu erhalten, da bei dieser Art bisher nur
aus karyologischer Sicht (siehe Kapitel 3A2)klegantissimaelativ sicher als eine der beiden
Elternarten identifiziert werden kann.

Diese Analyse zeigt eine sehr enge VerwandtscleaffdenA. cupaniananit dem Karyotyp
[A] und A. multiculmismit dem Karyotyp [AA], so dass an dieser StelleeeBeteiligung von

A. cupanianaam Genom voi. multiculmisin Betracht gezogen werden muss.
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3.4 Genomischeén situ-Hybridisierung

Die Methode der Genomischansituw-Hybridisierung (GISH) wird zur weiteren Klarungrde
Verwandtschaftsverhaltnisse innerhalb der Gattwiga angewendet, da sie ein sehr
natzliches ,Werkzeug“ fur Untersuchungen der Gerdomologie zwischen polyploiden
Arten und ihren diploiden Vorfahren darstellt.

Sie eignet sich fur die Identifizierung von Fremdr@matin, in diesem Fall bei
Chromosomen-Spreitungen von tetraploiden Arten @attungAira L., und damit fir die
Entdeckung von parentalen Genomen in Hybriden Adepolyploiden.

Die Genomischén situ-Hybridisierung vereint konventionelle Cytogenetiit DNA:DNA -

In situ - Hybridisierungstechniken, so dass Chromatin varschiedenen Eltern oder
Vorfahren unterschieden werden kangificH & BENNETT 1997).

Das Prinzip beruht auf der Verwendung markiertemoggischer DNA, d.h. der gesamten
Kern-DNA einer Elternart und deren bevorzugte Aslamg an homologe Sequenzen in
Chromosomen der Untersuchungsart.

Da die Untersuchungeim situ, also direkt an den Chromosomen der Metaphaségerfo

erganzt diese Methode die bisherigen karyologisth&ersuchungen (siehe Kapitel 3.2).

Durch die Anwendung dieser Methode konnte gezeigrden, dass die untersuchte
tetraploide ArtA. caryophylleanit dem Karyotyp [AB] einen allopolyploiden Ursmwi zeigt.
Dies konnte bereits in den vorangegangenen Kapitefoh die Karyologie und die RAPD-
Analysen dokumentiert werden.

Die Genomischean situ-Hybridisierung hat im Rahmen der mikroskopischemswertung
eindeutig gezeigt, dass die beiden ArtAn praecox mit dem Karyotyp [B] undA.
elegantissimanit dem Karyotyp [A] am Genom voh. caryophyllegbeteiligt sind.

Ein Chromosomen-Préparat der tetraploiden Art wundesiner mit Biotin-markierten Sonde
von A. elegantissimébehandelt. Man konnte erkennen, dass 14 ChromasomeKern
rotlich-orange angefarbt waren, da eine Hybridisigrmit der Sonde stattgefunden hat.
Ahnliches gilt fir ein weiteres Praparat veh caryophyllea welches mit einer mit
Digoxigenin-markierten Sonde vok. praecoxnach der Hybridisierung 14 grin angefarbte
Chromosomen zeigt (Abb. 3.52). Dies deutet auBdieiligung dieser Art am Genom vén
caryophylleahin.
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Es wird deutlich, dass der Einsatz der Artpraecoxals Digoxigenin-markierte Sonde mit
einem UberschuR an unmarkierter Blocking-DNA vanelegantissimam Genom VonA.
caryophylleaBereiche aufweist, die intensiver fluoreszieren aunf die Hybridisierung mit

der Sonde zuriickzufihren sind.

PraparatA. caryophylledAB]
SondeA. praecoxDigoxigenin-markiert

Abb. 3.52: Chromosomenspreitung vdncaryophyllea

Digoxigenin-markierte Sonde vAnpraecox

In einem Zweifach-Nachweis wurden gleichzeitig edigoxigenin-markierte Sonde vadh
praecoxsowie eine Biotin-markierte Sonde vén elegantissimauf einem Chromosomen-
Préparat vorA. caryophylleaeingesetzt. Dies zeigt erneut 14 griin-gefarbteo@bsomen,
die von A. praecoxstammen, sowie 14 rot gefarbte Chromosomen, diehddie Biotin-
Markierung eindeutig der AA. elegantissimaugeordnet werden konnten.

Die unterschiedliche Anfarbung der Chromosomendardit die positive Hybridisierung mit

den eingesetzten Sonden lalt sich anhand der Ak nachvollziehen.
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Abb. 3.53: Zwei verschiedene ChromosomenspregmmvgnA. caryophyllea
Rot = Chromosomen voA. elegantissimamarkiert mit Biotin.
Grun = Chromosomen Vanpraecoxmarkiert mit Digoxigenin.

(rechts: Bilder jeweils ohne die entsprexieeFarbung)

Die Praparate wurden — wie bereits im Vorfeld emtah mit DAPI gegengeféarbt, wodurch
ein einfacheres Auffinden im Fluoreszenzmikroskamdéglicht wurde. Von den oben
dargestellten Chromosomenspreitungen wurden audmaAmen mit der DAPI-Farbung
gemacht, die zusammen mit denen der markiertenn@somen in der Abb. 3.54 zu finden

sind.
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Aira caryophyllea

Abb. 3.54: Zwei unterschiedliche Chromosorpesisungen vorAA. caryophyllea
Linke Seite: DAPI-gefarbt
Rechte Seite: durch die markiertendeorgefarbt

Insgesamt konnten durch den Einsatz der Genomisdhersitu-Hybridisierung die
karyologischen Ergebnisse zur allopolyploiden Bilduder tetraploiden ArA. caryophyllea
bestédtigt werden. Alle Kkaryologischen Charakterssda sich auf die vermuteten
Ausgangsarterd. praecoxund A. elegantissimaurtckfihren, was durch die GISH (Abb.
3.53 und Abb. 3.54) dokumentiert werden kann.
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Im Falle der ebenfalls tetraploiden A&t multiculmis deren Ursprung geklart werden sollte,
konnten durch die bisherigen Untersuchungen mit@enomischenn situ-Hybridisierung
nur 14 Chromosomen festgestellt werden, die ®orelegantissimastammen. Nach dem
Einsatz einer Biotin-markierten Sonde aus genomis€@NA von A. elegantissim&onnte
eine Hybridisierung im Genom vak multiculmisbeobachtet werden (ohne Abbildung).
Aufgrund der RAPD-Analysen kann eine BeteiligungnVa cupanianamit dem Karyotyp
[A] an dem Genom voA. multiculmisin Betracht gezogen werden (siehe Kapitel 3.322.4.

Der Nachweis dartber steht trotz intensiver Bemgkomoch aus.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Methodeir Untersuchung des

Verwandtschaftskomplexes der GattuAgra angewendet. Diese werden den einzelnen
Ergebnisteilen  entsprechend  diskutiert.  Abschlidenwerden die  Ergebnisse

zusammenfassend betrachtet, um Aussagen Uber diegphetischen Zusammenhange
innerhalb der Gattung treffen zu kénnen.

4.1 Morphologie
4.1.1 Arten-Uberblick

Die Einteilung der Gattungira L., die innerhalb der grol3en Familie der Poaceme Zribus

Aveneae und darunter zum Subtribudirinae gehort, ist anfangs einzig aufgrund
morphologischer Merkmale in verschiedene Sektionemgenommen worden. Diese
Einteilung beruht prinzipiell auf der Arbeit vonsBHERSON& GRAEBNER, die bereits 1899
die verschiedenen Arten der Gattungira entsprechend ihrer Rispenform und
Ahrchenstiellange den drei Sektionen TrichodaetmeEa (= Aira) und Pycnaera zugeordnet
haben.

ALBERS & BuTzIN haben 1977 eine neue Einteilung innerhalb der geréisrgenommen,
indem sie den von &Lus (1958) vorgeschlagenen Entwurf aufgrund seinerul@mglichkeit
sowie seiner nach den Nomenklaturregeln nicht ggittiVeroffentlichung verworfen haben.
Unter Beibehaltung des gesamten Inhalts sind die &ti@mer Subtribus bei 8Lus nun zwei
Subtriben geschaffen worden: die SubtriBuistaveninaeAlbers & Butzin und die Subtribus

Airinae Fries emend. Albers & Butzin.

Dadurch sind die Verwandtschaftsverhaltnisse di€emppe auf eine wesentlich sichere
Grundlage gestellt worden, da zusatzlich anatoreisaid karyologische Gesichtspunkte in
die Systementwirfe einflossen, ohne dass die Erggbnder Morphologie im floralen
Bereich in ihrer Bedeutung zurtickgesetzt worded.dsidies bedeutet auch, dass sich an der
bisherigen Einteilung deAira-Arten in die jeweiligen Sektionen nichts geandemnd die
Zuordnung anhand des Charakters der Rispe in b mit der Ahrchenstiellange weiter
Gultigkeit hat.
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Die Sektion Euaera (= Aira) mit 7 Vertretern bildige gro3te der drei Sektionen, gefolgt von
der Sektion Trichodaera mit Aira-Arten und letztlich der Sektion Pycnaera, die gjrdie

Art A. praecoxbeinhaltet.

Die GattungAira tragt als Gesamtblitenstand gewohnlich eine lockexgebreitete, breit
eiférmige Rispe, die jedoch béi. praecoxdurch eine Verkirzung der Rispenaste stark
zusammengezogen ist (BERS 1980). Diese Art unterscheidet sich von allen agré\rten
durch ihre kompakte Rispenform und die Zweige, kiiem langer sind als die Ahrchen
(ALBERS 1975b), wodurch sich ihre Sonderstellung erkld&é&m.

Als Beispiel fur die eingangs erwdhnte Einteilurecim morphologischen Charakteren hat
dieser einzigartige Rispencharakter Beipraecoxzu einer Zuordnung als einziger Vertreter
der Sektion Pycnaera gefiihrt. Karyologische Gesjehikte haben diesbeziglich noch keine
Rolle gespielt.

Die GattungAira besteht einzig aus annuellen Arten und stellt ierel®h der Subtribus
Airinae ein phylogenetisch jingeres Taxon dar, wobei siberadurch ihre
Entwicklungsdynamik starken Veranderungen untergrort (ABERS 1976).

Einige Arten sind morphologisch sehr gut voneinarmleunterscheiden, wie z.B. praecox
mit ihrer kleinwilchsigen Gestalt und &hrenférmig sammengezogenen Rispe.
Vergleichbares existiert nur in der Gattuligopsis die ebenfalls der Tribusirinae angehort
und in der die Arten eine ahrenférmige Rispe benitHier geht mit dem Zusammenziehen
der Rispe eine Verkiirzung der Ahrchenstiele eifhAeBERS 1980).

Andere Arten wiederum lassen sich morphologischschwer voneinander unterscheiden.
A. elegantissimandA. tenoreidhneln sich im Habitus sehr (Abb. 3.2 und 3.3)etstheiden
sich aber hinsichtlich der Ahrchenmorphologie debittoneinander (&INERT 1988).

Die Langen der Hull- und Deckspelzen bei beidereAdind verschieden. Wahrend sie Aei
tenoreieine eher abgerundete Form haben, sind sidbelegantissimaehr spitz und die
Deckspelzen sind in zwei Zipfeln ausgezogere($&=RT 1988).

Ein weiteres sicheres Unterscheidungsmerkmal siadAdtheren, die beA. elegantissima
nur halb so gro3 sind wie be\. tenorei Dies korreliert mit der Tatsache, dass
elegantissima die kleinsten Ahrchen in der Gattung besitztL§&RS 1975b). Die
Verkleinerung von Antheren bei einjdhrigen Arterr dérinae, wie auch bei der Gattung
Aira, ist mit der Verdnderung des Bestdubungsmechasiswauknipft, denn nur die
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autogamen annuellen Pflanzen konnen sich dieseodkisohere Pollenproduktion leisten
(ALBERS 1980).

Normalerweise tragen die Deckspelzen der zu detu@@tAira zahlenden Arten eine
gekniete Granne, deren Ansatzstelle haufig bisDrrkspelzenmitte verschoben ist (Abb.
3.1). Diese Grannen zeigen morphologisch und anattirein sehr einheitliches Bild und
unterscheiden sich nur durch Lange und Durchmessminander (ABERS 1976).

Im Vergleich zu den Ahrchen andewira-Arten ist das Fehlen der Grannen Beitenorei
sehr charakteristisch, denmENERT (1988) hat dies bei 90% der Vertreter vAntenorei
beobachtet.

Auf der Ebene der beiden Subtribékristaveninae und Airinae hat sich neben der
Morphologie der Deck- und Vorspelze (naclusBHMANN 1948, RAUNERO 1955) die
unterschiedliche Beschaffenheit der Grannen digsabtriben als wertvolle Hilfe zur
Charakterisierung der Gattungeéristavena Deschampsia Corynephorusund Vahlodea
einerseits und als Ubergreifendes Indiz flr dieadumengehdrigkeit der Gattungéira,
Periballia undAvenellaandererseits erwiesen(#eRS 1980).

Dass die Gattung Aira als ein phylogenetisch jingeres Taxon durch ihre
Entwicklungsdynamik starken Veranderungen untergvorist, spiegelt sich auch bei der
Ausbildung der Granne wider, denn in diesem Bereaghst die Entwicklungsrichtung
eindeutig auf Reduktion und Funktionslosigkeit @Gganne hin (ABERS 1976). Unbewehrte
Deckspelzen, d.h. ohne Grannen, sind nur bei vedehen einjdhrigen Gattungen zu
beobachten, und deuten wahrscheinlich auf eine gsymy an verénderte

Ausbreitungsvoraussetzungen hing&rs 1980).

NebenA. tenoreikann auch bel. cupanianaan der Deckspelze der unteren Blite die Granne
reduziert sein oder ganz fehlenLgkrs 1976). Vergleichbar mit der AA. tenoreiwachsen

bei A. cupanianadie diinnen Stengel oft in Blischeln (siehe Abb), 3wbhingegen sie bé.
elegantissima geblschelt oder einzeln wachsen konnén. cupaniana besitzt eine
Antherenlange von durchschnittlich 0,23 mm, wasé&aennd der Antherengrof3e van
elegantissimaentspricht. Da das Verhaltnis der Ahrchenlangen dan Langen der
Ahrchenasten deutlich geringer ist, macht die Rigpeen mehr zusammengezogenen
Eindruck (SEINERT 1988). ABERS (1975b) hat schon friher die These geéul3ert, diass
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Arten A. cupanianaA. caryophylleaund A. multiculmisbereits als Keimlinge auseinander
gehalten werden kénnen, da sich von elecupanianaKaryopse selten mehr als ein Halm
entwickelt. Demgegenuber formen die beiden andé@men kleine Schopfe, welche bai
caryophylleah6her, belA. multiculmisdagegen eher flacher und mit vielen Halmen versehe
sind.

Diese Aussage muss auf eine habituelle Ahnlichkeischen den drei Arten zuriickgefuihrt
werden, die augenscheinlich existiert. In der sehngen morphologischen Abgrenzung
zwischenA. cupanianagegenA. multiculmishaben sich innerhalb gewisser Variationsbreiten
die Ahrchen-, Antheren- und Karyopsenlangen alsstente Differantialmerkmale erwiesen
(ALBERS& ALBERS 1973).

Die beiden ArterA. caryophylleaund A. multiculmiszeigen auf morphologischer Basis groR3e
Ahnlichkeiten, wodurch sie schwer voneinander zterstheiden sind. Manchmal kann man
sie nur anhand der AhrchengréRe auseinander halieeiA. caryophylleazwischen 2,5-
3,5 mm und beA. multiculmiszwischen 2-2,5 mm liegt @N\NERMEYER 1986). So hat sich
die GroRe der Ahrchen als ein wichtiges Bestimmomegkmal innerhalb der Gattunjra
herausgestellt.

PALATINI (1991) hat jedoch festgestellt, dass das Merkmal Ahrchenlange flrA.
multiculmis wesentlich weiter gefal3t werden muss, so dassrséiteinung nach dieses
Merkmal fur die Differenzierung zwischen den beidérien keine Bedeutung mehr hat.
Ahrchen, fir die 2,5-3,5 mm bai. caryophylleaund 2-2,5 mm bel. multiculmisangegeben
sind, kdnnen nur sehr schwer eindeutig auseinagetalten werden. Wenn man sich also nur
auf dieses Bestimmungsmerkmal verlaf3t, kommen dich@uch Verwechslungen vor.

Es gibt jedoch noch ein weiteres, manchmal nur utide erkennbares Merkmal zwischen
den beiden Arten. So kann man innerhalb der Seliosera (= Aira) die frher haufig als
Unterart vonA. caryophylleabetrachtete ArtA. multiculmisdurch eine knickig hin- und
hergebogene Rispenachse (Abb. 4.1) unterscheiddgiwgich in den Verzweigungspunkten
der Aste an der Hauptachse haufiger als bei andaten sterile Rispenaste befinden.

Erst durch karyologische Untersuchungen ist eindeitige Bestimmung mdglich, denn hier
zeigen beide Arten einen deutlich abweichenden &tgipy zueinander. Dies wird im

anschlielenden Diskussionsteil zur Karyologie dusifiher zur Sprache kommen.
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Wenn man vonA. multiculmis spricht, muss

man auch die tetraploide A&. armoricanamit r

dem symmetrischen Karyotyp [AA] betrachten. 5. f;” -

A. armoricanaist 1979 von ABERS als neue Art k‘ - o
beschrieben worden und nach bisherigen ‘ ) e
Erkenntnissen auf Nordwest-Frankreich und auf X, ,f'r

Cornwall (England) beschréankt. Sie zeigt |
habituelle Ahnlichkeiten mit der ArtA. |

multiculmis ist aber durch die groR3eren |

Ahrchen deutlich von dieser abgetrennt.
ALBERS (1980) vermutet, dass sichA. Abb. 4.1: Rispe beh. multiculmis
armoricana aus Okotypen vorA. multiculmis

entwickelt hat. Unterstitzt wird diese Hypothese

durch Beobachtungen Uber ein gehauftes Vorkommen lsechwiichsiger Populationen in
hoher und relativ dichter VegetatioA.(multiculmi3, sowie eine Haufung niedrigwiichsiger
Formen in kistennahen, windexponierten und selemeff FlachenA. armoricang. Dies
deutet auf eine unterschiedliche 6kologische Deffiererung vonA. multiculmisund A.

armoricanahin.

Ahnliches existiert in der nah verwandten GattieschampsiaUntersuchungen an dem
Deschampsia cespitogéomplex (CGHIAPELLA 2000) konzentrierten sich auf die Beziehung
zwischen der morphologischen Variabilitdt und dendébung, und haben gezeigt, dass die
Taxa ein hohes MaR an morphologischer Ahnlichkeigen, es aber Anpassungen an
besondere Umgebungen gibt, die oft in der Bildumg kotypen resultieren und die

beginnende Artbildung darstellen.

Bereits 1978 hat LBERS festgestellt, dass die Arteél armoricana A. multiculmisund A.
caryophylleasehr deutlich durch ein bestimmtes Langenverrsiltier Ahren und Antheren
charakterisiert sind. Diese deutliche Abgrenzuneiralaufgrund der Ahrchenlange wird von
PALATINI (1991) jedoch nicht so gesehen, denn der Autoehat flieRende Ubergange bei
der Ahrchenlange, aber beziiglich der Antherenlaige bessere Unterscheidung der beiden
Arten im Vergleich zUA. caryophylledeststellen konnen.
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Zahlreiche morphologische Untersuchungen habengiedass zwischen Pflanzen derselben
Art, die an verschiedenen Standorten vorkommen,eftdohiede im Habitus, in der
AhrchengroRe, der Keimzeit und auch der Anthesezestehen kénnen. Dies ist darauf
zuruckzufuhren, dass der Karyotyp der Pflanze eigewissen Anpassungszustand an
Umweltbedingungen darstellt (NNERMEYER 1986).

Ahnliches in Bezug auf die Anthesezeit ist vorBERS & ALBERS (1973) an diploiden und
tetraploiden Sippen voAira im Massif des Maures in der Provence (Frankrefekigestellt
worden, als eine Abhangigkeit der Blltezeit von deographischen Lage des Fundortes
nachgewiesen werden konnte. Aufgrund der offengthtexistierenden 6kologischen
Differenzierung kdnnen samtliche Arten nebeneinaade gleichen Standort vorkommen.
Ebenso kénnen Pflanzen mit nah beieinander liege&dandorten deutliche morphologische
und auch karyologische Unterschiede zeigen, wasD@YNERMEYER (1986) an der ArA.

multiculmisspeziell auf karyologischer Ebene untersucht woise

Insgesamt kann auf morphologischer Ebene herawtijeserden, dass sich die Arten der
GattungAira untereinander zum Teil sehr stark ahneln und i#eneinsamkeiten zeigen.
Dies hat im Laufe der Zeit zu Hybridisierung dertelr untereinander und damit zur
Bastardierung gefiihrt. Nennen kann man hier als@aeA. intermedia, A. caryophylleé.
multiculmisundA. provincialis

Bei A. intermediawird vermutet, dass sie aus der Verbindung vantenorei und A.
cupanianahervorgegangen sein kénnte, denn basierend ayfholmgischen Befunden zeigt
die Art einen intermediaren Charakter aus eberediédsten (ABERS 1978).

Bei A. caryophylleawird eine Bastardierung aus den Art&nelegantissimaind A. praecox
vorausgesetzt, was jedoch nicht mit morphologisdBefunden belegt werden kann. Bei
multiculmiswird bei Betrachtung aller Ergebnisse eine Bagtandg ausA. elegantissima
und A. cupanianavermutet. Aber auch dies kann nicht mit morphaohben Befunden

gesichert werden.

Obwohl Hybridisierungen in der Gattung bereits tgefunden haben, gibt es dennoch
gewisse Kreuzungsbarrieren unter den Arten. Begdeetischen Barriere bilden die parallel
mit einigen diploiden Arten blihenden tetraploidénten durch ihre Karyotypen eine
unuberwindbare genetische Barriere, die auch enmiéehen der Artei\. caryophylleaund
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A. provincialisin einem zum Teil Uberlappenden Verbreitungsgeberhindert. So setzt
beispielsweise wenige Tage, nachdem die dipléideupanianazu blihen beginnt, auch die
Anthese bei der tetraploiden A&t caryophylleaein. Gleiches gilt fiir die im spaten April
blihend anzutreffende tetraploide At provincialis sehr bald folgend von der diploidén
tenorei

Durch die am natirlichen Standort sehr kurzen (geefliage bis maximal zwei Wochen bei
schlechter Witterung) Blutezeiten wird eine Basemahg zwischen den diploiden und
tetraploiden Arten weniger wahrscheinlich TEBIERT 1988), was auf eine zeitliche
Kreuzungsbarriere hindeutet. Die aufeinander falgerEntwicklung der Blutezeiten in
Kombination mit den unterschiedlichen Karyotypemdestriert einen gut funktionierenden
Isolationsmechanismus bei der windbestaubten Gafiua (ALBERS 1979).

Die zeitliche Kreuzungsbarriere soll besondersdesi diploiden Arten, die einen &@hnlichen,
aber nicht identischen Karyotyp [A] haben, einetBasierung verhindern. Eine Betrachtung
der Anthesezeiten zeigt deutlich voneinander aligesdlitezeiten (ABERS & ALBERS
1973). Bei verschiedenen tetraploiden Arten hatARINI (1991) herausgestellt, dass die
Anthesezeiten bei Freilandkulturen ebenfalls eibgesatufte BlUhabfolge zeigen, wobei
Witterungsschwankungen nicht bertcksichtigt wurd8o. bliht A. armoricanamit dem
Karyotyp [AA] am frihesten, was nachalATINI (1991) auf die klimatisch beglnstigten
Kistenregionen, an denen die Art vorkommt, zurlfikmen ist. Etwa zeitgleich mia.
armoricana bliht auchA. caryophyllea Da diese Art jedoch mit [AB] einen anderen
Karyotyp besitzt, liegt zwischen beiden Arten egemetische Barriere vor. Die hochwiichsige
A. multiculmis die den gleichen Karyotyp wi&. armoricanabesitzt, kommt dagegen erst

spater zur Blute.

Insgesamt haben sich die Beobachtungen Uber ddpuBkt der Anthese, besonders bei
sympatrischem Vorkommen nah verwandter annuelldermAider GattungAira, als sehr
wichtig herausgestellt. Gleichzeitig gestalten sieh als schwierig, da die auf die
Mediterraneis beschrankten sympatrischen Arteniieildhd zu sehr auswintern und sich so
nur Provenienzen vergleichend betrachten lasserindéinem engen Areal vorkommen, weil
ihre Entwicklungsdauer von Stden nach Norden au@endich zunimmt (ABERS 1980).

Da sich im Laufe der Evolution die Rahmenbedingungeehrfach dramatisch geandert
haben, wurden durch diese Anderungen der Umweligadgen auch die
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Selektionsrichtungen manchmal mehrfach geanderteu{mgsexperimente mit nah
verwandten Arten haben gezeigt, dass sich Kreubamgsren rascher und deutlicher bei
Sippen entwickeln, die das gleiche Areal besiedal®,bei Sippen, die nie miteinander in

Kontakt geraten.

4.1.2 Morphologische Merkmalsmatrix

Fur die Zusammenstellung einer morphologischen Meatkmatrix sind in der einschlagigen
Literatur und zum Teil durch eigene Beobachtungerkiiele herausgesucht worden, die fur
eine Analyse geeignet schienen. Diese entstammissi decht nur der Morphologie, sondern
sind auch dem karyologischen Bereich enthommen.

Insgesamt sind 13 Charaktere (siehe Ergebnisteil)dbn Arten der Gattungira mit der
Outgroup Poa pratensiverglichen worden. Im Endeffekt muss man sagerss diiese
Analyse keine neuen Erkenntnisse zu Tage gebrathDl im vorangegangenen Kapitel viel
uber die morphologischen Ahnlichkeiten einiger Arteueinander gesprochen worden ist,
scheint dies nicht weiter verwunderlich.

Von den 13 Charakteren fallen bereits 4 (u.a. tier&ormige Rispenform be\. praecox
und die Knickung der Rispenachse Beimulticulmi$ als parsimony-uninformativ heraus, da
sie jeweils nur fur eine der Arten autapomorph sbas bedeutet, es handelt sich bei diesem
Charakter um ein abgeleitetes Merkmal, welchesbrueinem bestimmten Taxon vorkommt
(WAGENITZ 1996). Damit ein Charakter Gewicht haben kann aumssagekraftig ist, muss er
mindestens bei zwei Arten vorkommen, wie z.B. ddrai@kter des asymmetrischen
Karyotyps, der beA. praecoxund A. caryophylleavorkommt. Dennoch waren die tbrigen 9
als parsimony-informativ eingestuften Charakterehhiausreichend, um eine umfangreiche
Unterteilung zu bewirken.

Das dargestellte Kladogramm (Abb. 3.8) zeigt eifyjomes Muster, in dem einzig zwei
Gruppierungen mit nur schwachBootstrapWerten vorkommen. Nicht einmal die APba
pratensis tritt in diesem Muster al©utgroup hervor. Die Subclade | besteht aus vier
diploiden Arten mit dem symmetrischen Karyotyp [Adie sich durch morphologische
Ahnlichkeiten auszeichnen. Demgegeniiber hat siglsdbclade I, bestehend alspraecox
und A. caryophylleahauptsachlich aufgrund ihres gemeinsamen asynstiatn Karyotyps
zusammengefunden, der sonst bei keinem weiteretreét@r innerhalb der Gattungira
auftritt.
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Besonders die tetraploiden Arten, die mit Ausnahma A. caryophylleaallesamt dem
gleichen Karyotyp [AA] zuzuordnen sind, kdnnen iasgr Analyse zu keiner weiteren Clade
gruppiert werden. Es scheinen somit morphologiddheerschiede zwischen diesen Arten
vorzukommen, die vermutlich durch die Anpassungiaterschiedliche Verbreitungsgebiete
hervorgerufen wurden, aber nicht durch die ausgber@iCharaktere in dieser Matrix erfafdt
sind.

Man kann letztendlich anhand des Kladogramms kewed&eren Erkenntnisse uUber die
phylogenetischen Verwandtschaftsverhaltnisse zwiscliden Arten der Gattunghira
feststellen. Einzig die bereits vorhandene Untieme bzw. Einteilung der Arten kann

wiedergegeben werden.

4.2 Karyologie und Verbreitung

4.2.1 Karyologie

Karyotypanalysen haben wesentlich zum Verstandors Evolutionsprozessen beigetragen.
Durch die Analyse von Karyotypen, bei gleichzeitigéntersuchung der geographischen
Verbreitung und der o©kologischen Anspriiche nah wadier Arten, kann man einen
bedeutenden Schritt auf dem Wege zur Aufklarunglqgenetischer Zusammenhénge
machen. Die Verbreitung der Arten wird im folgendsach besprochen. Es ist ersichtlich,
dass die Entwicklung der unterschiedlichen Karyetymnerhalb der Gatturjra nur durch
die gemeinsame Betrachtung der karyologischen endrgphischen Aspekte geklart werden

kann.

Das Ziel der karyologischen Untersuchungen, ingtese durch Chromosomenanalysen
unterschiedlicher diploider und tetraploider Artefiegt darin einen Versuch zur
Rekonstruktion der phylogenetischen Entwicklungenmalb der Gattung vornehmen zu
konnen. Da Ubereinstimmende Chromosomenzahlen &ei vierwandten Sippen fir die
Systematik und Phylogenie nicht immer sehr informsind, wurde bereits friher versucht,
auch Befunde Uuber die Chromosomenmorphologie fle Werwandtschaftsforschung
heranzuziehen (BERs 1980a). Chromosomenmorphologische Ahnlichkeited giwvar kein

Beweis fiir strukturelle Ahnlichkeiten, aber ein Wkeich von Karyotypen innerhalb

begrenzter Verwandtschaftskreise ist sinnvoll, darakteristische ,Marker“-Chromosomen
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art- und gattungsubergreifende Hinweise auf phylegjsche Zusammenhange liefern kénnen
(ALBERS 1980a).

Seit WULFF (1937) und KMGERUP (1939) sind die beiden in der Gattuiga vorkommenden
Chromosomenzahlen 14 und 28 bekannt, wobei dieederfide Basiszahl von x = 7 auch bei
anderen Gattungen der Subtrib@ginae vorherrschend ist. Die einzelnen Arten wurden
bereits friher von BBERS (1978a, 1978b, 1980, 1980a, 1980bhNRERMEYER (1986) und
STEINERT (1988) untersucht, so dass in vielen Féllen eigech der Daten vorgenommen

werden kann.

Die Untersuchungen der Metaphase-Platten fandendam ausgewdahlten ArterA.
elegantissimgKaryotyp A], A. praecoXB], A. multiculmis[AA] und A. caryophyllegdAB]
statt. Ebenfalls mit einbezogen wurdén tenorei[A] und A. cupanianalA], denen eine
wichtige Rolle bei der Entstehung der tetraploil@nyotypen zugesprochen wird.

Die Ergebnisse entsprechen Uberwiegend den Litevatten, wobei kleinere Abweichungen
bei der Auswertung festgestellt werden kdnnen. ®&ed u.a. darauf zurtickzufihren, dass
bei Chromosomenuntersuchungen bereits bei der Swdtehomologen Chromosomen eine
mehr oder weniger subjektive Zuordnung vorgenommierden muss (RATINI 1991). Die
Chromosomengesamtlange wie auch das Verhdltnis Jamzem zu langem
Chromosomenarm koénnen sehr unterschiedlich seileNT&R et al 1971), so dass
abweichende Karyotypen ofter beobachtet werden awmch innerhalb einer einzelnen,

morphologisch sehr homogenen Population auftrebemdn.

Beginnend mit der Genomgesamtlange von 43,23unddrediploiden ArtA. elegantissima
findet sich bei $EINERT (1988) ein Wert von 67,91um, der somit deutlichhérgist.
Demgegeniber haben sowohleirs (1980a) mit 49,5um als auchoBRNERMEYER (1986)
mit 50um ahnliche Werte ermittelt.

Dies zeigt sich auch bei der Chromosomengrél3eniaridBei SEINERT (1988) variieren die
Chromosomenlangen zwischen 3,9 und 5,5um, wohimgsigesowohl bei ABERS (1980a)
als auch bei DNNERMEYER (1986) zwischen 2,9 und 4,2um liegen. Auch hienrsien die
ermittelten Daten von 2,2 bis 4,01um eher mit detesrietztgenannten Autoren Uberein.

Der Karyotypsymmetrie-Index ist mit 54,72 etwasinger, als er bei &INERT (1988) mit
56,15 bzw. bei ABERS (1980a) und DNNERMEYER (1986) mit 57,57 bzw. 56,6 angegeben
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wird. Da ALBERS (1980a) und DNNERMEYER (1986) bezlglich der Beschreibung der
Chromosomen jeweils ein Chromosomenpaar mit sutanedi Centromerlage und sechs
Chromosomenpaare mit medianer Centromerlage bebelrihaben, erklart dies den etwas
hoheren Index der Karyotypsymmetrie.

In Einklang mit SEINERT (1988) kann man fUA. elegantissimainen sehr homogenen
Karyotyp feststellen, da alle Chromosomen nur mezli@entromerpositionen besitzen. Das
Vorhandensein eines Chromosomenpaares mit Satellitel von allen Autoren bestatigt.
Eine zusatzliche sekundare Einschnirung bei zwebi@bsomen konnte nicht ermittelt
werden, wird jedoch als vereinzeltes Auftreten AeBeRS (1980a), [DNNERMEYER (1986)
und SEINERT (1988) beobachtet.

Der Karyotyp dieser Art mit Uberwiegend bis aus®dllich isobrachialen Chromosomen
wird nach B.UMBERGER (1970) als Basis-Karyotyp [A] angesehen, woberr ata&h ABERS
(1980a) bereits der schon voreMutzky (1931) beschriebene allgemeine Trend zur

Asymmetrie sichtbar sein soll.

Die diploide ArtA. tenoreizeichnet sich durch eine Genomgesamtlange vodamaus, die
deutlich geringer ist als die ber@NERT (1988) angegebene Karyotyplange von 72,8um.
Bezuglich der ChromosomengroRenvariation sowiekdegotypsymmetrie-Index lassen sich
die Werte in Einklang bringen.

Das Vorhandensein eines Satelliten konnte ebenfadlsbachtet werden, aber wahrend
STEINERT (1988) unregelmafiig sekundare Einschnurungenriikdeante, traten diese in den
Untersuchungen nicht auf. Ein weiterer Unterschiedteht in der Tatsache, dass alle 14
vorhandenen Chromosomen eine mediane Centromegoosiiesitzen und somit als
metacentrisch zu bezeichnen sind, wohingegenN&RT (1988) ein Chromosomenpaar mit
submedianer Centromerlage identifizieren konntenrideh zeigt ein Blick auf die beiden
Idiogramme vorA. elegantissimaindA. tenorei(Abb. 3.10 und 3.16) die Ahnlichkeit beider
Arten. So scheint auch eine Zuordnung vntenoreizu dem Grundkaryotyp [A] nach

ALBERS (1978a) aul3er Frage zu stehen.

Fur die diploide ArtA. cupanianavurde mit 50,85um ein deutlich niedriger Wert lgizin
der Genomgesamtlange ermittelt als laut LiteraBneiNERT 1988) zu erwarten war. Die
Chromosomen sind mit einer Lange zwischen 2,57 468um insgesamt kleiner als bei
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STEINERT (1988), der eine Variation von 3,8 bis 5,8um fiedien konnte. Dies spiegelt sich
auch in dem GrolRengradienten (56,09) wider, deiSbeiNeERT (1988) mit 51,35 angegeben
ist.

Der Index der Karyotypsymmetrie stimmt mit dem emeten Wert Gberein. Auch das Fehlen
von Satelliten und sekundaren Einschnirungen kaestabigt werden. Bezlglich der
Beschreibung der Chromosomen gibt es eine kleineeidhung, da nur metacentrische
Chromosomen gefunden wurden, wohingegen BeINGRT (1988) ein Chromosomenpaar
eine submediane Centromerposition zeigt.

Bezlglich des Index der Karyotypsymmetrie stimmén diei ArtenA. elegantissimaA.
tenorei und A. cupanianamit ihren fast identischen Werten und ihren isobralen
Chromosomensétzen mit ausschlie3lich medianem @watr Uberein. So kann trotz des
Fehlens von Satelliten audh cupanianadem Grundkaryotyp [A] nach 8ERS (1980b)

zugeordnet werden.

A. praecoxkann aufgrund ihres abweichenden asymmetrischegol§grs nicht mehr dem
bisher besprochenen Typ [A] zugeschrieben werdendesn gehoért als einzige Art dem
Grundkaryotyp [B] an. ABERS (1978b) hat diesbeziiglich erwdhnt, dass der asynstcige
Karyotyp vonA. praecoxbei nahezu unverdnderter Genomgesamtlange ausKdeyotyp
von A. elegantissimahervorgegangen ist, und die strukturellen Veramugen durch
perizentrische Inversion und/oder ungleiche Trawdion an isobrachialen Chromosomen
zustande gekommen ist.

Die Art besitzt eine durchschnittliche Gesamtladge Chromosomensatzes von 53,49um mit
einer Chromosomengroéf3envariation von 2,7 bis 4,8pamit ist die Karyotyplange kirzer
als bei DDNNERMEYER (1986) mit 58,8um angegeben, jedoch langer heeAs (1980a) mit
46,6um. Der Index der Karyotypsymmetrie ist mit 689,deutlich niedriger als bei
DONNERMEYER (1986) mit 75,28. Dort ist er aufgrund seines moNgertes eindeutig als
asymmetrisch zu bezeichnen, wohingegen der Karggtymetrie-Index nach den
vorliegenden Analysen nur durch den Vergleich n@h dereits besprochenen Arten des
Karyotyps [A] als asymmetrisch zu erkennen ist.

Der geringe Wert lasst sich anhand der 5 metaseh&#n Chromosomenpaare mit medianer
Centromerposition und den zwei Chromosomenpaarérsuabimedianer Centromerposition

erklaren. Sowohl Asers (1980a) als auch &NNERMEYER (1986) haben zwei Paare mit
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medianem Centromer sowie 5 Chromosomenpaare mitersoibaler bis terminaler
Centromerposition beschrieben. Gleichbleibend telt® kann man das Vorhandensein
eines Satelliten an einem Chromosomenpaar, sowiéiloerwiegende Vorkommen von einer
zusatzlichen sekundaren Einschnirung an einem Paar.

Insgesamt entspricht die Auswertung Airpraecoxnicht den Erwartungen aus der bisherigen
Literatur. Aber durch den Vergleich mit den anded#ploiden Arten des Typs [A] sowie

durch ihre einzigartige Rispenform kann sie denealandelten Typ [B] zugeordnet werden.

Die tetraploide ArtA. caryophylleamit der Chromosomenzahl 2n = 28 besitzt eine
durchschnittliche Gesamtlange des Chromosomensabre89,52um. Die Karyotyplange ist
damit deutlich geringer als sie beL#kRs (1980a) mit 103,1um sowie beTESNERT (1988)
mit 119,1um angegeben wird.

Die einzelnen Chromosomenléngen liegen zwischeB @rid 4,17um. Dadurch ergibt sich
ein GrolBengradient-Index von 50,9. BermeSiERT (1988) variiert die Lange der
Chromosomen zwischen 3,4 und 5,4um, wodurch eid3&rgradient-Iindex von 67,4
festgestellt werden kann. Dieser weicht deutlich gem ermittelten Wert ab.

Da stets 10 bis 12 Chromosomenpaare mit mediangrddeerposition und dementsprechend
nur zwei bis 4 Paare mit submedianem Centromerirglei waren, ergibt dies nur einen
Karyotypsymmetrie-Index von 56,78. Dieser Wertimt Vergleich zur Literatur (61,1 bei
STEINERT 1988) zu niedrig, erklart sich aber dadurch, dales Autor neben 10
Chromosomenpaaren mit medianem Centromer ein sabergtisches Paar sowie 3 Paare
mit subtelocentrischer Centromerposition gefundan h

In den meisten Fallen konnten zwei Satelliten bebte werden, jedoch wurden keine
weiteren sekundaren Einschnirungen gefunden, dietBeNeRT (1988) und ABERS (1980a)
zumindest teilweise erwahnt werden. Die tetrapldideA. caryophylleast vermutlich durch
Hybridisierung verschiedener Cytotypen entstandem, dass sich ihr Genom aus der

Summierung zweier unterschiedlicher Genome ergibt.

Bereits 1973 wurde von I&ERS die amphidiploide Entstehung VvoA. caryophyllea
diskutiert, und das Augenmerk auf die beiden dgeai ArtenA. elegantissimaund A.
praecoxgelenkt. Tatséchlich erscheint der abgeleitete/éigtp vonA. praecoxn dem vorA.
caryophylleawieder. Beide Arten zeichnen sich durch einen asgtrischeren Karyotyp aus,
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im Gegensatz zu den Artén elegantissimaA. tenoreiund A. cupanianamit dem Typ [A].
Dies spiegelt sich zwar in einem nur maRig erhoKtaryotypsymmetrie-Index wider, abAr
praecoxzeigt von allen diploiden Arten das starkste Vonkaoen an submetacentrischen und
z.T. subtelocentrischen Chromosomen, die typischeiiien asymmetrischen Karyotyp sind.
Diese Tendenz ist beh. caryophylleawiederzufinden, so dass eine Beteiligung Van
praecoxmit seinem abgewandelten Karyotyp [B] an dem pdtiden Genom [AB] als sicher
ansehen ist.

Schwieriger ist die Antwort auf die Frage nach deteiligten diploiden Art mit dem
Karyotyp [A]. Ersten Vermutungen zufolge konntesesh dabei unf\. elegantissim&andeln
(ALBERS 1973), denn die Centromerlagen de&r elegantissima und der A. praecox
Chromosomen stimmen mit denen vncaryophylleaveitgehend tberein (8ERS 1978D).
Geht man davon aus, dass die Art ein Chromosomenia&atelliten besitzen muss, wirde
dies die Suche auA. elegantissimaund A. tenorei eingrenzen, denrA. caryophyllea

bekommt vonrA. praecoxur eines ihrer zwei Satelliten-Paare.

DARLINGTON (1941) fiel jedoch auf, dass bei polyploiden Kdaypen Unterschiede in der
Zahl der zu erwartenden SAT-Chromosomen auftret@mén. Damit beruft er sich auf
NAWASHIN, der bereits 1928 diese moglichen VeranderungaeseKaryotyp nach einer
Hybridisierung durch Studien a@repisChromosomen mit dem Begriff ,Amphiplastie”
beschrieben hat. AWAsHIN unterscheidet die differenzielle Amphiplastie, bler einzelne
Chromosomen z.B. durch das Verschwinden von Satelbetroffen sind, von der neutralen
Amphiplastie, bei der es zu einer Verlangerung oderkirzung aller Chromosomen einer
Art im Genom des Hybriden kommt.

ALBERS (1980a) bezeichnet mit dem Begriff ,differenziede Amphiplastie* die fehlenden
Einschnirungen an den Chromosomen bei einem degiligietn Genome in einem
interspezifischen Hybrid, sowie die Tatsache, dass Satellit durch die fehlende
Einschnlrung nicht mehr als solcher erkannt wekaem.

Da im Gegensatz zu LARERS (1980a) beiA. caryophylleazwei SAT-Chromosomenpaare
gefunden wurden, scheint keines verloren gegangesein, so dass beide Ausgangsarten

jeweils ein Satelliten-Paar besitzen mussen.
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Bei Betrachtung der Genomgesamtlédnge der beideenpeiten Elternarte\. praecoxund
A. elegantissimarkennt man, dass eine Addition beider Werte eteradurchschnittlichen
Genomgesamtlange vén caryophyllesentsprechen wiirde.

Bei ALBERS (1980a) hat sich in einer Gegenuberstellung derchdehnittlichen
Chromosomenlangen gezeigt, dass die ChromosomedemusGenom Vom\. praecoxeine
VergrofRerung in dem Genom vdn caryophylleaerfahren haben. Dies entspricht der von
NAWASHIN (1928) beschriebenen neutralen Amphiplastie.

Im Gegensatz zu der VergroRerung der ChromosomerefS 1980a) kann hier jedoch
festgestellt werden, dass die Chromosomen im GermmA. caryophyllesleiner sind als in
den Ausgangsgenomen vén praecoxund A. elegantissimawobei die stets im Genom von
A. praecoxvorhandene sekundére Einschnirung im GenomAocaryophylleainsgesamt

verloren gegangen zu sein scheint.

Die tetraploide ArtA. multiculmisentspricht mit ihren ermittelten Werten den Enaragen
aus der Literatur. Die durchschnittliche Gesamtiénigs Chromosomensatzes weicht mit
101,39um nur geringfligig von der beigkRs (1980a) mit 96,2um und beidINERMEYER
(1986) mit 98,9um angegebenen Lange ab.

Der geringe Karyotypsymmetrie-Index von 54,5 ettkkich durch das Vorkommen von 28
ausschliel3lich metacentrischen Chromosomen. Diasenren in ihrer Lange zwischen 2,25
und 5,16pum, wodurch sich ein GrélRengradient-Inaex48,6 ergibt. Dies lasst sich nicht mit
den Ergebnissen vonLBERS (1980a) und DNNERMEYER (1986) in Einklang bringen, die
jeweils 12 Chromosomenpaare mit medianer Centrooséipn und zwei
Chromosomenpaare mit submedianem Centromer be@bdetiien, wodurch sich der hohere
Karyotypsymmetrie-Index von 58 erklaren lasst.

Bei allen untersuchten Metaphase-Platten wurde @momosomenpaar mit Satelliten
entdeckt, jedoch nur in der Halfte aller Falle Biaar mit einer sekundaren Einschnirung.
DONNERMEYER (1986) hat durch frihere Karyotypanalysen Aemulticulmisgezeigt, dass
zwischen verschiedenen Standorten zum Teil deaetlidtaryotypische Unterschiede
vorhanden sind und die Gesamtlange der Karyotypenngflgig variieren kann. So
existieren mehr oder weniger deutliche Unterschigdeder Chromosomenmorphologie
zwischen den Standorten, aber auch innerhalb edtasdortes gibt es Variationsbreiten.
ALBERS (1978a) und DNNERMEYER (1986) konnten feststellen, dass sich die Chromeso
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von A. multiculmisin Vierergruppen einteilen lassen, was beziiglieh Entstehung auf die

Verdopplung eines Karyotyps (Autopolyploidie) sefilen laft.

Die Termini ,Allopolyploidie* und ,Autopolyploidie“wurden erstmals vonIKARA & ONO
(1926) als zwei verschiedene Typen der Polypldidischrieben.

Allopolyploide sind das Produkt einer interspezifisn Hybridisierung, wohingegen
Autopolyploide innerhalb von Populationen indivitlae Pflanzen entstehen. Autopolyploidie
beschreibt in diesem Sinne das mehrfache Auftreteas einfachen Chromosomensatzes,
wobei der Begriff Ublicherweise fir die generativ@hromosomensatzvervielfachung
verwendet wird. RMSEY & SCHEMSKE (1998) reservieren den Begriff ,,Autopolyploid” fur
Polyploide, die innerhalb einer einzelnen Popufatider zwischen Okotypen bzw. Rassen
einer einzelnen Art entstanden sind.

Nach den oben genannten Definitionen dirfte manAbenulticulmissomit nicht von einer
autopolyploiden Art sprechen. Da diese Art durctbhtlisierung zweier verschiedener Arten
entstanden ist, miRte man strenggenommen von allogrolyploiden Bildung ausgehen.
Diesbezuglich ist GTTSCHALK (1976) aber der Ansicht, dass die natirlichen [ftoiglen
grol3tenteils allopolyploid sind, wobei sich der etbringende Nachweis jedoch schwierig
gestaltet.

Auch nach IbVE (1964) sind die meisten polyploiden Genomassamati nicht streng in
auto- oder allopolyploide zu fassen. Da mehr oderniger differenzierte Genome
verschiedener Okotypen einer Art oder nah verwaniitteen zusammentreffen, liegen deren
Kombinationen zwischen den ExtremermeSBINS (1971) halt die Genome der meisten
Pflanzen, die Uber die tetraploide Stufe hinausgefie Mischkomplexe auto-allopolyploider
Art.

So ist es nach BERS (1978b) sehr wahrscheinlich, dass authmulticulmis mit dem
verdoppeltenA. elegantissimd&aryotyp allotetraploider Natur ist. Dennoch wikiki A.
multiculmisweiterhin von einer autopolyploiden Bildung gegpren, die sich in Anlehnung
an RUNINA (1987) darauf bezieht, dass eine HybridisierungiewArten stattgefunden hat,
die eine groRe Ahnlichkeit in inren Chromosomen&ingeigen. Um keine MiRverstandnisse
uber die Begriffe aufkommen zu lassen und um zwrst, dass an der Bildung vén
multiculmis mit dem Karyotyp [AA] zwei verschiedene Arten migém Grundkaryotyp [A]
beteiligt sind, wird der Begriff ,,Allo“autopolypldiie verwendet. Damit soll deutlich werden,
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dass nicht der Chromosomensatz einer Art verdoppettle, sondern dass es auch Aei
multiculmiszu einer Verschmelzung zweier Genome gekommediestiem selben Karyotyp
angehoren.

Bei A. multiculmiswird eine Verdopplung deA. elegantissimd&aryotyp vermutet, da ein
Vergleich der Idiogramme (Abb. 3.10 und 3.25) uratyopolygone (Abb. 3.9 und 3.24) von
A. elegantissimaind A. multiculmisgroBe Ahnlichkeiten aufweisen. Auch.#ERs (1980a)
hat erwdhnt, dass die Chromosomenmorphologié beiulticulmisauf eine Verdopplung des
Karyotyps hinweist, wie er béi. elegantissimaorliegt, ohne dass jedoch Ruckschlusse auf
die Ausgangsarten gezogen werden konnen. Der Kgryebn A. elegantissimast, wie
bereits beschrieben, auch fir die diploiden Arerienorej A. byzantinaA. cupanianaund

A. uniaristatacharakteristisch.

Den Auswertungen zufolge besi#&t multiculmisein Chromosomenpaar mit Satelliten, aber
in weniger als 50% der ausgewerteten MetaphasteRlatine zusatzliche sekundéare
Einschnirung. Dennoch wurde diese Einschnirungliogtamm (Abb. 3.25) integriert, weil
auch bei ABERS (1978a) Hinweise auf eine sekundare Einschnirwignglen wurden. Es
wird jedoch erwahnt, dass sich diese immer nurinene Paar der vermuteten homologen
Partner befindet.

Bei A. multiculmis muss ahnlich wie beiA. caryophyllea auf eine Entstehung im
Mittelmeerraum geschlossen werden, da hier einuBgizentrum von diploiden Arten mit
dem Karyotyp [A] vorliegt. Nebe\. cupanianaist auchA. elegantissimaveit verbreitet,
wahrend A. tenorei auf die Kistenzonen des westlichen Mittelmeerraurnegrenzt ist.
Zwischen diesen drei Arten kann ein Kontakt stdtiggden und zur Bildung der tetraploiden
Art A. multiculmisgefihrt haben. Aufgrund friherer Untersuchungemgiks 1980a) und
der besprochenen Ahnlichkeit im Idiogramm kaknelegantissimaelativ sicher als eine
Elternart vorA. multiculmisbezeichnet werden.

Fur A. tenorei als potentielle Elternart wirde das Vorhandensdmes SAT-
Chromosomenpaares sprechen, wodurch ihr Idiograrem #on A. elegantissimasehr
ahnlich ist. Dieses Satelliten-Paar wirde sich ien@n vonA. multiculmiszumindest in
50% der ausgewerteten Metaphase-Platten als sekuBtiE&schnirung wiederfinden lassen.
Alternativ wirde es im Zuge der differenzierendemphiplastie als solches nicht mehr

erkannt werden koénnen. Sollte es sich Beitenoreium die gesuchte Elternart handeln,
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wirden ihre Chromosomen im Genom vAn multiculmisinsgesamt eine Verkleinerung
erfahren.

ALBERS hat 1978 festgestellt, dass sich b&i multiculmis zwar nur ein SAT-
Chromosomenpaar nachweisen lasst, man aber waitarheinem Chromosomenpaar eine
Einschnirung erkennen kann, die bei den potemiglesgangskaryotypen nicht beobachtet
werden konnten. Aufgrund dieser Aussage mufdte dgermerk aufA. cupanianagerichtet
werden, da bei dieser Art weder Satelliten noclusdéire Einschnirungen gefunden wurden
(STEINERT 1988).

Das Genom vorA. cupanianaist kleiner als das vor\. tenoreiund stimmt bezlglich
Genomgesamtlange, Beschreibung der Chromosomemm@beomengroéRenvariation und
Karyotypsymmetrie-Index mit demjenigen vén elegantissimaiberein. Eine Kombination
beider Genome sowie eine Zusammenfassung beidee\Wérde die ermittelten Werte von

A. multiculmisbestatigen.

Karyotypbestimmungen haben nicht nur den einhbiiic symmetrischen Karyotyp fi.
multiculmis sondern auch fir die tetraploide Akt armoricanabestatigt (RLATINI 1991).
Beziiglich der Entstehung wurde bereits eine Entwiak aus Okotypen voA. multiculmis
vermutet. Hierzu hat sichuUrRINA (1987) in ihrer Studie an der GattuRgeoniainsofern
geadullert, dass sich aus einem tetraploiden Ausgarygsyp, der mittels Allopolyploidie
entstanden ist, durch Chromosomenumbauten der Kgry@ner anderen tetraploiden Art
entwickeln kann. Dies konnte fidr. armoricanazutreffend sein. Die Art ist zudem in einem
aulerst begrenzten Areal beheimatet, wohingegén multiculmis ein grol3eres

Verbreitungsgebiet zeigt.

STEBBINS (1966) hat festgestellt, dass die primitivsteneArtdie gréf3iten Chromosomen
besitzen, wahrend die kleinsten Chromosomen inrbegen spezialisierten annuellen Arten
mit reduziertem Lebenszyklus gefunden werden. Wienat AsbuLov (1931) in seiner

herausragenden Arbeit Uber die Graser herausgefundass eine Variation in der
Chromosomengréf3e nicht mit phylogenetischer Pritéti oder aber mit Fortschritt

korreliert ist, sondern nur ein Ausdruck klimatischAnpassung darstellt. Graser in
gemaRigten Zonen haben nache&BINs (1966) kleine bis mittelgroRe Chromosomen,
wohingegen Graser in kalten gemafigten Regionen3egr&€hromosomen besitzen.
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Unterschiede in der Chromosomengrof3e sind alseno¥ferbindung zu bringen mit einer
Adaptation an verschiedene Umgebungen, wobei digPadie die adaptive Funktion einer
Stabilisierung von Genotypen darstellt, die einekdRebination von Charakteristika der
diploiden Vorfahren reprasentierti@ssINs 1966).

Auch wenn, wie bei der Gatturigra, bei vielen nah verwandten Arten einer Gattungr ode
Familie gleiche Chromosomenzahlen vorliegen, betedies keineswegs Identitat der
vergleichbaren Chromosomen. Dies zeigt sich beiemsinKaryotyp-Vergleich der
untersuchten Arten mit dem Basis-Typ [A]. Oft zeieh sich verwandte Arten durch
unterschiedlich grof3e Chromosomen aus. Es liegerdabhe, dass man einen mdglichst
umfassenden Uberblick tiber die Karyotypen vieletleArgewinnen muss, um zu priifen, ob
es Gesetzmaligkeiten oder Tendenzen gibt, die enisgstematischen Stellung von Arten
oder Ubergeordneten Taxa korrelierbar sind.

Umweltparameter kdnnen ebenfalls zur Selektionader Chromosomenmuster, z.B. lokaler
Rassen, fuhren. Dies habenukbpbA & CHANELL (1975) anhand von Karyotypen
verschiedener Populationen der Weillen Wachsblumdliym ovatun) im Westen
Nordamerikas analysiert. In Regionen mit ausgegheim Klima existieren keine oder
allenfalls minimale Unterschiede im Karyotyp zwieoh den einzelnen, meist
zusammenhangenden Populationen, wahrend in kliohatisid geologisch vielgestaltigen
Regionen in isolierten, relativ kleinen Populatiomie Karyotypen variieren.

Vergleichbares kann man béi. praecoxfeststellen, die weit bis nach Sidskandinavien
vordringen kann und als Anpassung an das kéltareaéine kleinere Wuchsform mit einer
zusammengezogenen Rispe sowie einen abgeleiteteyotifa aufweist. Die auftretende
Variation der Chromosomenmuster scheint zusatztitheiner morphologischen Variation
der isolierten Population korreliert zu sein.

DONNERMEYER (1986) hat beiA. multiculmiszwischen den verschiedenen Standorten z.T.
deutliche morphologische Karyotypvarianten feslstel kbnnen, was als ,adaptiver
Chromosomen-Polymorphismus” beschrieben werden .kBien Tatsache, dass Individuen
einer Art unterschiedliche Karyotypen aufweisen tréspezifischer Karyotyp-
Polymorphismus), deren Existenz Ausdruck einesirbesien Anpassungszustandes der
karyotypisch polymorphen Population an bestimmtengitbedingungen ist, zeigt Parallelen
zu FUKUDA & CHANELL (1975).
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Letztendlich sind Arten an Standortfaktoren in d¥gel gut angepaldt, und nur in den
seltensten Fallen ist ihnen ein Bastard Uberlelyist macht sich Hybridenschwache und
nicht zu unterschatzende Fertiltitatsreduktion Iidver, so dass die Bastarde den
ursprunglichen Arten gegentber ins Hintertrefferatggn. Vorteile kénnen allerdings bei der
Besiedelung neuer Lebensrdume entstehen. Dies hadtierdie ArtenA. praecoxund A.
caryophyllea zu Nutze gemacht, auch wenn man die erst genamitd als Bastard
bezeichnen kann. Beide Arten haben im Zuge dertagapRadiation neue Lebensrdume

erschlossen, indem sie sich an neue Bedingungexpafghaben.

4.2.2 Verbreitung

Wie bereits erwahnt, handelt es sich bei der Ggthira innerhalb der Subtribusirinae um

ein phylogenetisch jingeres Taxon, welches durale iBntwicklungsdynamik starken
Veranderungen unterworfen ist#ers 1976). Um die Evolution der Gattung und damit die
Entwicklung der vier vorkommenden Karyotypen zustenen, muss man Kenntnisse tber
die Verbreitung deAira-Arten erlangen. Anhand mdglicher Kontaktzonen lgmeventuell

Ruckschlisse uber die Bildung der tetraploidengezogen werden.

Der Verbreitungsschwerpunkt der meisten Arten dattUdgAira liegt in der Mediterraneis
(Abb. 3.29 bis 3.32), mit einer deutlichen Radiatim Richtung Mitteleuropa (MERS
1980b). Jede diploide Art mit dem Karyotyp [A] &if eher begrenzte Areale beschrankt.

A. uniaristata Uber die wenig bekannt ist und die in dieser Arbme nebensachliche Rolle
spielt, ist einzig durch Funde rund um die Strafie @Gibraltar dokumentierA. byzantinast
nur durch Aufsammlungen in Griechenland und in dérkei belegt, was frUher dem
byzantinischen Reich zugeordnet wurde und Namemsdgéip diese Pflanze war. Audh.
tenoreiund A. elegantissimasp scopariasind nur durch relativ kleine Verbreitungsgebiete
charakterisiert. Die grof3ten Areale zeigen die éeidrtenA. cupanianadie sehr deutlich
den mediterranen Raum verlafl3t und auch in SpamdnPortugal anzutreffen ist, sowfe
elegantissimasp.elegantissimadie neben dem Mittelmeerraum bis zum nérdlichaik@&n
vorkommen kann.

Die diploideA. praecoxmit dem Karyotyp [B] verlaf3t ganzlich das medidee Gebiet und
zeigt eine eher atlantische Ausbreitung (Abb. 381 3.31). Die Art besitzt einen
abgeleiteten Karyotyp und zeigt eine bessere Anp@san atlantische Verhaltnisse mit einer
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groReren Toleranz gegen sommerliche Nasse undrichte Kalte auf Sandbdden (BERS
1980Db).

Fal’t man alle diploiden Arten zusammen, dann zesgeimsgesamt ein sehr weitreichendes
Verbreitungsgebiet, welches von Portugal Uber deediterranen Raum bis in die
Kaukasische Region reicht.

Fur die allopolyploide bzw. alloautopolyploide Bildg der tetraploiden Arten und im
besonderen vorA. caryophylleaund A. multiculmis muss es zu einer Hybridisierung
zwischen zwei diploiden Arten gekommen sein.

Hierfur ist die Feststellung moglicher Kontaktzoremischen den Arten interessant. Bei
caryophylleamit dem Karyotyp [AB] ist es zu einer BastardieggunwischenA. praecox
Karyotyp [B], und einem diploiden Vertreter mit derdaryotyp [A] gekommen.
Kontaktzonen zwischen den beiden Karyotypen (AbR9R3 gibt es zum einen in
Sudfrankreich (miA. cupanianaoderA. elegantissimaund zum anderen in Portugal (mit
cupaniana. Nach Abb. 3.31 lie3e sich die Kontaktzone in fRrtkreich ausschlieRen, da
dort A. praecoxnicht vertreten ist. Aus karyologischer Sichtjestoch bewiesen, dass siéh
caryophylleaaus der Bastardierung véxn praecoxund A. elegantissimantwickelt hat, so
dass man daraus den Schlul3 ziehen konnte, dasgwahdie Bildung im mediterranen
Raum vollzogen hat, aber dies durch heutige Fumdéidlich des Verbreitungsgebietes der

Arten nicht mehr belegt werden kann.

Man muss annehmen, dass zu der Zeit ihres Urspringshidiploide zusammen mit ihren
beiden Eltern-Arten vorkommen ¥83BINS 1956). Heute bekannte Fundorte spiegeln aber
nur den ,Jetzt — Zustand“ wider und sagen nicht§ilmzr aus, wo die eine oder andere Art in
friheren Zeiten noch vertreten gewesen sein kdnnte.

TATEOKA (1974) hat &hnliches Uber den Polyploidiekomplex Calamagrostisin Japan
beschrieben. Seiner Meinung nach sind Arten mdngeren Valenzen von Hochpolyploiden
verdrangt worden und schlief3lich verschwunden. IR&a finden sich auch in der Gattung
Dactylis (STEBBINS 1956), deren ausdauernde Vertreter in der mediterr Region sowie in
angrenzenden Teilen von Europa und Asien vorkommear gro3e Umfang der
geographischen Verbreitung dieser Gattung wird ldtetraploide Arten erreicht, die in ihrer
aulReren Morphologie und 6kologischer Adaptationsinavischen verschiedenen Vertretern
der Diploiden liegen. Auch fir diese Gattung iskdrent, dass die diploiden Arten friher
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umfangreichere Areale besetzt haben als sie et flatz Mittlerweile wéare eine solche
Hybridisierung im Falle der Gatturigactylisin der heutigen Zeit unmdglich, da die Gebiete
der Diploiden sich nicht (mehr) UberlappentgSeiNs 1956). Dies scheint auch fir die

GattungAira zutreffend zu sein.

ALBERS (1980b) zufolge hat sich die amphidiploide Entsteh von A. caryophylleaim
westlichen Mittelmeerraum vollzogen, wobei von Sédten aus postglazial eine Besiedelung
Mitteleuropas erfolgt sein muss. Die Art hat sith@ptimales Syntheseprodukt erwiesen und
im Hinblick auf die Verbreitung einer Allopolyplogah ist ihr Areal geradezu als klassisch zu
bezeichnen, wenn man ihre Genom-Zusammensetzunglécksichtigt (ABERS 1980b).
Neben den von den diploiden Arten bevorzugten resdiben Biotopen besiedeA.
caryophylleaauch Areale, die weiter nordlich bis nach Skandera gelegen sind und mit
denen sie das milde Klima verlal3t. In dieser Himsistimmt sie mit der atlantischen
Verbreitung von A. praecox Uberein. Sie zeigt aber auch dort oft eine redativ
Standortkonstanz mit einer Besiedelung auf offeBamdbéden und exponierten Hangen
(ALBERS 1980b).

Anthropogene Einflisse haben wesentlich zur Vetlomei dieser Art beigetragen, wodurch
sich ihr haufiges Vorkommen an Bahndammen und 8tna@®idern erklaren &Rt (BERS
1980b). Das Heraufsetzen des Ploidiegrades hatRflanze vermutlich eine erhéhte
Flexibilitat in der Expression ihres Genoms veriegh um auf unterschiedliche

Biotopeinflisse mit jeweils anderen Strategien zeagreren (www.biologie.uni-

hamburg.de/b-online). Im Zuge der adaptiven Rauliathat A. caryophyllea bei der

Besiedlung neuer Standorte in vielen Fallen einertéd gewonnen.

Die tetraploide Art A. multiculmis muss als euatlantische Art einer &hnlichen
Ausbreitungsrichtung wié\. praecoxgefolgt sein, wenn man nach heutigem Kenntnisstand
das Vorkommen der diploiden Ausgangssippen betacht multiculmiszeigt eine gréliere
Okologische Amplitude in Form eines weiter gefal3fenbreitungsgebietes als ihre diploiden
Ausgangsarten, wodurch es ihr mdglich ist, Uberrdaditerrane Gebiet hinaus nach Norden
in Gebiete mit milden, ausgeglichenen Temperath@larissen vorzustol3en I(BERS
1980Db). Gleiches gilt fur die auf Stidengland urelBlietagne beschrénkée armoricana die

sich aus Okotypen vols. multiculmisentwickelt haben kann.
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Gerade die Familie der Poaceae zeigt einen hohereRisatz an polyploiden Pflanzen. So
haben die Graser insgesamt zweimal so viele pabyplvertreter wie der Durchschnitt der
Blutenpflanzen, und nahezu alle Gattungen der R®acdeinhalten Arten mit
Chromosomenzahlen, die ein Vielfaches der Origirizdsiszahl darstellen {€8BINS 1956).
Diesbezlglich hat BWET (1971; 1980) die Feststellung gemacht, dass igealeinen der
tetraploide Zustand der erfolgreichste bei den gm&flanzen darstellt. Studien in der Gras-
Evolution haben gezeigt, dass die Verdopplung dmmzgn Chromosomenzahl oder die
Polyploidie eine ungewdhnlich grof3e Rolle in deokton der Poaceen - Familie gespielt
haben muss (&BBINS 1956).

So scheinen nachLAERS (1980b) die Polyploiden insgesamt fiir die Besiedgldes nach
Abschmelzen des Eises frei werdenden Neulands,in.den postglazial frei gewordenen
Raumen, geeigneter und daher erfolgreicher zu $®IRELT (1966) begrindet dies damit,
dass Polyploide Uber eine stark gesteigerte Rekmatibnsrate zu einer grol3eren genetischen
Variationsbreite gelangt sind. Polyploiden wirdesimessere Fahigkeit bei der Kolonisierung
neuer Gebiete zugesprochen, was dadurch erklad, wWass sie in weniger vorteilhaften
Habitaten abgeharteter und widerstandsféahiger sind.

STEBBINS (1956) ist der Ansicht, dass die geographischéihgung der polyploiden Graser
darauf zurtickzufiihren ist, dass Polyploide bessereaie 6kologische Nischen angepalt und
besser fiir die Ubernahme des Landes nach dem Rigkigs Eises ausgeriistet worden sind
als ihre diploiden Verwandten. Verallgemeinernd aggskonnen sie dadurch gewdhnlich
Gebiete besetzen, die geologisch neuer sind gendyen ihrer diploiden Vorfahren.

Dies korreliert mit einer Aussage VONHERENDORFER (1959), nach der eine weitere
wesentliche Bedeutung der Polyploidie in der Aufirelp der zwischen den Diploiden
bestehenden Kreuzungsbarrieren liegt. So sind Ratig oftmals weiter ausgedehnt in ihrer
Verbreitung als ihre diploiden Vorfahren, und zeiggne Anpassung an eine gro3ere Vielfalt
von Habitaten (8BBINS 1956).

Dies laf3t sich anhand der A&t caryophylleanachvollziehen, denn auch hier ist es so, dass
die Gebiete der geographischen Verbreitung deroiziph kleiner gefal3t sind als diejenigen
der Tetraploiden. Die diploiden Arten sind in weit@nd begrenzten Arealen beheimatet, was
vielleicht dadurch zu erklaren ist, dass sich il@ographisches Umfeld gedndert hat

(STEBBINS 1956). Die tetraploid@. caryophylleazeigt sich toleranter beziglich klimatischen
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Veranderungen, was sich letztendlich in ihrer stBneund ausgedehnten Ausbreitung

widerspiegelt.

4.3 Molekulargenetik

Molekulare Merkmale sind bei der Betrachtung vorteArwertvoll, da man anhand des
Grades an molekularen Ubereinstimmungen oder Uitimden Aussagen Uber die
Stammesgeschichte der Organismen machen k&mm(&& B USCHMANN 1998).

Besonders die Nukleinsauresequenzen bestimmter icBereder Chloroplasten- und
Kerngenome haben sich als besonders gut geeigneteknidle fir systematische
Fragestellungen erwiesen.

Der ITS-Bereich der Kern-Region ist diesbezlglickeeignet, um Aussagen zum
verwandtschaftlichen Anschlufd von bisher kontroverngieordneten Arten zu erhalten (z.B.
BALDWIN et al 1995; $IEN et al 1998; Hsia0 et al 1998; Hsia0 et al 1999; SARR et al
1999). Taxonomisch relevante Aussagen konnen aheh aaus dem Grad der
Ubereinstimmung von Basensequenzen ausgesuchter-Alidghnitte abgeleitet werden.
Haufig wird hier dagbcL-Gen verwendet (& et al. 1997; RTERSENet al 2004), aber es
gibt auch in der Gras-Familie Untersuchungen an iem-Gen Phytochrom B (MTHEWS et

al. 2000) oder an dematK Indels (HLu & ALICE 1999).

Starker konservative DNA-Regionen erlauben diesglezu Entscheidungen auf der Ebene

von Familien und Gattungen, weniger konservativgi®esn bis hinunter zum Artniveau.

4.3.1 DNA-Sequenzierung

Die Systematik der Gattundira ist bis heute nicht eindeutig geklart. Die bisgeri
Klassifikation beruht auf morphologisch-anatomisciied karyologischen Merkmalen, die in
den beiden vorangegangenen Kapiteln besprocherewurd

Ein Versuch zur Unterstitzung der diskutierten Higpeen zur Phylogenie der Gattuhiga
anhand molekulargenetischer Methoden sollte regeti Arbeit unternommen werden.

Diese Darstellung basiert mit démnL-F Region des Chloroplastengenoms und der ITS-
Region des Kerngenoms auf zwei unterschiedlicheéeri3étzen.

Diese sind mittels parsimonischer Methoden unterwéadung des Programms PAUP
Version 4.0b10 (®orFrForD 2002) ausgewertet worden. NacaNG (1996) wird fur die
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phylogenetische Baum-Rekonstruktion in diesem Zmsanhang am ehesten diéaximum

ParsimonyMethode (MP) angewandt.

Von dem Chloroplasten-Genom wurde tiie_-F Region sequenziert, die zwischen dent.
(UAA) 5‘Exon undtrnF (GAA) liegt und aus dem 3‘Ende dedrBL-Exons, demtrnL-
Intron, dem 3rnL-Exon, einen ,intergenic spacer* und dem 5‘Ends weF-Exons besteht
(TouLouMmENIDOU 2001). Die Auswertung detrnL-F Region hat sich als nicht sehr
informativ herausgestellt. Dies liegt z.T. daramassl eine Amplifikation mit Hilfe der
Universal-Primer nach ABERLET et al (1991) bei einigen Taxa nicht mdglich war, obwonhl
eine Erprobung der Primer im Vorfeld zu positivelgébnissen gefiihrt und einen generellen
Einsatz ermdglicht hat.

Wie man anhand des Alignments erkennen kann, gibtug eine sehr geringe Divergenz
zwischen den Arten, die sich durch die geringe Ahzan parsimony-informativen
Charakteren erkléaren laf3t. Von den 859 einbezogétemakteren sind nur 15 Charaktere,
also 1,75 %, parsimony-informativ, d.h. dass sicindestens zwei unterschiedliche
Nukleotide in mindestens zwei Sequenzen finden.

Das dargestellte Phylogramm von einem MPT (Abb3B.@bt keine sinnvolle Claden-
Bildung wider, anhand derer man Rickschlisse aufliolie Verwandtschaftsverhaltnisse
ziehen kann. Es zeigt einen sehr hohen Consistenex (Cl), woraus man schlieRen kann,
dass das Dendrogramm durch wenige homoplasischkenMér und einen grol3en Anteil an
Synapomorphien gestitzt wird@lLOUMENIDOU 2001).

Insgesamt kann mit dem CI-Wert sowie dem Reteritidiex (RI) eine Einschatzung der
Stabilitat der errechneten Phylogramme vorgenommweaden. Je mehr sich der Cl dem Wert
1 néhert, um so besser passen die einzelnen Mexkendl ein gegebenes Kladogramm
(FOREY et al 1992). Uninformative Charaktere (Autapomorphiem i Bymplesiomorphien)
konnen den Wert beeinflussen, indem sie ihn erhébkne eine Unterstitzung der
Gruppierung der Taxa zu lieferndReY et al. 1992). Demgegenuber gibt der Retention-Index
den Anteil an Ubereinstimmungen eines Dendrogramwiggr, die als Synapomorphien
gedeutet werden. Ein hoher RI-Wert zeigt Anderungan die hauptsachlich in internen
Knoten im Kladogramm vorkommen. Ein geringer RItée¢auf Anderungen hin, die auf die
Aste konzentriert sind, die zu den terminalen Thikaen (FOREY et al 1992). Aufgrund des

geringen Retention-Index in dem Phylogramm kann\&rfanderungen an den terminalen
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Asten (Autapomorphien) geschlossen werden, die rnveie einzigartig in einer Art sind —
keine Aussagen Uber Verwandtschaftsverhéltnissasgeh. Damit kdonnte die schlechte
Auflésung erklart werden.

Die zwei verwendeten Parsimony-Methoden (ML und MRpen innerhalb detrnL-F
Analyse zu einer identischen Topologie der Kladogree gefiihrt. Dies bestatigt zwar die
Zuverlassigkeit der Sequenzdatero(TOUMENIDOU 2001), fuhrt aber dennoch infolge der
geringen Divergenz zu keiner guten Aufteilung. Ohivbei den hdheren Pflanzen die
ringférmige Chloroplasten-DNA in vielfacher Hinsichzur molekularbiologischen
Untersuchung der Pflanzenphylogenie genutzt wiat, die Untersuchung dieser Region
innerhalb der Gattungira auf dem untersuchten taxonomischen Niveau zu Reireaien

Informationen gefihrt.

Bei der Analyse der ITS-Region war ebenfalls niihtalle zu untersuchenden Arten eine
Amplifikation mit den verwendeten Primern nachHME et al (1990) moglich. So fehlen in
dieser Auswertung die beiden Artén cupanianaund A. tenorej die im Rahmen der Suche
nach den Ausgangsarten bei der tetraplo®emulticulmiseine wichtige Rolle einnehmen.
Die Ubrigen Sequenzen der ITS 1, 5.8S und ITS ddRezeigen im Vergleich zu démL-F
Analyse insgesamt mehr Divergenzen im Alignment,duvoh sich eine verbesserte
phylogenetische Auswertung ergeben hat. Erklarisar dies dadurch, dass von 825
einbezogenen Charakteren 65 parsimony-informatid,salso knapp 7,88 %. Anhand des
Phylogramm (Abb. 3.36) kann man erkennen, dass diefes sowohl durch einen relativ
hohen Consistency-Index (Cl) als auch durch eingativ hohen Retention-Index (RI)
auszeichnet. Es existieren nur wenige homoplasigdleekmale (hoher CI) und die
Veranderungen haben mehr an den internen Knotenaalsden terminalen Enden
stattgefunden (hoher RI).

Die Verwendung der beiden Methodgiaximum ParsimonyndMaximum Likelihoodhat in
diesem Fall nicht zur gleichen Baum-Topologie gefiNvas sich in einer leicht veranderten
Gruppierung der Arten widerspiegelt. Die Inkongrueler Topologien weist darauf hin, dass
die Sequenzdaten nicht ganz zuverlassig sind. é@eijs hohen Werte (Abb. 3.38 bis Abb.
3.40) auf dem dieAira-Gruppe von den beiderOutgroupArten abtrennenden Ast

unterstutzen eine Monophylie der Gattuica.
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Ruckschliisse auf die Ausgangsfragen dieser Arassieh die ITS-Sequenzierungen dennoch
nicht zu. So kann man die — im Gegensatz zurdérF Analyse — vermehrt vorkommenden
Divergenzen vielleicht auch dadurch erklaren, dass die ITS-Region auf unterschiedlichen
Chromosomen befindet und die Kopien nicht immefarm sind, so dass sie eine gewisse
Divergenz zeigen kbnnen ¢ULOUMENIDOU 2001).

Hinzu kommt, dass bei der Analyse des Alignmentclduden Bearbeiter meistens eine
gewisse Anzahl an Merkmalen ausgeschlossen wirdh) siiesem Fall die Basenpaare <30
und >850, da sich hier oft keine saubere Sequerderi lakt. Diesbezlglich haben aber
GATSEY et al (1993) bereits erwahnt, dass das Ausschlie3ensystematischen Daten
generell durch subjektive Kriterien bestimmt winddu—- wenn dies vor der phylogenetischen
Rekonstruktion geschieht — als extreme Form derrdker-Gewichtung anzusehen ist.
Dieser Punkt kann sich in einer Analyse als storbedausstellen, besonders wenn als
Parsimony-Bedingung alle Charaktere gleich gewtch&zden.

Die meisten Probleme bei der ITS-SequenzierungflemBen kénnen nachABDWIN et al
(1995) durch eine weitere Reinigung der genomisdbii\ oder der PCR-Produkte geldst
werden, so dass auch hier noch ein Ansatzpunktdilsesserungen zu finden ist.

Die ITS-Ergebnisse widersprechen dennoch nichtZierdnung der Arten nach anderen,
z.B. karyologischen Kriterien, wie man in Abb. 3&&ennen kann.JuLOUMENIDOU (2001)
hat jedoch festgestellt, dass molekularbiologiddhtersuchungen entweder keine detaillierte
Resolution innerhalb der Gruppe ergeben oder dierDaicht mit der Gruppierung nach
morphologischen Merkmalen Ubereinstimmen kénnen.

Obwohl fur die Systematik der Hoheren Pflanzen3Bguenzen der nicht-kodierenden DNA-
Bereiche zwischen der 18S rDNA, 5.8S rDNA und 26®IA fur vergleichende Studien
haufig angewandt werden, ist dieser Marker insgesaioht fur die Unterscheidung nah
verwandterAira-Arten geeignet. Dabei zeichnet besonders die geriaber relativ konstante
GrolRe, die bei Poaceen fur die ITS 1 mit 194-223ubg fur die ITS 2 mit 213-233 bp
(TAKAIWA et al 1985; Hsiao et al 1994) angegeben wird, sowie die Universalitat bade
Kopienzahl die Verwendung dieses 18S - 5.8S — 2BNArLocus fur molekulare
Systematik-Studien ausH{8n et al. 1998).

NixoN & CARPENTER (1996) sind der Ansicht, dass die simultane Arealysn kombinierten
Daten die kladistische Parsimony eher maximiert @ls&elne Analysen, und zu einer
besseren phylogenetischen Schlul3folgerung fuhegs Daben auchdmpPTON et al (1998)
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beherzigt, indem sie die Phylogenie der Ranuncakdmsierend auf der Morphologie, der
ITS-Region der nrDNA und detrnL-F Sequenzen der cpDNA als drei unabhangige
Datenquellen erstellt haben. So kénnte auch diebkaerte Analyse aus Daten der cpDNA
und nrDNA in Kombination mit morphologischen Merkiera bei der Gattundira zu einer
besseren Resolution fuhren.

Da eine hohe Divergenz unter den Arten fur ein&Zeitig stattgefundene Abtrennung der
Arten und demgegenuber eine schlechte interspelzdig\bgrenzbarkeit voneinander eher fur
eine sehr junge als fir eine alte etablierte Arichp (TOULOUMENIDOU 2001), kann man in
Anbetracht der sowohl in démL-F Region wie auch der ITS-Region vorkommendeatiel
geringen Divergenzen daraus schlieen, dass dienAter Gattungiira eine sehr nahe

Verwandtschaft untereinander zeigen.

4.3.2 RAPD-Analysen

Neben den Sequenzanalysen wurde im Rahmen diedersuchungen auch eine RAPD
(Randomly Amplified Polymorphic DNA)-Analyse durchgefiihrt, die — etwa zeitgleich von
WiLLiams et al (1990) und VELSH& M CCLELLAND (1990) entwickelt — heute mit zu den am
haufigsten angewendeten molekulargenetischen Arbethoden gehort.

Die RAPDs sind eine auf die Polymerasekettenreak{lfPCR) basierende Analysetechnik
innerhalb der Molekulargenetik, mit der Unterscleiéd den Genomen zweier oder mehrerer
Taxa nachgewiesen werden konnen, unabhangig daslonsie zu derselben oder zu
verschiedenen Arten gehorenr@vN 1996). MaLAN (2002) halt die RAPD-Analysen fir
geeigneter, wenn es um die Untersuchung der Venselmaft innerhalb von Populationen
einer einzelnen Art oder sehr nah verwandter Ageht, als wenn es sich um weniger
verwandte Arten handelt. Wenn man verschiedenenfaiieer Gattung vergleichen will, muss
man beachten, dass die RAPD-PCR nur begrenzte Sagtermationen liefert (ANGSDORF
1999). Dennoch liegt ein grofRer Vorteil der Methddein, dass man sie anwenden kann ohne
irgendein vorheriges Wissen Uber die zu studierer@@enome haben zu missem{®A et

al. 1997).

Insgesamt haben die 10 ausgewdahlten und verwendBw@mer polymorphe und
reproduzierbare Bandenmuster geliefert. NaehdsporF(1999) ist in einer RAPD-Analyse

nicht die Anzahl der eingesetzten Primer entscimeidesondern nur die Ausbeute an
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informativen und polymorphen Markern. Anhand der phfikationsprofile durch die
verschiedenen Primer konnten 90 RAPD-Banden audgewéd als Marker herangezogen
werden, die mit Hilfe deMaximum ParsimomMethode phylogenetisch ausgewertet worden
sind.

Der Semistrict ConsenstBaum (Abb. 3.42) zeigt keine allzu grof3e ResofutiDiese wird
vermutlich durch Homoplasie gehemmt, was letztiitldlem Consensuaum in Polytomie
resultiert (MALAN 2002).

Demgegeniber zeigen de®% Majority Rule Consensusnd besonders ddackKnifeBaum
(Abb. 3.44) eine Aufteilung in zwei Claden, von darsich die Clade B als die interessantere
herausgestellt hat. Die Gruppierung der drei TaxaA. cupanianaundA. multiculmisliefert
einen ersten mdglichen Hinweis auf eine nahe Vedigmhaft zwischen beiden Arten. Ein
weiterer interessanter Aspekt, der bei BetrachtiergAbb. 3.44 auffallt, ist die jeweils vollig
unterschiedliche Anordnung der drei untersuchteraM@nA. caryophyllea

Das TaxorA. caryophyllead0 hat sich zusammen mit dAncupanianaundA. multiculmis
Vertretern in der Clade B angeordnet, wodurch miae endgliche Fehlbestimmung des
Taxon aufgrund einer Verwechslung miA. multiculmis vermuten koénnte. Die
morphologische Ahnlichkeit beider Arten wurde bes@rortert, aber karyologisch konmke
caryophyllea40 eindeutig dem Karyotyp [AB] zugeordnet werden.

Das TaxonrA. caryophylleal8 ist zusammen mit den Artén praecoxA. elegantissimand
A. tenoreiin der Clade A zu finden, was insofern auch ergtasurde.

Demgegenuber muss man das dritte TaxXoncaryophyllea96 jedoch aufgrund seiner
Position im Kladogramm ebenso wiBeschampsia22 als Outgroup ansehen, was im
einfachsten Fall durch eine véllige Fehlbestimmudigser Art zu erklaren ware. Auch hier
konnte jedoch durch die Karyologie der Karyotyp |A8stgestellt werden.

Eine mdgliche Erklarung fur diese konfuse Anordndeg dreiA. caryophylleaTaxa kdnnte
mit ihrer unterschiedlichen Herkunft zusammenhangsach Tabelle 2.1 stammt das
Material vonA. caryophylledl8 aus Italien, voi. caryophyllead0 aus Frankreich und jenes
von A. caryophyllee®®6 aus Deutschland.

Es ist bekannt, dass durch RAPD-Analysen Populatictifferenziert werden kénnen, die
regional und 6koklimatisch voneinander getrennd §llANGSDORF1999). Ein Beispiel findet
sich bei L et al. (1999), die anhand von RAPD-Studien an temperdttropisch verbreiteten
Grasarten der Gattunfyipsacumvier Cluster unterscheiden konnten. Cluster A &thur
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Arten aus Nordamerika, Cluster B nur solche ausa8i@dika, Cluster 3 beinhaltet zwei Arten
aus Mexico und Cluster 4 enthalt mesoamerikani3chpsacumArten. Die RAPD-Analysen
konnten jedoch nicht die beiden auf der InfloregzBlorphologie basierenden
taxonomischen Sektionen wiedergeben.

Man kann auch bei den dr&. multiculmisTaxa feststellen, dass die im Kladogramm die
Subclade Bbildenden Herkiinfte 13 und 14 aus Frankreich stammwohingegen das Taxon
A. multiculmis3 aus Portugal kommt. Insgesamt befinden sich @beedrei Taxa immer noch
in derselben Clade B.

Im Gegensatz dazu ordnen sich alle drei aus Fraenhkstammenden Vertreter vén tenorei
nicht zusammen in einer Gruppe an, sond&rriienorei65 gruppiert sich mit den dréi.
elegantissimaV/ertretern in der Subclade,AAuch hier steherA. elegantissima32 aus
Frankreich undA. elegantissima4 aus Italien naher beieinander, obwohl au&h
elegantissima&3 aus Aufsammlungen in Frankreich stammt.

Es bedarf also einer genaueren Uberprifung der Teo@m A. caryophyllea anhand
morphologischer Merkmale, um madglicherweise eindsghltisselung nach ihren beiden
Subspezies zu erlangen. Die Tatsache, dass mamliméh der Untersuchung aber flr jede
Art deutlich verschiedene Bandenmuster erhaltendsattet darauf hin, dass es sich bei allen

um gut definierte Taxa handelt.

Nach GiEN et al (2000) ist das RAPD-Fingerprinting eine sehr hcite Technik fur die
Auftrennung von morphologisch ahnlichen Arten, dmr wenige morphologische
Unterschiede zeigen, wohingegen sie fur die Bestingrphylogenetischer Beziehungen auf
dem Art-Level weniger nitzlich zu sein scheint, wosie MALAN (2002) widersprechen.
Aber weitere Ergebnisse belegen, dass die RAPDy&palfir eine effiziente Identifikation
und einen erfolgreichen DNA-Fingerprinting sowoliir fdie Dattelpalmen-Varietaten in
Saudi-Arabien (A-KHALIFAH & ASKARI 2003) als auch fur die Phylogenie der Gattungen

Citrus (NicoLosl et al. 2000) odecCicer (AHMAD 1999) eingesetzt werden konnten.

Die weitere Analyse anhand der RAPD-PCR konzentsieh auf den gezielten Vergleich der
beiden tetraploiden ArteA. caryophylleaund A. multiculmismit ihren jeweils vermuteten
Elternarten, im Falle voA. caryophylleaalso mit den Bandenmuster vén praecoxund A.
elegantissima Hier kann man eindeutig erkennen, dass alle Aren wichtige Banden
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miteinander teilen, aber demgegeniber sowohl Bahdeh. caryophylleazu finden sind, die
sie nur mitA. praecoxbzw. im anderen Fall nur mit. elegantissiméeilt. Die Ergebnisse aus
der Karyologie kdnnen somit bestatigt werden.

Bei der Bildung der tetraploiden A& multiculmisiiber die alloautopolyploide Entwicklung
kristallisiert sich neben der durch karyologischigdbnisse als sicher anzusehenden diploiden
Art A. elegantissimaehr starlA. cupanianaals zweite Elternart heraus. Bei der Betrachtung
der RAPD-Amplifikationsprofile (Abb. 7.1 bis 7.1@nd deren anschlieRender Auswertung
erkennt man, dass beide Arten einige wichtige Mat&ien, die sonst bei keinem weiteren
Taxon vorkommt. Die phylogenetische Analyse anhdedMaximum Parsimorethode
zeigt die Zugehorigkeit beider Arten zur selbendélavie man in den Abbildungen 3.44 und
3.51 erkennen kann. So wird an dieser Stelle dieiBging vonA. cupaniananebenA.

elegantissimam Genom vor\. multiculmispostuliert.

4.4 Genomischan situ-Hybridisierung

Fur die Untersuchung der allopolyploiden Bildungnv@é. caryophyllea sowie der
alloautopolyploiden Bildung vorA. multiculmiswurde die Methodik der GISH fir die
Unterscheidung der Chromosomen der potentiellereridtten angewendet, um die
Ergebnisse aus Morphologie, Karyologie und Molefggaetik zu untermauern.

Die Technik dern situ-Hybridisierung wurde vor Uber 30 Jahren unabhamngigeinander
von mehreren Wissenschaftlern entwickett{y et al 1969; RARDUE & GALL 1969, 1970).
Durch dieses molekulargenetische Verfahren ist églioch, markierte DNA- oder RNA-
Sequenzen als Sonden zu verwenden und ihr Vorkomme@enom direkt an ,Ort und
Stelle” (in situ) auf einem Chromosom nachzuweisemNo 1998).

Eine wesentliche Verbesserung der Methode bildate Wmstellung von radioaktiv
markierten Sonden auf Fluorochrom-markierte Sonfd®H). Die Genomischen situ-
Hybridisierung stellt dabei eine Variante der FI&@&t, bei der es zu einer Hybridisierung der
gesamten genomischen DNA an bestimmte Zellprapavaee z.B. Chromosomen kommt.
Die Methode findet Anwendung in der Charakterisigron Genomen und Chromosomen in
Hybrid-Polyploiden, Hybrid-Pflanzen und allopolymlen Arten (RINA & RANI 2001) und
vereint konventionelle Cytogenetik mit DNA:DNA 4+ situ-Hybridisierungstechniken,
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wodurch es madglich ist Chromatin von verschiedefikern oder Vorfahren zu unterscheiden
(LEITCH & BENNETT 1997).

Innerhalb der Gattungira und der zur Diskussion stehenden Entwicklung tlepalyploid
entstandenen ArtA. caryophylleakann durch die Genomischimm situ-Hybridisierung
eindeutig der allopolyploide Ursprung aus den hbei@enomen vorA. elegantissimanit
dem Karyotyp [A] undA. praecoxmit dem abgeleiteten Karyotyp [B] nachvollzogernrden.

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass das Gensrhlyd®iden sich vollstandig aus den
Genomen der beiden genannten Elternarten zusamtoer3es konnte durch den Einsatz
nur einer markierten Elternart als Sonde wie augtcld den Zweifach-Nachweis mit der
gleichzeitigen Verwendung der oben genannten AaterSonden erbracht werden (Abb. 3.52
bis 3.54). Die Vermutungen und Belege, die beits den karyologischen Untersuchungen
zu Tage getreten sind und im Rahmen der RAPD-Araly®statigt werden konnten, werden
durch die GISH verifiziert.

Dabei erforderte die Genomisclire situ-Hybridisierung eine hohe Anzahl an Metaphase-
Platten, denn nur ca. 50% der Chromosomenprapkasen fur eine Hybridisierung zum
Einsatz. Fur dieln sitw-Hybridisierung sind Chromosomenpraparate hochQealitat
erforderlich (LEITCH et al. 1994). Bei den Praparationen ist es aber nurenigen Fallen
gelungen, das gesamte Genom mit der vollstandigema® an Chromosomen von der

tetraploiden Art sichtbar zu machen, was bereisrBcH (2000) festgestellt hat.

Im Falle der ,allo*autopolyploiden Bildung der taploiden ArtA. multiculmiswurde bereits
diskutiert, dass aus karyologischer Sicht die dggoArt A. elegantissimasehr sicher am
Genom beteiligt ist. Die durchgefuihrten Hybridisiegen haben diesbezlglich gezeigt, dass
die Verwendung einer Biotin-markierten Sonde ausR¥A von A. elegantissimau einer
Hybridisierung mit 14 Chromosomen im Genom vanmulticulmisgefiihrt hat. Die Signale
waren zwar gut zu erkennen, aber da die QualitaMigaphase-Platten zu winschen Ubrig
lie3, wurde dies nicht dokumentiert.

Es wurde bereits erlautert, dass aus karyologisSidtt Ungereimtheiten Uber den zweiten
parentalen Elternteil existieren, aber die Vermgamsich aufA. tenoreioderA. cupaniana
konzentrieren. Aufgrund der karyologischen ErgetmisiurdeA. cupanianabevorzugt in
Betracht gezogen und weitgehend durch die AnalgeeiRAPD-Bandenmuster bestatigt.
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Bei FRIESEN et al. (1997b) konnte der gemeinsame Einsatz der RARD-GISH-Methode
dazu verwendet werden, die parentalen Arten voig@&mnwichtigen Kulturarten aus der
GattungAllium zu identifizieren und den hybridogenen Ursprungvetfizieren. Da keine
Einigkeit Uber die parentalen Elternteile vorlagdumerschiedene Eltern vorgeschlagen
wurden, hat sich die Anwendung der GISH als besandeeignet erwiesen KFESEN et al
1997D).

In einer weiteren Untersuchung innerhalb der Gatilium konnten RIESENet al. (1997a)
durch die gleichzeitige Verwendung der GISH- und FRAAnalysen den hybridogenen
Ursprung vonAllium altyncolicumkléaren. Da bei dieser Art die meisten morpholdggsc
Charaktere genau zwischen denen ihrer potenti&llemnarten liegen, hat sich dies auch auf
molekulargenetischer Ebene im Fehlen von Sequeiatiesr und damit in einer geringen
genetischen Divergenz widergespiegelt. BesonderEawsatz der GISH hat gezeigt, dass
sowohl das Genom voA. schoenoprasunals auch das Genom vak ledebourianuman

demjenigen vor\. altyncolicumbeteiligt ist.

In der Literatur gibt es insgesamt zahlreiche Beliéy einen erfolgreichen Einsatz der GISH,
die nach RINA & RANI (2001) eine breite Anwendung findet, wenn man weatwandte
Genome in Hybrid-Pflanzen unterscheiden will. Dietviicklung der Genomischein situ-
Hybridisierung hat nachditcH & BENNETT (1997) neue Einblicke in den Ursprung und die
Evolution von polyploiden Genomen wie z.B. der ptityploiden Art Millium montianum
geliefert.

Relativ frih haben RAMTHAWAT-JONSSON et al (1990), LEiITcH et al (1990) sowie
SCHWARZACHER et al (1992) anhand dieser Methode eine Unterscheitiwamnomisch sehr
nah verwandter Arten in den Gattundgéordeumund Secalebzw. den Nachweis von Fremd-
Chromatin beilriticum aestivunvorgenommen. MscoNEet al. (1996) und M et al. (2000)
haben die GISH erfolgreich eingesetzt, um bei denphadiploiden Tabak Nicotiana
tabacum die beiden Sub-Genome und z.T. die potentiellégrizarten zu identifizieren.

BELLIN & STRuUSS (1998) konnten anhand der GISH-Experimente diesridtrten der
amphidiploiden ArtenBrassica juncea(AABB, 2n=36) undBrassica carinata(BBCC,
2n=34) identifizieren. SOWDON et al (1997a, 1997b) haben die GISH fiur die Identifixat
und Charakterisierung von parentalen Genom-Kompenein Hybriden von Rap®(assica
napug eingesetzt, und die Ergebnisse korrelieren mitedevon ELLIN & STRUSS (1998).
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SHIBATA & HizumeE (2002) konnten anhand der Methode in der allodigio Art Allium
wakegi das Genom vorAllium cepaund das Genom vorllium fistulosum eindeutig

unterscheiden.

Insofern lagen bei der Bearbeitung der Gatténiiga und insbesondere béi. multiculmis
hohe Erwartungen in dieser Methode. Leider fihee Hinsatz der tbrigen, als mégliche
Elternarten anzusehenden diploiden Arten zu keifggebnis, was an den unzureichend
gequetschten Chromosomenpraparaten gelegen habete ko

Da die GISH eine sehr komplexe Methode darstelifjnkman vielfaltige Grinde fur ein
MiR3lingen bei einer Untersuchung anbringen. Eingamiigende Vorbehandlung mit den
Enzymlésungen reicht aus, um nur unzulanglich getgte Metaphase-Kerne zu erhalten, die
maoglicherweise nach der Hybridisierung kein Sigreiben. Auch die richtige Enzymlésung
spielt eine wichtige Rolle. In einigen Fallen (z&HWARZACHER et al 1992; MoSCONEet

al. 1996; SiowbpoNet al. 1997; BELYAYEV & RASKINA 1998; FucHset al 1995; FuicHset al
1998; BELYAYEV et al 2001) fuhrt die Verwendung einer Enzymlésung @edulase und
Pectinase zu einem entsprechenden Erfolg, in andgén¢ersuchungen (z.B.REESENet al
1997a; RIESEN et al. 1997b; SIBATA & Hizume 2002) wird die Zusammensetzung aus
Cellulase und Pectolyase bevorzugt. Fur die GatAirg kann festgestellt werden, dass die
Enzymlosung fur eine erfolgreiche Mazeration audlu@se, Pectinase und Pectolyase
bestehen muss.

Bei der Markierung mit den immunogenen MolekulewotBi und Digoxigenin, die sich mit
entsprechenden Antikorper-Farbstoff-Konjugaten naben lassen, konnen ebenso Fehler
auftreten, wie bei den Bedingungen fur die Denaturig oder die Stringenz-Waschung, die
von Art zu Art verschieden sein kbnnen.

Bei einem durchgefuhrten Einzelnachweis kann deeihian unmarkierter Blocking- bzw.
Kompetitor-DNA zu gering gewesen sein, so dassrejpetitiven Sequenzen unzureichend
geblockt worden sind und zu viele unspezifische ridlgfierungen stattgefunden haben, die
letztlich keine eindeutigen Signale mehr zulas$ies haben auchrRFESEN et al (1997a)
festgestellt. Eine Verstarkung von zu schwachewrekzenzsignalen kann man nackkBL

et al (1986) aber durch eine Amplifikation erreicherj der im Falle des Biotin mit einem

Anti-Avidin-Antikérper (Goat-anti-avidin~biotin), & mit Biotin konjugiert ist, inkubiert und



4. Diskussion 157

danach erneut mit Avidin behandelt wird, welche$ d@m Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt
ist.

Es bietet sich an, fiur die Untersuchung der Artmulticulmisanhand der GISH weitere
Bedingungen auszutesten und einzelne ParameteittSdnrSchritt zu Uberprifen und zu
verbessern. Diesbeziiglich bietereN#GARIU et al. (2001) einige Vorschlage fur die
Herstellung von Chromosomenprdparaten an. In zZahbe Protokollen kann man
Informationen bezuglich der Chromosomen-Vorbergjam erhalten, wobei jede
Arbeitsgruppe die eine oder andere Abwandlung fi#& ‘derbesserung der jeweils zu
bearbeitenden Taxa vornimmt.

Eine Abwandlung des hier angewandten ProtokollehésiAnhang Kapitel 7.2) konnte
moglicherweise zu einer verbesserten AnalyseAbenulticulmisfihren. Aber KbDKINSON et

al. (2000) haben im Rahmen ihrer Untersuchungen zumil8n der Genom-Organisation in
der Poaceen-Gattuniliscanthusdie Feststellung gemacht, dass die Fluoreszenzitu-
Hybridisierung nicht in der Lage war zwischen denschiedenen parentalen Genomen, die in
Miscanthus x giganteusorkommen, zu unterscheiden. Dies deutet ihremifteg nach darauf
hin, dass diese zwei parentalen Genome sich aufrdeetitiven DNA-Level immer noch
extrem ahnlich sind. Dieser Umstand kdnnte auch dés Genom vorA. multiculmis
zutreffen.

Dennoch hat sich fur die GattuAgra die Technik dein situ-Hybridisierung, und hier im
speziellen die Genomisché sitwHybridisierung als eine aussagekraftige Methode
herausgestellt. Zumindest im Falle véAn caryophylleahat sich eindeutig die Mdglichkeit
ertffnet, DNA-Sequenzen in Form der potentiellereElarten in Zellkernen bzw. anhand der

Chromosomen der allopolyploid entstanden Hybridehntsar zu machen.

Basierend auf einer zusammenfassenden Betrachtilerg Eagebnisse der verschiedenen
Bereiche der Methodik kann man folgende Aussagerer tblie phylogenetischen
Zusammenhénge innerhalb der Gattémg treffen.

Die Morphologie laRt keine Schlisse Uber die Ehtstg der tetraploiden Arter\.
caryophylleaund A. multiculmiszu, aber im Rahmen der karyologischen Untersuatmung
konnten Hinweise auf eine Beteiligung der diploidarien A. elegantissimamit dem
Karyotyp [A] und A. praecoxmit dem Karyotyp [B] an dem Genom vén caryophyllea

[AB] erbracht werden. Ebenso ist es sehr wahrstibbindass beA. multiculmis[AA] ein
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verdoppelteA. elegantissimdaryotyp vorliegt (ABERS 1978b), wobei die weitere Elternart
noch unbekannt bleibt. Durch die RAPD-Analysen kenmezeigt werden, dasA.
caryophylleasowohl mitA. elegantissimals auch mitA. praecoxwichtige Marker-Banden
teilt, die auf eine enge Verwandtschaft schlie(zmsdn. BeA. multiculmishat sich nebeA.
elegantissimaehr starld. cupanianaals Elternart herauskristallisiert.

Letztendlich haben die GISH-Analysen eindeutig diexchweis fur eine Beteiligung voh.
elegantissimaind A. praecoxan dem Genom voA. caryophylleaerbracht, wohingegen bei

A. multiculmisbisher nuA. elegantissimaetektiert werden konnte.

Aufgrund dieser Aussagen kann man folgendes Schaimex Hypothese zur Phylogenie

prasentieren:

A. praeco [B] A. elegantissinm [A] A. cupanian [A]

&
L4
Ld
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L4
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A. caryophylle [AB] A. multiculmi: [AA]
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5. Zusammenfassung

Arten der Gattuncpira L. (Poaceae) wurden anhand morphologischer, kagysther und
molekulargenetischer Methoden sowie durch Genomaisah situ-Hybridisierungen
untersucht. Diese Studie sollte eine bessere HKilessiung der Gattung ermdglichen und
Ruckschlisse auf die parentalen Genom-Komponemtetettaploiden Arte. caryophyllea

undA. multiculmiszulassen.

a) Die Einteilung der annuellen Arten der Gattéag nach ABERS & BuTzIN (1977) in

die drei Sektionen Trichodaera, Euaera (Aira) ugdnBera basierend auf der Rispenform
und der Ahrchenstiellinge hat bis heute GiiltigkBile Gattung ist durch gemeinsame
morphologische Merkmale sehr stabil, die einzelAgten unterscheiden sich durch kleine
Abweichungen voneinander. Einzig praecoxst durch ihre zusammengezogene Rispenform
deutlich von allen anderen Arten der Gattung albeyegr wodurch ihre Zuordnung als einzige
Art zur Sektion Pycnaera gerechtfertigt ist.

Der Verbreitungsschwerpunkt der Gattukica liegt in der Mediterraneis mit einer deutlichen
Radiation in Richtung Mitteleuropa. Die polyploid@nten sind in ihrer Verbreitung weiter
ausgedehnt als ihre diploiden Vorfahren, da siechldugine erhdhte Flexibilitdt in der

Expression ihres Genoms Vorteile bei der Besiedeheuer Standorte haben.

b) Die Karyotypanalysen an den Arten der Gattuhiga haben entscheidend zum
Verstandnis der phylogenetischen Zusammenhangetbsjgn. Anhand der karyologischen
Untersuchungen kénnen die diploiden Art&nelegantissima, A. tenorend A. cupaniana
dem symmetrischen Karyotyp [A] und die AW. praecox aufgrund ihres leicht
asymmetrischen Karyotyps dem Typ [B] zugeordnetierr

Die durch Allopolyploidie entstandene tetraploide A. caryophylleabesitzt den Karyotyp
[AB], der aus der Verschmelzung der beiden GenooreA: elegantissimaind A. praecox
hervorgegangen ist. Die Karyotypen vaAnpraecoxundA. elegantissimarscheinen in dem
Genom von A. caryophylleawider. Im Zuge der neutralen Amphiplastie habee di
Chromosomen der Ausgangsgenome eine Verkleineromgsénom der tetraploiden Art

erfahren.
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Die ebenfalls tetraploidd. multiculmiskénnte im Rahmen der ,Allo“autopolyploidie durch
die Hybridisierung zweier Arten entstanden seine diem A. elegantissimdyp [A]

angehoren und groRe Ahnlichkeiten in der Chromosmonogphologie zeigen.

c) Obwohl die ringférmige Chloroplasten-DNA fiur ssgmatische Zwecke von primarer
Bedeutung ist, hat die Sequenzierungtddt-F Region fur die Arten der Gattugra einen
sehr begrenzten taxonomischen Wert. Durch die geridivergenz im Alignment der Arten
ist keine eindeutige Gruppierung moglich. Erklarlstr dies durch viele Autapomorphien
innerhalb der Gattung. Die Sequenzen der ITS-Redes Kerngenoms zeigen insgesamt
mehr Divergenzen im Alignment, aber eine Inkongeuder MP- und ML-Baumtopologien
lant Zweifel an der Zuverlassigkeit der Sequenzdatgfkommen. Der ITS-Marker deutet
jedoch auf eine Monophylie der GattuAia hin.

Die RAPD-Marker sind geeignet, um die Arten dert@ag Aira zu definieren. Jede Art
zeichnet sich durch deutlich verschiedene Bandetenasis. Im Falle voi\. caryophyllea
konnen Hinweise auf die Beteiligung vén praecoxund A. elegantissiman ihrem Genom
erbracht werden. In Bezug aAf multiculmiskristallisiert sich nebe\. elegantissimalie
diploide ArtA. cupanianaanhand der RAPD-Amplifikationsprofile heraus.

d) Anhand der Genomischen situ-Hybridisierung konnte bei der tetraploiden Akt
caryophyllea eindeutig ein Nachweis fir den Ursprung aus deidene GenomenA.
elegantissimaund A. praecoxerbracht werden. Bé\. multiculmisist die Beteiligung vorA.
elegantissimaicher, die Detektion der zweiten Elternart bloether ohne Erfolg.
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7.1 Abkiirzungsverzeichnis
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PAUP
PCR
RAPD
rDNA
RI
RNA
RT

SAT
s.0.
SSC
Ssp.
Tab.
TBR
TRIS
tRNA

u.a.
U/min
uv

v/iv

Vol.

w/v

z.B.
z.T.

Phylogenetic Analysis Using Parsimony

Polymerase Chain Reaction

Random Amplified Polymorphic DNA

ribosomale DNA
Retention-Index
Ribonukleinsdure
Raumtemperatur

siche

Seite

Satellit

siche oben

Small Single Copy-Region
Subspezies

Tabelle

Tree Bisection and Reconnection
Tris-(hydromethyl)-aminomethan
Transport-DNA

Unit (uMol Umsatz / min)
unter anderem
Umdrehungen pro Minute
Ultraviolett
Volumenprozent

Volt

Volumen
Gewichtsprozent
Basischromosomenzahl
zum Beispiel

zum Teil
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7.2 _Protokoll fiir die Genomische in situ-Hybridisierung

7.2.1 Chromosomen-Priparation, Waschschritte u. Enzymbehandlungen

(1) Super Frost Objekttriger griindlich unter Verwendung eines Reinigungsmittels reinigen,
mit destilliertem Wasser spiilen, mit Isopropanol versehen, in 96%igem Ethanol
aufbewahren und vor der Verwendung im Abzug staubfrei trocknen.

(2) Fixierte und in Ethanol auftbewahrte Wurzelspitzen fiir 30 min. in 0,01M Natrium-Citrat-
Puffer waschen

(3) Enzymverdau in einem Gemisch aus 2,5% Pectolyase, 2,5% Pectinase und 2,5% Cellulase
in 0,01M Natrium-Citrat-Puffer fiir 20-30 min. bei Raumtemperatur

(4) Enzym-Losung mit einer Pasteurpipette abziehen

(5) 3 x 10 min. in Natrium-Citrat-Puffer bei Raumtemperatur spiilen

(6) Keimlinge mit feiner Pinzette auf gereinigte und getrocknete Objekttréger iiberfiihren, die
Wurzelspitzen in einem Tropfen 45%iger Essigsdure abtrennen und kurz inkubieren
lassen

(7) abgetrennte Wurzelspitzen in 45%iger Essigsdure unter einem Deckglas ohne Erhitzen
quetschen

(8) OT mit Zange in fliissigen Stickstoff tauchen und Deckglas mit einer Rasierklinge
absprengen

(9) Préaparate 10 min. in 96%igem Ethanol inkubieren

(10)  OT lufttrocknen lassen

(11)  Prédparate im Phasen-Kontrast bei max. 400facher VergroBerung auf Verwendbarkeit
hin untersuchen

a) Mit ,England-Finder“ die Position guter Zellkern-Bereiche auf dem OT
bestimmen
b) Lage der Zellmasse auf der Riickseite der OT mit Diamant-Stift markieren

(12)  OT bis zum Gebrauch in einer Kiivette mit Glycerin bei 4°C oder in einem Priparate-
Kasten bei —20°C lagern

(13)  Auswahl der besten Chromosomen-Priaparate und Beschriftung mit der einzusetzenden
Sonden-Kombination (Bio oder Dig)

(14)  Spiilen: in Glycerin gelagerte Praparate fiir 3x 20 min. in 2xSSC bzw. im Eisfach
aufbewahrte Praparate fiir 10 min. in 2xSSC
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(15) RNase-Behandlung : pro OT 100ul ansetzen, bestechend aus 10ul RNase
(Stammlosung 500ug/ml, DNase-frei), 10ul 2xSSC und 80ul Aqua dest.
= 95l der verdiinnten RNase auf jedes Priparat pipettieren
= OT mit einem Deckglas 24 x 60 mm bedecken
= 40 min. bei 37°C in einer Feuchtekammer inkubieren
(16) Waschen: ohne Deckglas fiir 3 x 5 min. sowie 1 x 20 min. in 2xSSC
(17)  Proteinase K-Behandlung: Proteinase-Puffer aus 1ug/ml Proteinase K in 20mM
TrisHCI (pH 7,5) und 2mM CaCl,; pro OT 100ul Enzyml6sung ansetzen
= 95ul der verdiinnten Proteinase K-Enzymlosung auf Priparat tropfen
= mit Deckglas 24 x 60 mm bedecken
= 15 min bei 37°C in einer Feuchtekammer inkubieren
(18)  Waschen: ohne Deckglas fiir 3 x 5 min. in 2xSSC
(19) Paraformaldehyd: Zwischenfixierung der Chromosomenspreitungen auf dem OT in
frisch angesetztem Fixativ (2g Paraformaldehyd in 50ml 2xPBS) fiir 10 min. bei
Raumtemperatur
(20)  Waschen: ohne Deckgléser fiir 3 x Smin in 2xSSC
(21)  Alkoholreihe: je 5 min. in 70% , 90% und 96%igem Ethanol entwéssern

(22) Préparate an der Luft trocknen lassen, bis die DNA-Sonden vorbereitet sind

7.2.2 DNA-Vorbereitung
7.2.2.1 Blocking-DNA
(1) Zu DNA-Proben 1ml TE-Puffer zufiigen, Losen des DNA-Pellet durch Vortex
(2) RNase-Behandlung (RNase-Konzentration 100pul /ml in 2xSSC):
= bewirkt Abbau der storenden RNA
= 100ul RNase zugeben, damit eine Konzentration von 10pg / 1000ul
vorliegt
= Proben bei 37°C fiir 30 min. inkubieren
(3) Agarose-Gel: zur Uberpriifung der erfolgreichen RNase-Behandlung
(4) Testreihen fiir den Einsatz des Enzyms DNase I
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Tabelle 7.1: Pipettierschema mit der Probe Aira cupaniana54.
Test tiber unterschiedliche Mengen des Enzyms DNase I (Konzentration:

0,01mg/ml) bei gleichbleibender Einwirkzeit.

Probe 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
2ug oder 2000ng Sul Sul Sul Sul Sul Sul Sul Sul Sul Sul
DNA

10x DNase- 3ul 3ul 3ul 3ul 3ul 3ul 3ul 3ul 3ul 3ul
Reaktionspuffer

H,0 21,9ul | 21,8ul | 21,7pul | 21,6pl | 21,5u] |21,4pl [21,3pl [21,2p] | 21,1pl | 21pl
DNase-Zugabe 0,1pl {0,2ul | 0,3ul |0,4ul |0,5u1 |0,6ul |0,7ul |0,8ul |09ul | 1pul
(0,01mg/ml)

Endvolumen 30ul  [30ul  |[30pul | 30ul  [30pl  [30pl | 30pl | 30ul |30pl | 30ul

Zeit, nachdem 1pl | Imin. | lmin. | lmin. |lmin. [lmin. [Ilmin |1 min |1 min | Imin | lmin
EDTA (0,5M)
zugegeben wird
15 min. bei 65°C

Tabelle 7.2: Pipettierschema mit der Probe Aira praecox]1.
Test tiber gleichbleibende Enzymkonzentration und -menge (1pl) bei

unterschiedlichen Einwirkzeiten von 1-10 min.

Probe 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
2pg oder 2000ng | 1pl Tl Tl Tl Ipl Ipl Ipl Il 1l Ipl
DNA

10x DNase- Sul Sul Sul Sul Sul Sul Sul Sul Sul Sul
Reaktionspuffer
H,0 8ul 8ul 8ul 8ul 8ul 8ul 8ul 8ul 8ul 8ul

DNase [-Zugabe Ipl Tl 1l 1l Ipl Ipl Ipl 1l 1l Ipl
(0,01mg/ml)
Endvolumen 15ul | 15ul | 15pl | 15pl [ 15pl [ 15pl [ 15pl [ 15pl | 15pl | 15pl

Zeit, nachdem 1yl | Imin. |2min. |3min. |4min. |S5min. |6min |7min. |8min. |9min. | 10min
EDTA (0,5M)

zugegeben wird
15 min. bei 65°C

(5) Versuchsreihen haben gezeigt, dass sowohl die kiirzeste Einwirkdauer von 1 min. als auch
die geringste Enzymkonzentration (0,1ul bei 0,01lmg/ml) zu verwenden ist, da dies beste

Fragmentierung der DNA erzielt.
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7.2.2.2 Markierung und Uberpriifung der Sonden-DNA
(1) RNase-Behandlung (RNase-Konzentration 100pl /ml in 2xSSC) der Sonden-DNA:
= Proben bei 37°C fiir 30 min. inkubieren
(2) Agarose-Gel zur Uberpriifung der RNase-Behandlung
(3) Markierung anhand der Nick-Translation mit Biotin- bzw. Digoxigenin-,,Nick Translation
Mix fiir in situ Sonden* nach folgender Standard-Markierungsreaktion:
a) 1-1,5ug Substrat-DNA in 16l sterilem bidest. H,0 mit 4ul DIG- bzw. Biotin-Nick
Translation Mix mischen und kurz abzentrifugieren

b) Bei 15°C fiir 90 min. inkubieren

Folgende Abweichung vom Standard-Protokoll wird vorgenommen:
(4) Nach dem Inkubieren mit sterilem bidest. H,0 auf ein Gesamtvolumen von 50ul auffiillen
(5) Erfolg der Markierungsreaktion vor dem Abstoppen iiber ein Agarose-Gel testen
= 1/10 des jeweiligen Reaktionsvolumens mit Gel-Ladepuffer vermischen
= 3 min. bei 95°C denaturieren
= 3 min. auf Eis
= Proben auf 1%igem Gel mit geeignetem Marker (0-10 000bp) tiberpriifen
(6) Die Reaktion wird abgestoppt, wenn die Proben eine Fragmentgrofle zwischen 200-500bp
erreicht haben (ansonsten weiter bei 15°C inkubieren):
= 1ul EDTA (0,5M) pro 20ul Reaktionsvolumen zufiigen
= 10 min. bei 65°C erhitzen
(7) Ethanolfillung zur Abtrennung der nicht eingebauten Nukleotide:
= 2,5ul Natrium-Azetat (3M) pH 5,2
= 130ul eiskaltes Ethanol (99%)
= bei —20°C {iber Nacht im Eisfach zur Féallung kommen lassen
(8) nach Sonden-Markierung:
= Proben 30 min. bei 14 000 U/min. bei 4°C zentrifugieren
Ethanol abgief3en
100-130ul  70%iges Ethanol (-20°C) zufiigen
15 min. bei 14 000 U/min. bei 4°C zentrifugieren

4 4 4 0

Ethanol abgieBen und Tubes lufttrocknen lassen (wenn nétig abdecken und

vor Licht schiitzen)
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(9) trocknes Pellet in 50ul Aqua dest. 16sen, 45 min. bei 30°C schiitteln
= vorliegende Konzentration: ca. 20-30ng/pl
(10)  Vorbereitung fiir Hybridisierung:
= 2pl Aqua dest. in 1,5ml-Tubes pipettieren
= 3ul Sonde zufiigen fiir eine Konzentration von mind. 50ng/ul
= sollte sich spéter herausstellen, dass die Signale der Hybridisierung zu
schwach waren, dann muss die Menge der Sonde erhoht werden
(11)  Eventuell zu markierter DNA auch Blocking-DNA im Verhéltnis 1:10 zugeben, d.h.
zu 50ng/ul Sonde gut 500 ng/ul Blocking-DNA
(12)  Alternativ zur Vakuumzentrifuge Proben iiber eine Ethanolfdllung trocknen,
= dann zusétzlich tRNA aus E. coli zugeben
= Ansatz aus 2ul H,0, 3ul Sonden-DNA, 1ul tRNA (10ug/ul), 44ul H,0,
2,5ul Natrium-Azetat (3M) und 130pul1 Ethanol (96%) herstellen
Proben iiber Nacht bei —20°C fillen
45 min. bei 15 000 U/min und 4°C zentrifugieren, Uberstand verwerfen

Pellet in 100u1 eiskaltem Ethanol (70%) waschen

4 8 0 0

30 min. bei 15 000 U/min und 4°C zentrifugieren, Uberstand verwerfen
= Proben lufttrocknen lassen
(13)  Trockenes Pellet in Spl reinem Formamid (100%ig) aufnehmen, 45 min. schiitteln
(14)  5ul DS 20 (restliche Komponenten des Hybridisierungsmix) zufiigen, 30 min.
schiitteln
(15) Proben kurz anzentrifugieren

(16) 5 min. bei 95°C denaturieren, dann sofort auf Eis

7.2.3 In situ-Hybridisierung
(1) 10pl der markierten DNA-Sonde auf entsprechendes Chromosomen-Préparat auftragen
(2) aufgelegtes Deckglas (22 x 22 mm) aulen herum mit Fixogumm abdichten, ca. 20 min.
trocknen lassen
= wenn fluoreszenzmarkierte Sonden verwendet wurden, diese vor

Lichteinfall schiitzen
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(3) Proben auf den Objekttragern fir 4 min. auf einen vorgeheizten Heizblock mit 80°C
denaturieren. Ein vorheriger Denaturierungstest hat gezeigt, dass 4 min. die optimale Zeit
darstellt.

(4) Nach der Denaturierung Objekttrdger in vorgewdrmte Feuchtekammer geben, so dass bei

37°C uber Nacht die Hybridisierung stattfinden kann.

7.2.4 Detektion
(1) Stringenz-Waschungen der OT in 42°C warmen Wasserbad
3 x 5 min. in SF 50 Puffer (Losung A)
2 x 5 min. in 2xSSC (Losung B)
I x 5 min. in 4xSSC (pH 7,0) mit 0,05% Tween-20 ( Lésung 4T)
(2) Blockieren mit der Losung BB (BSA, Tween-20, 4xSSC)
= 20-27ul der Losung auf die Objekttriager geben
= 30 min. bei 37°C in einer Feuchtekammer inkubieren
(3) OT in Puffer 4T fiir 1 x 5 min. bei 42°C im Wasserbad waschen
(4) Detektion der markierten Sonden:

1. mit Biotin markierte Priiparate und

I11. mit Biotin und Digoxigenin marKkiertenPriparate:

= Avidin~Texas Red (ATR) 1:1000 verdiinnen in Lésung BB (0,1u1/100ul)

= Angesetzte Verdiinnung auf Eis stellen und dunkel halten

= 90 ul der Verdiinnung auf OT geben und mit Deckglas bedecken

= 30 min. bei 37°C in einer Feuchtekammer
(5) Waschen in 42°C warmen Wasserbad

= 2 x Smin. in 4T-Puffer

= 1 x Smin. in TNT-Puffer zur Herabsetzung der Oberfldchenspannung
(6) Verstiarkung des Signals (Biotin-Préparate) bzw. Detektion (Digoxigenin-Préparate)

I. mit Biotin markierte Priiparate:
= Goat-anti-avidin~biotin (GAAB) 1:200 verdiinnen in TNB-Puffer
(0,5u1/100pl)
= 90ul auf OT auftropfen und mit Deckglas bedecken

I1. mit Digoxigenin markierte Priparate:
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= Mouse-anti-digoxigenin (AD) 1:250 in TNB-Puffer verdiinnen
(0,4ul/100ul)
= 90ul auf OT auftropfen und mit groem Deckglas bedecken
I11. doppelt mit Biotin und Digoxigenin markierte Priiparate:
= Goat-anti-avidin~biotin 1:200 und Mouse-anti-digoxigenin 1:250 (GAAB /
AD )in TNB-Puffer verdiinnen

= 90ul auf OT pipettieren und mit Deckglas bedecken
= 30— 60 min. bei 37°C in Feuchtekammer und Wérmeschrank inkubieren
(7) Waschen in 42°C warmen Wasserbad
= 3 x 5 min in TNT-Puffer
(8) Weitere Detektion:
I. mit Biotin markierte Priiparate:
= Wie oben inkubieren in Avidin~Texas Red (ATR) (1:1000, 0,1ul/100ul)
= 90ul auf OT auftropfen und mit Deckglas bedecken

11. mit Digoxigenin marKkierte Priparate:

= Goat-anti-mouse Alexa 488 1:200 in TNB-Puffer verdiinnen (0,511/100ul)

II1. doppelt markierte Priiparate:
= Avidin~Texas Red (ATR) (1:1000, 0,1ul/100ul) und Goat-anti-mouse
Alexa 488 (1:200, 0,5u1/100ul) In TNB-Puffer verdiinnen

= fiir 30 min. bei 37°C in Feuchtekammer und Wéarmeschrank inkubieren
(9) Waschen bei 42°C fiir 3 x 5 min. in TNT-Puffer, um die OT von den iiberschiissigen
Detektionslosungen zu befreien
(10)  Gegenfirben mit dem VECTASHIELD Hard-Set Mounting Medium mit DAPI
= 7,5ul Losung OT geben und mit Deckglas bedecken
= Préparate bis zur Betrachtung dunkel halten
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7.3 Alignment von Arten der Gattung Aira

7.3.1 Alignment der frnL-F Region

#NEXUS

BEGIN DATA;

DIMENSIONS NTAX=8 NCHAR=859;
FORMAT MISSING=. GAP=- INTERLEAVE DATATYPE=DNA ;
OPTIONS MSTAXA=UNCERTAIN ;

MATRIX

[
[

Poapratensis1
Acaryophylleal8
Acupaniana31
Aeclegantissima2
Aeclegantissima7
Amulticulmis3
Apraecox15
Aprovincialis5

[
[

Poapratensis1
Acaryophylleal8
Acupaniana31
Aelegantissima2
Aeclegantissima7
Amulticulmis3
Apraecox15
Aprovincialis5

[
[

Poapratensis1
Acaryophylleal8
Acupaniana31
Aelegantissima2
Aelegantissima?7
Amulticulmis3
Apraecox15
Aprovincialis5

[
[

Poapratensis]
Acaryophylleal8
Acupaniana31
Aelegantissima2
Aelegantissima?7
Amulticulmis3
Apraecox15
Aprovincialis5

30

------------------- TCC--=---CC AAACCC -~ - === m e e
ATTCAAAAAAGGGCAATCCTCGCAGCC- AA ATCCGTG -TTTTGAGAAAACAAG - - GGGGT

Intergenic spacer

]

]
ATT -AAAWAAGGGCAATCCTCSCWGCC-AWATCCGTGGTTTTGAGAAAACAAG - - GGGGT [56]
ATT -AAAAAAGGGCAATCCT - GAGCC- - AAATCCGTG - TTTTGAGAAAACAAG - - GGGGT [53]
ATT -AAAAAAGGGCAATCCT - GAGCC- - AAATCCGTG - TTTTGAGAAAACAAG - - GGGGT [53]
CTSTGAGAGGGCGCRTCTCT C GAGCTSTS AGCATGTGTRTA .GTGAG TG TATCTCACGWC [60]
-------- AAAGGGCAATCCT - GAGCHC-AAATCCGTG — TTTTGAGAAAA CAAG - -GTGGT [48]
Eitbccooocoos AGACA c=scsoccos oo N TATGAGAAGA - AAG - -AGA- - [23]
“—  TrnL Gene <_|_> Intergenic spacer —>

70 80 90 100 110 120]
--------------------------------------------------------------------------- [11]
KC - TCGAACTASAATACAAAGGAAAAGGA TAGG TGCAGARACTCAATGGAA GCGGTTCTA [115]
KKCTCCAAMTASAATACAAARGAAAAGGWTWKGTKCAGWGRCTCAATGGGAGCKGTTCYM [116]
TC - TCGAACTAGAATACAAAGGAAAAGGA TAGGTGC AGAGACTCAATGGAAGCT GTTCYA — [112]
TC - TCGAACTAGAATACAAAGGAAAAGGA TAGGTGC AGAGACTCAATGGAAGCT GTTCTA [112]
ACATCGC TCTAGTATATAGW .RT ATATR T TWTGTKYATAGA CTCACTGTGT GCK GTTCTM [120]
TC - TCGAACTAGAATACAAAGGAAAAGGA TAGGTGC AGAGACTCAATGGAAGCT GTTCTA [107]
—————— GAACTAGAATAGAAAGGAAAAGGATAGGTGC AGAGACTCAATGGAA GCT GTTCTA [78]
< Intergenic spacer >
130 140 150 160 170 180]
-------------------------------------------------------------------------- [11]
ACGAATCGAGTCAATTATC GTA GTGTTGTYAGTGGAATTCCTTCACAAATTCGAGARACG [175]
RCGAATCSASTC AATTA - CGYWGTGTTGTTAGTGGARTTCCTTCA - AAATTC GAGGRGAG [174]
ACGAATCGAGTTAATTA - CGTT GT GTTGTTAGTGGAATTCCTTCA - AAATTCGAGAA- AG [169]
ACGAATCGAGTTAATTA - CGTT GT GTTGTTAGTGGAATTCCTTCA - AAATTCGAGAA- AG [169]
GCGTATCGAGTSWAT -GWCTCR GTGTTGTTAGTGGAGTTCCKTC - CAAATTCGAGG -GAK [177]
ACGAATCGAGTTAATTA - CGTT GT GTTGTTAGTGGAATTCCTTCT T AAATTCGAGAA-AG [165]
ACGAATCGAGTTAATTA - CGTT GT GTTGTTAGTGGAATTCCTTC - CAAATTCGAGAA -AG [135]
D Intergenic spacer —>
190 200 210 220 230 240]

----------------------------------------------------------------------- [11]
AAGGGTTTYATACATCTAATAAGCGA CATATAGATACTGTACATA GCAAA - CGATTAAT - [233]
AAGGGTTTTATACATCYAATAAGCAC ATTATAGATACTG -WCATWGCAAWACGATTAATA [233]
AAGGGTTTTATACATCTAA TAAGCACAT - ATAGATACTG -ACATA GCAAA - CGATTAAT - [225]
AAGGGTTTTATACATCTAA TAAGCACAT - ATAGATACTG -ACATA GCAAA - CGATTAAT - [225]
AAGGGTTTTATACATCTAA TAARGASA - TATAGATACTG -AMATA GCAAAC DGWTATWW [235]
AAGGGTTTTATACATCTAA TAAATGCAT - ATAGATACTG -ACATA GCAAA - CGATTAAT - [221]
AAGGGTTTTATACATCTAA TAAGCACAT - ATAGATACTG -ACATA GCAAA - CGATTAAT - [191]
<+ —>

184
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[ 250 260 270 280 290 300]
Poapratensis] =~ - -------oom e TCC TTTAT TCCCT----------- AACTT --- ATA [32]
Acaryophylleal8 CACAG -AACC TAT AT AATAA TA T AGAT TC TTTAT TCTTTTTAAAAATG AAA TTTGARRTA [292]
Acupaniana31 CACAGCAACC TAT ATWATAA TA T AGAWTCYTTAT TCTTTTTT AGARTG AAA TTTGAGRTA [293]
Aelegantissima2 CACAG -AACC TAT AT TA TAA TA T AGAT TCTTTAT TCTTTTTT AGAATG AAA TTTGAAATA  [284]
Aelegantissima7 CACAG -AACC TAT AT TA TAA TA T AGAT TCTTTAT TCTTTTTT AGAATG AAA TTTGAAATA [284]
Amulticulmis3 CAMWRWAVSWWYM-TTW TAWYWTAKWTTSHTTWDTCHYTYKHMRADWGAAATKBGAATA  [294]
Apraecox15 CACAG -AACC TAT AT TA TAA TA T AGAT TCTTTAT TCTTTT T TAGAATG AAA TTTGAAATA  [280]
Aprovincialis5 CACAG -AACC TAT AT TA TAA TA T AGAT TCTTTAT TCTTTT T TAGAATG AAA TTTGAAATA  [250]

< Intergenic spacer >
[ 310 320 330 340 350 360]
Poapratensis1 [ e T e [33]
Acaryophylleal8 GAAATGA- - - === - s oo [299]
Acupaniana31 GGGATGRT TAT TAART AAATAAAAA ATT CAGAATTTTT TT TAGAA TTAWTGTGAAAAAAA [353]
Aelegantissima2 GAAATGAT TAT TAAAT AAATAAAAA ATT CAGAATTTTT TT TAGAA TTA TTGTGAATMCAT [344]
Aelegantissima7 GAAATGAT TAT TAAAT GAATAAAAA ATT CAGAATTTTT TT TAGAA TTA TTGTGAATCCAT [344]
Amulticulmis3 RMARKKAWKAWTAAAWMAATMRDWMWBWMTKWWTTTTHKWWAKCWWT TGAAHTCCA [354]
Apraecox15 GAAATGAT TAT TAAAT AAATAAAAA ATT CTGAATTTTT TT TA GAA TTA TTGTGAATCCAT [340]
Aprovincialis5 GAAATGAT TAT TAAAT AAATAAAAA ATT CAGAATTTTT TT TA GAA TTA TTGTGAATCCAT [310]

<« —
Intergenic spacer

[ 370 380 390 400 410 420]
Poapratensis] =~ s oo [33]
Acaryophylleal8 === mmm s m oo e e e oo oo [299]
Acupaniana31 ACCAAWGGAATAWTTAGTAATCMAATCTTTCMATTCCAAGTTTTGAGGTCTTTAAAAAAG [413]
Aelegantissima2 TCCAA TGGAA TA TTTAGTAATCAAATCT TTCAATTCA AAGTTTTGAGGTCTTTAAAAAAG [404]
Aelegantissima7 TCCAA TGGAA TA TTTAGTAATCAAATCT TTCAATTCA AAGTTTTGAGGTCTTTAAAAAAG [404]
Amulticulmis3 TCCTDWYS AA TATT TAGTAATAAAATCT TTCAATTCMAARTTTTGAGGTCTTTAAAAAAR [414]
Apraecox15 TCCAA TCGAA TA TTTAGTAATCAAATCT TTCAATTCA AAGTTTTGAGGTCTTTAAAAAAG [400]
Aprovincialis5 TCCAA TGGAA TA TTTAGTAATAAAATCT TTCAATTCA AAGTTTTGAGGTCTTTAAAAAAG [370]

< Intergenic spacer >
[ 430 440 450 460 470 480]
Poapratensis] =~ s em e e e e oo [33]
Acaryophylleal8 == - oo - - oo i [299]
Acupaniana31 TGGATTAATCGGACGAGGACAAAGAGAGAGTCC -ATTCTACATGTCAATACT GACAATAA [472]
Aclegantissima2 ~ TGGATTAATCGGACGAGGACAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATACT GACAATAA [464]
Aclegantissima7 TGGATTAATCGGACGAGGACAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATACT GACAATAA [464]
Amulticulmis3 TGGATTAATCGGACGAGGACAAAGAGAGAGTCCCATTCTACMTGTCAATACTGACAATAA [474]
Apraecox15 TGGATTAATCGGACGAGGACAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATACT GACAATAA [460]
Aprovincialis5 TGGATTAATCGGACGAGGACAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATACT GACAATAA [430]

<+— . —>
Intergenic spacer

[ 490 500 510 520 530 540]
Poapratensisl = - - s mm o m e m e o e e e e e [33]
Acaryophylleal® - oo [299]
Acupaniana31 TGAAATTTCTAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTY - GTGAGGG TTCAAGTCCC [531]
Aeclegantissima2 TGAAATTTCTAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCCGTKWSGG TTC AAGTCCC [524]
Aclegantissima7 TGAAATTTCTAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTC - GTGA . SG TTC AAGTCCC [523]
Amulticulmis3 TGAAATTTCYAGTAAAARGAAAATCCGTCGACTTTATAARTBS - TGAGGGTT CAAG TCCC [533]

185
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Apraecox15 TGAAATTTCTAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTC - GTGAGGG TTC AAGTCCC [519]
Aprovincialis5 TGAAATTTCTAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTC - GTGATVG TTC AAGTCCC [489]

< Intergenic spacer >
[ 550 560 570 580 590 600]
Poapratensisl =~ -----------ooooooa oo CTTTATTCCCTAA - CTTATAGTATTTATCC - TCTTTTTTTC

[72]

Acaryophylleal® - - - c e e e [299]
Acupaniana31 TCTATCCCC - AAACCC - TACTTTATTCCCTAA - CTTATAGTATTTATCC - TCTTTTTTTC [587]
Aelegantissima2 TCTATCCCC - AAACCC - TACTTTATTCCCTAA - CTTATAGTATTTATCC - TCTTTTTTTC [580]
Aelegantissima7 TCTATCCCC - AAACCC - TACTTTATTCCCTAA - CTTATAGTATTTATCC - TCTTTTTTTC [579]
Amulticulmis3 TCTATCCCCCAMACCCC TACTTTATTCCCTMAACTTATASTATTTATCMCTCTTTTTTTC [593]
Apraecox15 TCTATCCCC - AAACCC - TACTTTATTCCCTAA - CTTATAGTATTTATCC-TC- - - - - - - - - [567]
Aprovincialis5 TCTATCCCC - AAACCC - TACTTTATTCCCTAA - CTTATAGTATTTATCC - TCTTTTTTTC [545]

< Intergenic spacer >
[ 610 620 630 640 650 660]
Poapratensis1 TTTTTATCAATGGGTTTAAGATTC - ATTAGCTTTTTCAT - TCTACTCTTTCACAAAGGAG [130]
Acaryophylleal8 = c oo [299]
Acupaniana31 TTTTTATCAATGGGTTTAAGATTC - ATTATCTTTCTCAT - TCTCCTCTTTCACAAAGGAG [645]
Aclegantissima2 TTTTTATCAATGGGTTTAAGATTC - ATTATCTTTCTCAT - TCTCCTCTTTCACAAAGGAG [638]
Aelegantissima7 TTTTTATCAATGGGTTTAAGATTC - ATTATCTTTCTCAT - TCTCCTCTTTCACAAAGGAG [637]
Amulticulmis3 TTTTTATCAATGGGTTTAAGATTCCATTATYCTTTTCTCA TTTCCTCTTTCACAAAGGAG [653]
APraccoX 1S s m e mm o e e e [567]
Aprovincialis5 TTTTTATCAATGGGTTTAAGATTC - ATTATCTTTCTCAT - TCTCCTCTTTCACAAAGGAG [603]

< Intergenic spacer >
[ 670 680 690 700 710 720]
Poapratensis1 TGCGAAGAGAACTCAATGGATCTTATCCTAGAATATA - - - - - TTTCTTTTTT - - -ATT -A [181]
Acaryophylleal8 === mm oo m e e e e e [299]
Acupaniana31 TKCGAAGAGAACTCAATGGATCTTATCCTAGAATATAATATATTTCTTTTTT --- ATT -A [701]
Aeclegantissima2 TGCGAAGAGAACTCAATGGATCTTATCCTAGAATATAATATATTTCTTTTTT - - - ATT -A [694]
Aelegantissima7 TGCGAAGAGAACTCAATGGATCTTATCCTAGAATATAATATATTTCTTTTTT - - - ATT -A [693]
Amulticulmis3 TSCSAMGAGHACTCAATGGATCTTATCCTAGAATATAATATATTTCYTTTTTTTAGTTCA [713]
APraccoX S  mm e m oo oo [567]
Aprovincialis5 TGCGAAGAGAACTCAATGGATCTTATCCTAGAATATAATATATTTCTTTTIT - - - ATT -A [659]

< Intergenic spacer >

4 P
[ 730 740 750 760 770 780]
Poapratensis1 GAGTATCGGGAAGGAACCCCGGTTATTCAA - - - TCTATTTTT - - TCAGTATT - ATT - - AA [233]
Acaryophylleal8 == == - - m et mm o e e e e e emaaaoooon [299]
Acupaniana31 GAGTATCGGGA - GGAATCCCGATTATTCAC - - - TCTATTTTT - - - CAGTATT -ATT -- AA [751]
Aclegantissima2 GAGTATCGGGAAGGAATCCCGATTATTCAC - - - TCTATTTTT - - - CAGTATT - ATT -- AA [745]
Aclegantissima7 GAGTATCGGGAAGGAATCCCGATTATTCAC - - - TCTATTTTT - - - CAGTATT - ATT -- AA [744]
Amulticulmis3 GAGTATCGGGAAGSAWTCCS SATTATTTGCACCTCTATATTYGTCMAGTATTTATWTAAV [773]
APraccoX S s mm e o e e oo eoeeeeoa - - [567]
Aprovincialis5 GAGTATCGGGAAGGAATCTCGATTATTCAC - - - TCTATTTTT - - - CAGTATT - ATT - - AA [710]
—»

<_

Intergenic spacer
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[ 790 800 810 820 830 840]
Poapratensis1 GTAAACC - - ATGTACAAT - GCA TAGGA - CTACTC - - CCCCGTTTTTCAA ------ ATTTA [281]
Acaryophylleal8 = == c - oo e oo [299]
Acupaniana31 GTAAGCC - - ATGTACAAT - GCA TAGGG - CTACCYTYCCCCATTTTCCAATTWAGAATTTA [807]
Aclegantissima2 GTAAGCC - - ATGTACAAT - GCA TAGGG - CTACCCTTCCCCATTTTCCA ATT TAGAATTT - [800]
Aelegantissima7 GTAAGCC - - ATGTACAAT - GCA TAGGG - CTACCCTTCCCCATTTTCCA ATT TAGAATTT - [799]
Amulticulmis3 GTAAGCCCAKTGTACVAWTGMWTARGGG YTACYYTTYSCCATTTTBYAATT TAGAATTTA [833]
APraecoX 1S s m e m s o e e e e meaa oo [567]
Aprovincialis5 GTAAGCC - - ATGTACAAT - GCA TAGGG - CTACCCTTCCCCATTTTCCA ATT TAGAATTTA [766]
< Intergenic spacer >
[ 850 ]
Poapratensis1 GAATTTGAAATACTTTATT [300]
Acaryophylleal8 ~ --------ccmiiiiao [299]
Acupaniana3l ~ --------- AATACTTTATT [818]
Aelegantissima2 =~ ------- TAAATACTTTATT [813]
Aelegantissima7 ~ ------- TAAATACTTTATT [812]
Amulticulmis3 GAATTTTAAATACTTTATT [852]
Apraecox15 0 m----mmmmeeeaeaao o [567]
Aprovincialis5 GAATTTTAAATACTTTATT [785]
<+ —>
. Intergenic spacer
ENDBLOCK;
7.3.2 Alignment der ITS-Region
#NEXUS
BEGIN DATA;
DIMENSIONS NTAX=13 NCHAR=825;
FORMAT MISSING=. GAP=- INTERLEAVE DATATYPE=DNA ;
OPTIONS MSTAXA=UNCERTAIN ;
MATRIX
[ 10 20 30 40 50 60]
Acaryophylleal8 GTCCGGTRDDGTGTTCGGATCGCGGCGMACGGGGCGGTTCGCCGCCCCC -GACGTCGCGA [59]
Acaryophyllea40 - -------------- TCCGGATCGCGGCCGACCGGGCGGTTCGCCGCCCCCC GACGTCGCGA [47]
Aclegantissima6 ~ ------ GKSSSSSTKTTCGGATCSCGGCGAACGGGGCGGTTCGCCGCCCCCCGACGTCGCGA [56]
Aelegantissima7 GTCCGGTGAWGTGTTCGGATCGCGGCGA- CGGGGCGGTTCGCCGCCCCC -GACGTCGCGA [58]
Amulticulmis13 GTCCGGTGRAGTGTTCGGATCGCGGCGMACGGGGCGGTTCGCCGCCCCC -GACGTCGCGA [59]
Amulticulmis3 - - m e m e e e e e e [0]
Apraecox15 e TGTTCGGATCGCGGCGAACGGGGCGGTTCGCCGCCCCC -GACGTCGCGA [48]
Apraecox17 GTCCGGTGAHRTGTTCGGATCGCGGCGAACGGGGCGGTTCGCCGCCCCC -GACGTCGCGA [59]
Aprovincialis27 GTCCGGTRRSDTGTTCGGATCGCGGCGGACGGGGCGGTTCGCCGCCCCC - GATGTCGCGA [59]
Aprovincialis28 - - - CGGTKWWRTGTTCGGATCGCGGCGA- CGGGGCGGTTCGCCGCCCCC - GACGTCGCGA [55]
Aprovincialis5 GTCCGGTRWHGTGTTCGGATCGCGGCGAACGGGGCGGTTCGCCGCCCCC -GACGTCGCGA [59]

Deschampsia
Miscanthus

18 SrRNA

[0]
[0]
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[
[

Acaryophylleal8
Acaryophyllea40
Aeclegantissima6
Aeclegantissima7
Amulticulmis13
Amulticulmis3
Apraecox15
Apraecox17
Aprovincialis27
Aprovincialis28
Aprovincialis5
Deschampsia
Miscanthus

[
[

Acaryophylleal8
Acaryophyllea40
Aclegantissima6
Aeclegantissima7
Amulticulmis13
Amulticulmis3
Apraecox15
Apraecox17
Aprovincialis27
Aprovincialis28
Aprovincialis5
Deschampsia
Miscanthus

[
[

Acaryophylleal8
Acaryophyllea40
Aelegantissima6
Aclegantissima7
Amulticulmis13
Amulticulmis3
Apraecox15
Apraecox17
Aprovincialis27
Aprovincialis28
Aprovincialis5
Deschampsia
Miscanthus

[
[

Acaryophylleal8
Acaryophyllea40
Aeclegantissima6
Aelegantissima?7
Amulticulmis13
Amulticulmis3
Apraecox15
Apraecox17
Aprovincialis27

<_

70 80 90 100 110 120]

GAAGTCCATTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGT
GAAGTCCATTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGT
GAAGTCCATTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGT
GAAGTCCATTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGT
GAAGTCCATTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGT
GAAGTCCATTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGT
GAAGTCCATTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGT
GAAGTCCATTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGT
GAAGTCCATTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGT
GAAGTCCATTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGT

18 S rRNA

130 140 150 160 170 180]

GAAC- TGCGGAAGGATCATTGTCGTGACCCTGACCAAAACAGACCGCGAACGCG- TCACC
GAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGTGACCCTGACCAAAACAGACCGCGAACGCG- TCACC
GAAC- TGCGGAAGGATCATTGTCGTGACCCTGACCAAAACAGACCGCGAACGCGCTCACC
GAAC- TGCGGAAGGATCATTGTCGTGACCCTGACCAAAACAGACCGCGAACGCG- TCACC
GAAC- TGCGGAAGGATCATTGTCGTGACCCTGACCAAAACAGACCGCGAACGCG- TCACC
GAAC- TGCGGAAGGATCATTGTCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGAGCACGCG- TCACC
GAAC- TGCGGAAGGATCATTGTCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGAGCACGCG- TCACC
GAAC- TGCGGAAGGATCATTGTCGTGACCCTGACCAAAACAGACCGCGCACACG- TCACC
GAAC- TGCGGAAGGATCATTGTCGTGACCCTGACCAAAACAGACCGAGCACGCG -TCACC
GAAC- TGCGGAAGGATCATTGTCGTGACCCTGACCAAAACAGACCGCGAACGCG -TCACC
------------------------- TCGTGACCCTGACCAAAACAGACCGTGCACGCG -TCATC
—————— TGCGGAAGGATCATTGTCGTGACCTTAAACAAAACAGACCGCGAACGAGTCC - CT
«——> —>

18 S rRNA ITS 1

190 200 210 220 230 240]

CAACCTGCCGGCGACGG - CATCGTTCGTCGCTCGGCGCAAGTCGCTCGACAACCTCCTCT
CAACCTGCCGGCGACGG - CATCGTTCGTTGCTCGGC - CAAGTC - CTCG -CAACCTCCTCT
CAACCTGCCGGCGACGG - CATCGTTCGTCGCTTGGC - CAAGTC - CTCGGCAACCTCCTTT
CAACCTGCCGGCGACGG - CATCGTTCGTCGCTTGGC - CAAGTC - CTCGGCAACCTCCTTT
CAACCTGCCGGCGACGG - CATCGTTCGTTGCTCGGC - CAAGTC - CTCG -CAACCTCCTCT

CAACCCGCCGGCGACGGACATCGTTTGCCGCTTGGC - CAAGTC - CTCGACAACCTCCTCT
CAACCTGCCGGCGACGG - CATCGTTCGTCGCTCGGC - CAAGTC - CTCGGCAACCTCCTCT
CAACCCGCCGGCGACGGACATCGTTCGCCGCTTGGC - CAAGTC - CTCGACAACCTCCTCT
CAACCTGCCGGCGACGG - CATCGTTCGTTGCTCGGC - CAAGTC - CTCG -CAACCTCCTCT
CAACCTGCCGGCGGTGG - CACCGTCCATCGCTTGGC - CAAGTC - CTCGACAACCTCCTCT
CG---TGCCGCCGA ---GCTTCG ------- GCTCGGCATTAGGTCCCCG - - - AGCTCCG-T

ITS1 >

250 260 270 280 290 300]

CCTCGG - TTTGGGGGCTCGGGGTAAAAGAACSCCACGGSCCTTTGGCGT CAAGG AACACT
CCTCGGGTTTGGGGGCTCGGGGTAAAAGAACCC -ACGGCCCTTTGGCGT CAAGG AACACT
CCTCGG - TTAGGGGGCTCGGGGTAAAAGAACCC -ACGGCCCTTTGGCGT CAAGGAACACT
CCTCGG - TTAGGGGGCTCGGGGTAAAAGAACCC -ACGGCCCTTTGGCGT CAAGGAACACT
CCTCGG - TTTGGGGGCTCGGGGTAAAAGAACCC - ACGGSCCTTTGGCGT CAAGGAACACT

CCTCGGATT - GGGGGCTCGGGGTAAAAGAACCCAC - GACCCTTTGGCGTCAAGGAACACT
CCTCGGATT - GGGGGCTCGGGGTAAAAGAACCCA . CGACCCTTTGGCGTCAAGGAACACT
CCTCGGATT - GGGGGCTCGGGGTAAAAGAACCC - ACGGCCCTTTGGCGTCAAGGAACACT
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Aprovincialis28
Aprovincialis5
Deschampsia
Miscanthus

[
[

Acaryophylleal8
Acaryophyllea40
Aelegantissima6
Aelegantissima?7
Amulticulmis13
Amulticulmis3
Apraecox15
Apraecox17
Aprovincialis27
Aprovincialis28
Aprovincialis5
Deschampsia
Miscanthus

[
[

Acaryophylleal8
Acaryophyllea40
Aelegantissima6
Aelegantissima?7
Amulticulmis13
Amulticulmis3
Apraecox15
Apraecox17
Aprovincialis27
Aprovincialis28
Aprovincialis5
Deschampsia
Miscanthus

[
[

Acaryophylleal8
Acaryophyllea40
Aelegantissima6
Aelegantissima?7
Amulticulmis13
Amulticulmis3
Apraecox15
Apraecox17
Aprovincialis27
Aprovincialis28
Aprovincialis5
Deschampsia
Miscanthus

CCTCGGATT - GGGGGATCGTGGTAAAAGAACCCAC - GGCCCTTTGGCGTCAAGGAACACT
CCTCGG - TTTGGGGGCTCGGGGTAAAAGAACCC - ACGGCCCTTTGGCGTCAAGGAACACT
TCTCGGAGT -GGGGGCTCGGGGTAAAAGAACCCACGGCGCCTAAGGCGTCAAGGAACACT
CCCGGGGCRGAGGGGCC - - - -ACAACAGAACCCACGGCGCCTTAGGCGT CAAGGAACACT

¢ ITS1 >

310 320 330 340 350

G - --- TGCCTTACCTGGTGACGCGGCTGGCTTGCTGGCCGTTTCCCAT GTTGCAATGCTA

G- --- TGCCTAACCTGGTGACGCGGCTGGCTTGCTGGCCGTTTCCCAT GTTGCAATGCTA

G - - - - TGCCTAACCCGGGGACGCGGCTGGCTTGCTGGCCGTCCCCCGTGTTGCAATGCTA
G - - - - TGCCTAACCCGGGGACGCGGCTGGCTTGCTGGCCGTCCCCCGTGTTGCAATGCTA
G - - - - TGCCTAACCTGGTGACGCGGCTGGCTTGCTGGCCGTTTCCCAT GTTGCAATGCTA

G - --- TGCCTAACTCGGGGACGCGGTTGGCTTGCTGGCCGTCCCCCGT GTTGCAATGCTA
G - - - - TGCCTAACTCGGGGACGCGGTTGGCTTGCTGGCCGTCCCCCGT GTTGCAATGCTA
G - - - - TGCCTAACACGGGGATGCGGCTGGCTTGCTGGCCGTT - CCCGTGTTGCAATGCTA
G - - - - TGCCTAACTCGGGGACGCGGTTGGCTTGCTGGCCGTCCCCCGT GTTGCAATGCTA
G - - - - TGCCTAACCTGGTGACGCGGCTGGCTTGCTGGCCGTTTCCCAT GTTGC AATGCTA
G - - - - TGCCTAACTCGGGGACGCGGCTGGCTTGCTGGCCGCCCCTCGT GTTGCAATGCTA
TATATTGCCTTG CTCGGCGGGGCGGTCGGCCTGCCTTCCGCTCCCCGCGCAGCGATGATA

¢ ITS 1 >

370 380 390 400 410

T- TTAATCCACACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCG- ATGAAGAACGT
T- TTAATCCACACGACTCTCGGCAACGGATATCTCG —CTCTCGCATCG -ATGAAGAACGT
T- TTAATCCACACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCG -ATGAAGAACGT
T- TTAATCCACACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGG- TCTCGCATCG -ATGAAGAACGT
T- TTAATCCACACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGG- TCTCGCATCG- ATGAAGAACGT
CTACACGWC - - - - - - - - oo o o e
T- TTAATCCACATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGG- TCTCGCWTCG- ATGAAGAACGT
T- TTAATCCACATRACTCTCGGCAACGGATATCTCGG- TCTCGCATCG - ATGAAGAACGT
T- TTAATCCACACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCG- ATGAAGAACGT
T- TTAATCCACACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATYGCATGAAGAACGT
T- TTAATCCACACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCG- ATGAAGAACGT
T- TTAATCCACACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCG- ATGAAGAACGT
TCTTAATCCACATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCG- ATGAAGAACGT

1>

5.8S rRNA >

430 440 450 460 470

AGCGAAATGCGATACCTGGTGTGAAT - TGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGTCTTTGAAC
AGCGAAATGCGATACCTGGTGTGAAT - TGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGTCTTTGAAC
AGCGAAATGCGATACCTGGTGTGAAT - TGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGTCTTTGAAC
ARCGAAATGCGATACCTGGTGTGAAT - TGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGTCTTTGAAC
ASCGAAATGCGATACCTGGTGTGAAT - TGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGTCTTTGAAC
ARCGAAATGCGATACCTGGTGTGAAT - TGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGTCTTTGAAC
AGCGAAATGCGATACCTGGTGTGAAT - TGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGTCTTTGAAC
WGCGAAATGCGATACCTGGTGTGAAT -TGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGTCTTTGAAC
RRCGAAATGCGATACCTGGTGTGAATGTGCAGAA TCC -GCGAACCATCGAGTCTTTGAAC
AGCGAAATGCGATACCTGGTGTGAAT - TGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGTCTTTGAAC
AGCGAAATGCGATACCTGGTGTGAAT - TGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGTCTTTGAAC
AGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAAT - TGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGTTTTTGAAC
—> < | » —>

5.8S rRNA ITS 2

360]

420]

480]
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[
[

Acaryophylleal8
Acaryophyllea40
Aeclegantissima6
Aeclegantissima7
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Amulticulmis3
Apraecox15
Apraecox17
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[
[

Acaryophylleal8
Acaryophyllea40
Aelegantissima6
Aclegantissima7
Amulticulmis13
Amulticulmis3
Apraecox15
Apraecox17
Aprovincialis27
Aprovincialis28
Aprovincialis5
Deschampsia
Miscanthus

[
[

Acaryophylleal8
Acaryophyllea40
Aclegantissima6
Aeclegantissima7
Amulticulmis13
Amulticulmis3
Apraecox15
Apraecox17
Aprovincialis27
Aprovincialis28
Aprovincialis5
Deschampsia
Miscanthus

[
[

Acaryophylleal8
Acaryophyllea40
Aelegantissima6
Aclegantissima7
Amulticulmis13

Amulticulmis3

490 500 510 520 530

GCAAGTTGCGCCCGAG -GCCTCTCGGCCGAGG- GACGCC - TGCCTGGGCGTCACGCBAAA
GCAAGTTGCGCCCGAGCGCCTCTCGGCCGAGG- SACGCC - TGCCTGGGCGTCACGCCAAA
GCAAGTTGCGCCCGAGCGCCTCTCGGCCGAGG- CACGCC- TGCCTGGGCGTCACGC - AAA
GCAAGTTGCGCCCGAG -GCCTCTCGGCCGAGG- SACGCC - TGCCTGGGCGTCACGCCAAA
GCAAGTTGCGCCCGAG -GCCTCTCGGCCGAGG- SACGCC - TGCCTGGGCGTCACGCCAAA
-------------------- GCCTCTCGAC ----------------ACTRGGACG -------------
GCAAGTTGCGCCCGAS - GCCTCTCGGCCGAGGS- ACGCCATGCCTGGGCGTCACGCAAAA
GCAAGTTGCGCCCGAG -GCCTCTCGGCCGAGGG- ACGCC - TGCCTGGGCGTCACGCAAAA
GCAAGTAKCGCCCGAGT- CCTCT - GKCCGAGT- TACGCC - TGCCTGKKCGTCACGCCAAA
GCMAGTTGCGCCCGAG- GCCTCTCGGCCGAGGGCACGCC -TGCCTGGGCGTCACGCCAAA
GCAAGTTGCGCCCGAS - GCCTCTCGGCCGAGG - SACGCC -TGCCTGGGCGTCACGCCAAA
GCAAGTTGCGCCCGAG -GCCATTCGGCCGAGGGCACGCC -TGCCTGGGCGTCACGCCAAA
GCAAGTTGCGCCCGAG -GCCTTCTGGCCGAGGGCACGTC - TGCCTGGGCGTCACGCCAAA

ITS 2

550 560 570 580 590 60

C -ACGCTCCCACCCCC- TCATCGGGGTGCGCGACGSG- CATGTGGCTCTCCGTC ACGTAA
C -ACGCTCCCACCCT- - TCATCGGGGTGCGCGACGCGGCATGTGGCTCTCCGTC ACGTAA
C -ACGCTCCCACCC- C- TCATCGGGGTGCGCGACGC- - - - - - - - - oo e e e e e e e e e e e oo
C -ACGCTCCCACCCC- - TCATCGGGGTGCGCGACGCGGCATGTGGCTCTCCGTC ACGTAA
C -ACGCTCCCACCCT- - TCATCGGGGTGCGCGACGCGGCATGTGGCTCTCCGTC ACGTAA

C -ACGCTCCCACCCCCCTCATCGGGGAGTGCGACGCGGCATGTGGCTCTCCGTCACGCAA
C -ACGCTCCCACCCCCCTCATCGGGGAGTGCGACGCGGCATGTGGCTCTCCGTCACGCAA
C -ACGCTCCCACTCCC - TCATCGKKKTTCKCGACGSGGCATGTGKCTCTCCGTC ACGTAA
C -ACGCTCACACCCCCCTCATCGGGGAGTGCGACGCGGCATGTGGCTCTCCGTCACGCAA
C -ACGCTCCCACCCT - - TCATCGGGGTGCGCGACGCGGCATGTGGCTCTCCGTC ACGTAA
C -ACGCTCCCACCC- CCTCATCGGGGATCGGGATGCGGCATGTGGCCCCCTGTC ACGCAA
AGACACTCCCAACCCACCCA - - AGGTGGAGGGACGTGGTGTTTGGCCCCCCGCGCCGCAG

¢ ITS 2 >

610 620 630 640 650

540]

0]

660]

CGGGCGGAGGGCCGAAGATTCGGCTGCCGGCGTACCGTGCCGGACACAGCGCGTGGTGGG

GGGGCGGAGGGCCGAAGATTCGGCTGCCGGCGTATCGTGTCGGACACAGCGCGTGGTGGG
GGGGCGGAGGGCCGAAGATTTGGCTGCCGGTGTATCGTGCCGGACACAGCGCGTGGTGGG
GGGGCGGAGGGCCGAAGATTCGGCTGCCGGCGTATCGTGTCGGACACAGCGCGTGGTGGG
AGAGAGTGATAGA
- GTGCGGAGGGCCGAAGATTCGGCTGGCGGCTTATCGTGCCGG ACACAGCGCGTGGTGGG
- GTGCGGAGGGCCGAAGATTCGGCTGGCGGCTTATCGTGCCGG ACACAGCGCGTGGTGGG
GKKKCGKAGKKCCGAAGATTCGKCTKCCKKCGTATCGTKCCGKACACAGCGCGTKGTKGG
- GTGCGGAGGGCCGAAGATTTGGCTGCCGGCTTATCGT GCCGG ACACAGCGAGTGGTGGG
GGGGCGGAGGGCCGAAGATTCGGCTGCCGGCGTATCGTGTCGGACACAGCGCGTGGTGGG
GCGACGGTGGGCCGAAGATGTGGCTGCCGGTGTTTCGT GCCGGACACAGCGCGTGGTGGG
GGCATGGTGGGCCGAAGTTGGGGCTGCCGGCGAATCGTGTCGGGCACAGCACGTGGTGGG

ITS 2

670 680 690 700 710 72

]

CGA -ACTCGCTT - TACTTACCGCAGTGCCTCCGACATGTAGCCGGCGTCATGGCCACGAA
CGA -ACTCGCTT - TACTTACCGCAGTGCCTTCGACATGTAGCCGGCGGATTGGCCACGAA
CGA -ACTCGCTT - TACTTACCGCAGTGTCTCCGACATGTAGCCGACGTAACGGCCATGAA
CGA -ACTCGCTT - TACTTACCGCAGTGCCTTCGACATGTAGCCGGCGGATTGGCCACGAA

0]



7. Anhang
Apraecox15 CGA -ACTCGCTT - TACTTACCGCAGTGCCTTCGGTATGTAGCTGCTATTAC GGCCTTGAA [688]
Apraecox17 CGA -ACTCGCTT - TACTTACCGCAGTGCCTTCGGTATGTAGCTGCTATTAC GGCCTTGAA [699]
Aprovincialis27 CGA -ACTCGCTT - TACTTACCGCAGTGCCTCCGGCATGTAGCCGACGTCACGKCCGCGAA [696]
Aprovincialis28 CGA -ACTCGCTT - TACTTACCGCAGTGCCTCCGGCATGTACCTGGCATGACGGCCTTGAA [697]
Aprovincialis5 CGA -ACTCGCTT - TACTTACCGCAGTGCCTTCGACATGTAGCCGGCGGATTGGCCACGAA [696]
Deschampsia CGA -TCTCGCTT - AACTTACCGCAGTGCATTCGGCGCGTAGCCGACGTGATGGCCCCAAA [561]
Miscanthus CGACACTCAGTTGTTCTCGGTGCAGTGCC -CCGGCAATCGGCCGGCGCATCGGCCCTAAG [571]
¢ ITS 2 ’
[ 730 740 750 760 770 780]
[ : : . . . .
Acaryophylleal8 TGACCCTATG - - AACGGAGCGCACGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTA [758]
Acaryophyllea40 TGACCCTATG - - AACGGAGCGCACGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTA [744]
Aelegantissimal - - - - - - - - o s m oo oo [553]
Aclegantissima7 TGACCCTATG - - AACGGAGCGCACGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTA [753]
Amulticulmis13 TGACCCTATG - - AACGGAGCGCACGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTA [753]
Amulticulmis3 ~ -------- G VY e [62]
Apraecox15 TGACCCTATG - - AACGGAGCGCACGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGACGGGACTA [746]
Apraecox17 TGACCCTATG - - AACGGAGCGCACGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGACGGGACTA [757]
Aprovincialis27 TKACCCTATG - - AACGGAGCGCACGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGKCGGGACTA [754]
Aprovincialis28 TGACCCTATG - - AACGGAGCGCACGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTA [755]
Aprovincialis5 TGACCCTATG - - AACGGAGCGCACGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTA [754]
Deschampsia CGACCCTATATAAACGGAGCGCACGACGCTCCGACC - === === === mmmmmmmmmmmmme e o [597]
Miscanthus -GACCCT -------- TGGAGC - -------------- ACCGCAGCGC---ATCG------------ [597]
¢ ITS 2 >
[ 790 800 810 820 ]
[ . : . .
Acaryophylleal8 CCCGCTGAGTTTAAGCATATAAATAAGCGGAGGAGAAGAAACTTA [803]
Acaryophyllea40 CCCGCTGAGTTTAAGCATATAAATAAGCGGAGGAGAAGAAACTTA [789]
AelegantissSimald - - - - oo [553]
Aclegantissima7 CCCGCTGAGTTTAAGCATATAAATAAGCGGAGGAGAAGAAACTTA [798]
Amulticulmis13 CCCGCTGAGTTTAAGCATATAAATAAGCGGAGGAGAAGAAACTTA [798]
Amulticulmis3 =~ - - - s e e e e [62]
Apraecox15 CCCGCTGAGTTTAAGCATATAAATAAGCGGAGGAGAAGAAACTTA [791]
Apraecox17 CCCGCTGAGTTTAAGCATATAAATAAGCGGAGGAGAAGAAACTTA [802]
Aprovincialis27 CCCGCTGAGTTTAAGCATATAAATAAGCGGAGGAGAAGAAACTTA [799]
Aprovincialis28 CCCGCTGAGTTTAAGCATATAAATAAGCGGAGGAGAAGAAACTTA [800]
Aprovincialis5 CCCGCTGAGTTTAAGCATATAAATAAGCGGAGGAGAAGAAACTTA [799]
Deschampsia =~ - - - - - - oo i oo [597]
Miscanthus SCCGCT == -mmmmmmmmmee e e o CGGA------------ CCG- [609]
¢ ITS 2 ¢
» 26S rRNA

ENDBLOCK;

191
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7.4 RAPD-Analysen
7.4.1 Amplifikationsprofile

M Ap Ap Ae Ae Acu At Am Am M AcaAcaAca Am Am Am M M Acu Acu At At Ae Ap M M De
15 16 4 32 31 63 13 13 40 18 9% 13 3 14 54 68 65 62 43 1 22

Abb. 7.1: RAPD Amplifikationsprofil von verschiedenen Aira-Arten durch Primer y02
(Primer Kit, Roth). M: 100bp DNA ladder

M Ap Ap Ae Ae Acu At Aca Am M Aca Aca Aca Am Am Am M Acu Acu At At Ae Ap De
15 16 4 372 31 A 40 1% an 18 04 13 3 14 84 AR AS A2 AR 1 27

Abb. 7.2: RAPD Amplifikationsprofil von verschiedenen Aira-Arten durch Primer y03
(Primer Kit, Roth). M: 100bp DNA ladder



7. Anhang 193

M Ap Ap Ae Ae Acu At Aca AmM M M Aca Aca Aca Am Am Am M M Ap Ae Acu Acu At At De M
15 16 4 32 31 63 40 13 40 18 96 13 3 14 1 43 68 54 62 65 22

HIIEE

rr
8 &
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Abb. 7.3: RAPD Amplifikationsprofil von verschiedenen Aira-Arten durch Primer y04
(Primer Kit, Roth). M: 100bp DNA ladder

M Ap Ap Ae Ae Acu At Aca Am M Aca Aca Aca Am Am Am M M Ap Ae Acu Acu At At De
15 16 4 32 31 63 40 13 40 18 9% 13 3 14 1 43 68 54 62 65 22

Abb. 7.4: RAPD Amplifikationsprofil von verschiedenen Aira-Arten durch Primer y05
(Primer Kit, Roth). M: 100bp DNA ladder
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Ap Ap Ae Ae M Acu At M M Aca Aca Aca Am Am Am M Ap Ae Acu Acu At At De M
15 16 4 32 31 63 40 18 96 13 3 14 1 43 68 54 62 65 22

00bp

Abb. 7.5: RAPD Amplifikationsprofil von verschiedenen Aira-Arten durch Primer y06
(Primer Kit, Roth). M: 100bp DNA ladder

M Aca Aca Aca Am Am Am M M Aca Am Am Apr Apr Ae Ae Acu Acu Acu Ate Ate Ate Des M
40 18 96 13 3 14 18 13 14 16 1 32 43 68 54 31 63 62 65 22

Abb. 7.6: RAPD Amplifikationsprofil von verschiedenen Aira-Arten durch Primer y07
(Primer Kit, Roth). M: 100bp DNA ladder
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Ap Ap Ae Ae Acu At Ac Ac M M Ac Ac Ac Am Am Am M Ap Ae Acu Acu At At De
15 16 4 32 31 63 40 18 40 18 9 13 3 14 1 43 68 54 62 65 22

Abb. 7.7: RAPD Amplifikationsprofil von verschiedenen 4ira-Arten durch Primer y08
(Primer Kit, Roth). M: 100bp DNA ladder

M Ap Ap Ap Ae Ae Ae Acu Acu Acu At At At M M Aca Aca Aca Am Am Am M De
16 1 15 32 43 4 31 68 54 63 62 65 40 18 96 13 3 14 22

Abb. 7.8: RAPD Amplifikationsprofil von verschiedenen Aira-Arten durch Primer y14
(Primer Kit, Roth). M: 100bp DNA ladder
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M Ap Ap Ae Ae Acu At Ac Ac M M Ac Ac Ac
15 16 4 32 31 63 40 18 40 18 96 13 3 14

L]

1500bp P

&

et

1

Am Am Am M Ap Ae

43

Acu Acu At At De
68 54 62 65 22

A. multiculmis

Abb. 7.9: RAPD Amplifikationsprofil von verschiedenen Aira-Arten durch Primer y15
(Primer Kit, Roth). M: 100bp DNA ladder
M A.praecox A.clegantissima  A.cupaniana A.tenorei De M M A. caryophyllea
16 1 15 32 43 4 99 31 68 54 63 62 65 22 18 96

30008p™ *

Abb. 7.10:

97 98 13 3 14

RAPD Amplifikationsprofil von verschiedenen Aira-Arten durch Primer y17
(Primer Kit, Roth). M: 100bp DNA ladder
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7.4.2 Auswertung der RAPD-Amplifikationsprofile

197

Primer y02
Art Markerbanden (bp)
2 8| 2| & 8 2| B g B

A. praecox 16 0 0 1 0 1 1 1 0 1
A. praecox 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0
A. praecox 15 0 0 1 0 1 ? ? 0 ?
A. elegantissima 32 §0 0 0 0 1 1 0 1 1
A. elegantissima 43 |0 0 0 0 1 1 0 1 ?
A. elegantissima 4 |0 0 0 0 1 1 0 1 0
A. cupaniana 31 1 1 1 1 0 1 0 1 1
A. cupaniana 68 0 1 0 1 0 1 0 1 1
A. cupaniana 54 1 1 0 1 0 1 0 1 1
A. tenorei 63 0 0 0 0 0 1 0 0 1
A. tenorei 62 0 0 0 0 ? 0 0 ? 1
A. tenorei 65 0 0 0 0 1 0 0 1 0
A. caryophyllea 40 §] 1 1 1 0 1 1 1 1
A. caryophyllea 18 §] 0 0 0 1 1 1 1 1
A. caryophyllea 96 #0 1 1 1 0 0 1 0 0
A. multiculmis 13 0 1 1 1 0 1 1 0 1
A. multiculmis 3 0 1 0 1 0 1 1 1 1
A. multiculmis 14 0 1 1 1 0 1 1 ? 1
Deschampsia 22 0 ? ? 0 ? 0 1 0 ?
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Primer y03
Art Markerbanden (bp)
o 2| =] g] ©
3| 8| 2| g| 2

A. praecox 16 0 0 0 1 0

A. praecox 1 0 0 0 1 1

A. praecox 15 ? ? ? ? ?

A. elegantissima 32 |1 0 0 0 1

A. clegantissima 43 0 0 |0 o 0

A. elegantissima 4 |1 0 0 0 1

A. cupaniana 31 0 0 1 0 0

A. cupaniana 68 0 0 ] 0 0

A. cupaniana 54 IO 0 1 0 0

A. tenorei 63 1 1 0 1 1

A. tenorei 62 0 0 0 1 1

A. tenorei 65 0 0 0 0 0

A. caryophyllea 40 1 1 1 0 0

A. caryophyllea 18 §1 1 0 1 ?

A. caryophyllea 96 {0 ? 1 0 ?

A. multiculmis 13 1 1 1 1

A. multiculmis 3 0 1 ? ?

A. multiculmis 14 1 9 1 1 ?
Deschampsia 22 H0 1 1 0 0
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Primer y04
Art Markerbanden (bp)
g 2| g 2| B| g| & z
S (=] (e} o

A. praecox 16 0 1 0 0 0 1 1 1
A. praecox 1 0 1 0 0 0 1 1 ?
A. praecox 15 0 ? 0 0 0 0 1 0
A. elegantissima 32 |0 1 1 0 1 1 1 0
A. elegantissima 43 J{0 0 1 0 1 0 ? 0
A. elegantissima 4 |0 1 1 0 1 0 1 0
A. cupaniana 31 1 0 1 1 0 1 0 0
A. cupaniana 68 1 0 0 1 0 1 0 0
A. cupaniana 54 1 0 1 1 0 1 0 0
A. tenorei 63 0 1 1 0 1 1 1 1
A. tenorei 62 0 1 1 0 1 1 0 1
A. tenorei 65 0 0 0 0 1 1 0 0
A. caryophyllea 40 §] 0 1 1 1 1 0 1
A. caryophyllea 18 #0 1 0 0 1 1 ? 0
A. caryophyllea 96 §] 0 1 1 0 1 0 ?
A. multiculmis 13 1 0 1 1 1 1 0 1
A. multiculmis 3 1 0 1 1 0 0 0 0
A. multiculmis 14 1 0 1 1 1 1 0 1
Deschampsia 22 0 1 0 0 0 0 0 0
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Primer y05
Art Markerbanden (bp)
2 8 8| 2| 8| 5| 8| 8| &8 g
S (=] (e} o S (=]

A. praecox 16 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0
A. praecox 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0
A. praecox 15 1 0 1 0 ? 1 ? 1 0 0
A. elegantissima 32 |1 1 1 1 0 1 0 1 1 1
A. elegantissima 43 {1 1 1 1 0 1 0 1 1 0
A. elegantissima 4 §1] 1 1 1 0 1 0 1 1 ?
A. cupaniana 31 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
A. cupaniana 68 1 1 ? 0 1 1 1 1 1 0
A. cupaniana 54 ? 1 ? 0 1 1 1 1 ? 0
A. tenorei 63 1 1 0 1 1 0 1 0 1
A. tenorei 62 ? 1 ? 0 ? ? 0 1 0 0
A. tenorei 65 1 1 ? 0 0 1 0 1 1 0
A. caryophyllea 40 §] 1 1 1 1 1 1 1 1 0
A. caryophyllea 18 §] 0 1 0 1 1 1 1 1 0
A. caryophyllea 96 §] 0 0 1 0 0 0 0 ? 0
A. multiculmis 13 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
A. multiculmis 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
A. multiculmis 14 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
Deschampsia 22 1 1 1 ? ? 1 1 0 0 0
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Primer y06
Art Markerbanden (bp)
= D ~ ®© o) —_ — —_ —_ —
S| 8 2 B E g B 3 B B

A. praecox 16 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0
A. praecox 1 0 0 0 0 ? 1 1 1 0 0
A. praecox 15 0 1 ? 0 1 0 1 1 1 0
A. elegantissima 32 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1
A. elegantissima 43 §( 1 1 0 1 0 1 1 0 ?
A. elegantissima 4 |1 1 1 1 0 1 1 1 0 1
A. cupaniana 31 0 1 1 0 0 ? 1 0 1 1
A. cupaniana 68 0 1 1 ? 0 1 1 0 0 1
A. cupaniana 54 0 1 1 ? 0 1 1 1 0 1
A. tenorei 63 0 1 1 0 1 ? 1 1 0 1
A. tenorei 62 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1
A. tenorei 65 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0
A. caryophyllea 40 §0 1 1 0 1 0 1 0 1 1
A. caryophyllea 18 H#0 1 1 0 1 0 1 1 0 1
A. caryophyllea 96 #0 0 0 0 1 0 0 0 1 0
A. multiculmis 13 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1
A. multiculmis 3 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1
A. multiculmis 14 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1
Deschampsia 22 1 ? 1 0 0 0 0 0 0 1
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Primer y07
Art Markerbanden (bp)
(e (e}

A. praecox 16 0 1 ? 0 1 0 0 0 1 0
A. praecox 1 1 1 1 0 0 1 ? ? 1 1
A. praecox 15 0 1 ? 0 0 0 0 0 0
A. elegantissima 32 |2 0 1 1 0 0 1 1 1 1
A. elegantissima 43 |0 0 1 0 ? 0 ? ? 1 0
A. clegantissima 4 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1
A. cupaniana 31 0 0 1 1 1 | 1 1 0
A. cupaniana 68 0 0 1 1 1 1 1 ? 1 0
A. cupaniana 54 0 0 1 1 1 1 1 ? 1 0
A. tenorei 63 0 1 0 ? 1 0 0 ? 1 1
A. tenorei 62 0 1 0 ? 1 0 0 ? 1 1
A. tenorei 65 1 0 1 ? 0 0 0 0 ? 0
A. caryophyllea 40 H#0 0 0 1 1 1 0 1 1 ?
A. caryophyllea 18  #0 1 0 1 0 1 0 1 1 1
A. caryophyllea 96 §? 0 1 1 0 1 0 1 1 0
A. multiculmis 13 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1
A. multiculmis 3 0 ? 1 1 1 1 0 1 1 1
A. multiculmis 14 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1
Deschampsia 22 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
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Primer y14
Art Markerbanden (bp)
= & 2| 2| g| & & z| 2| 3| 2
(e} o () (e} (e}

A. praecox 16 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1
A. praecox 1 0 0 0 0 0 1 0 0 ? 0 1
A. praecox 15 ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
A. elegantissima 32 |0 0 1 0 0 0 0 1 ? 1 0
A. elegantissima 43 §0 0 1 0 0 0 0 1 ? 1 0
A. elegantissima 4 80 0 1 0 0 1 0 ? 0 1 0
A. cupaniana 31 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1
A. cupaniana 68 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1
A. cupaniana 54 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1
A. tenorei 63 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
A. tenorei 62 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0
A. tenorei 65 ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
A. caryophyllea 40 H#0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1
A. caryophyllea 18 |2 9 9 9 2 ? ? ?

A. caryophyllea 96 §0 1 ? 0 1 1 0 1 0 1 0
A. multiculmis 13 0 1 1 0 1 ? 1 0 1 1 1
A. multiculmis 3 0 1 1 0 1 0 1 0 ? 1 1
A. multiculmis 14 0 1 1 0 1 1 1 0 1 9 1
Deschampsia 22 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0
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Primer y15
Art Markerbanden (bp)
S| & B| 2| &
S (e} o ()
A. praecox 16 1 0 0 1 1
A. praecox 1 1 0 0 ? 1
A. praecox 15 ? ? ? ? ?
A. elegantissima 32 |1 1 1 1 1
A. elegantissima 43 |1 1 1 0 1
A. clegantissima 4 1 1 1 1 1
A. cupaniana 31 1 1 1 1 0
A. cupaniana 68 1 1 1 1 0
A. cupaniana 54 1 1 1 1 0
A. tenorei 63 0 0 1 1 1
A. tenorei 62 1 1 0 1 1
A. tenorei 65 ? 1 1 ? ?
A. caryophyllea 40 |1 1 1 1 0
A. caryophyllea 18 §{1 1 1 1 0
A. caryophyllea 96 H§0 0 0 0 0
A. multiculmis 13 1 1 1 1 0
A. multiculmis 3 1 1 1 1 0
A. multiculmis 14 1 1 1 1 0
Deschampsia 22 ? 0 0 1 0
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Primer y17
Art Markerbanden (bp)
g 2| 2| 2| & 2| g| 2| | 3| &| B
(e} —_ () (e} (e} o

A. praecox 16 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1
A. praecox 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1
A. praecox 15 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 ?
A. elegantissima 32 #0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1
A. elegantissima 43 |0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1
A. elegantissima 4§11 0 ? 0 1 0 1 1 1 0 ? 1
A. cupaniana 31 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0
A. cupaniana 68 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0
A. cupaniana 54 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0
A. tenorei 63 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 ? 0
A. tenorei 62 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 1
A. tenorei 65 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0
A. caryophyllea 40 §] 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1
A. caryophyllea 18 #0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1
A. caryophyllea 96 §0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
A. multiculmis 13 §1 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1
A. multiculmis 3 1 0 ? ? 1 0 0 0 0 1 1 1
A. multiculmis 14 §1 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1
Deschampsia 22 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0
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