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Das Abenteuer Habichtskrauter: Molekularbiologische Untersuchungen
in der Oberlausitz und angrenzenden Gebieten

Von JUDITH FEHRER
Mit 2 Abbildungen und 1 Karte

Zusammenfassung

Habichtskrauter der Gattung Pilosella VAILL. sind durch ein Miteinander von sexueller und
asexueller (apomiktischer) Vermehrung und durch eine Vielzahl von Hybridisierungen gekenn-
zeichnet, die die Analyse der Populationsstruktur und die taxonomische Abgrenzung der Arten
enorm erschweren. Bei Arten zweier morphologischer Serien aus Oberlausitz, Erzgebirge, Iser- und
Riesengebirge wurden die klonale Struktur und die miitterliche Vererbung mit Hilfe von Multilocus-
DNS-Fingerprinting und Chloroplasten-DNS untersucht. Die Analyse der klonalen Struktur
apomiktischer Arten konnte zur Kldrung einiger taxonomischer Probleme beitragen. Die Anzahl
und Verbreitung der Klone zeigte, dass die meisten Arten mehrfach unabhéngig, zu verschiedenen
Zeiten und in unterschiedlicher Héufigkeit entstanden sind. Entgegen der urspriinglichen
Erwartung stellte in vielen Féllen nicht der sexuelle, sondern der apomiktische Kreuzungspartner
den miitterlichen Elternteil natiirlicher Hybriden dar. Experimentelle Kreuzungen konnten zeigen,
dass diese Apomikten eine enorme Vielfalt an Reproduktionsmechanismen aufweisen und dass der
Anteil ihrer durch sexuelle Fortpflanzung entstandenen Nachkommen in natiirlichen Populationen
bei weitem grofer ist, als zuvor angenommen.

Abstract
The hawkweed adventure: Molecular investigations in the Oberlausitz and adjacent areas.

Hawkweeds of genus Pilosella VaiLL. are characterized by a combination of sexual and
asexual (apomictic) reproduction and abundant hybridization. These features greatly hamper the
analysis of their population structure as well as the taxonomic delimitation of the species. Species
belonging to two morphological series from the Oberlausitz, the Erzgebirge, the Jizerské hory,
and the Krkonose were analyzed for their clonal structure and maternal inheritance by multilocus
DNA fingerprinting and chloroplast DNA. The analysis of the clonal structure of apomictic species
contributed to solving some taxonomic problems. The number and geographic distribution of the
clones showed that most species had multiple origins and that they originated at different times
and with different frequency. Contrary to expectation, in many cases, the apomict involved in a
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particular cross represented the maternal parent of the natural hybrids instead of the sexual partner.
Experimental crosses showed that these apomicts exhibit an enormous variability with respect to
reproductive modes and that in natural populations, the proportion of progeny that originated from
sexual reproduction is much larger than previously assumed.

Keywords: Hieracium, apomixis, polyploidy, chloroplast haplotypes, hybridization, multilocus
fingerprinting.

1 Einleitung

Die Habichtskrauter (Hieraciinae, Lactuceae, Asteraceae) sind als eine taxonomisch besonders
komplizierte Gruppe bekannt. Verantwortlich dafiir ist ein Zusammenspiel aus ldnger zuriick-
liegenden und gegenwirtigen Hybridisierungen, Polyploidie und variablem Reproduktionsmodus.
Letzterer kann sexuell oder asexuell sein, wobei die Asexualitdt verschiedene Formen annechmen
kann: Vermehrung durch Ausldufer (lokal begrenzte Verbreitung) oder durch Apomixis, d.h.
durch Samenbildung ohne Befruchtung, die in Nachkommen resultiert, die mit der Mutterpflanze
identisch sind (weite Verbreitung moglich).

Die vorliegende Arbeit beschrinkt sich auf die Gattung Pilosella, deren Abtrennung von der
Gattung Hieracium sich weitgehend durchgesetzt hat (BrRAuTiGam & GREUTER 2007). Bei ihr liegt
eine fakultative Form der Apomixis vor, die gelegentliche sexuelle Vermehrung (per Samen)
nicht ausschlieft (BickneLL & Kortunow 2004). AuBlerdem produzieren diese Pflanzen in aller
Regel Pollen, mit dem sie ebenfalls an Hybridisierungen beteiligt sein konnen. Das taxonomische
Konzept von NAGELI & PETER (1885) und Zann (1921-1923), das in dieser Arbeit verwendet wird,
unterscheidet ca. 22 sogenannte Hauptarten, die durch einzigartige Merkmale gekennzeichnet
und verhiltnisméBig einfach zu bestimmen sind, von etwa 180 sogenannten Zwischenarten, die
Merkmalskombinationen aus zwei oder mehr Hauptarten aufweisen. Letztere sind schwierig zu
determinieren und — zumindest in der Regel — hybriden Ursprungs. Beiden Gruppen gemeinsam ist
das Vorkommen mehrerer Ploidiestufen innerhalb einer Art, wobei es bei den meisten Hauptarten
u.a. diploide Populationen gibt, wihrend diese bei den meisten Zwischenarten fehlen. Dominierend
sind tetra- und pentaploide Populationen (2n=4x=36, 2n=5x=45). Fiir einen Uberblick iiber
Pilosella-Habichtskrauter, siche FEHRER et al. (2007D).

Hiaufige Kreuzungen und Riickkreuzungen mit Fixierung einzelner Genotypen durch
Apomixis fiihren oft zu morphologisch flieBenden Ubergiingen zwischen verschiedenen Taxa.
Artabgrenzung und Populationsstruktur stellen also eine grofle Herausforderung fiir jegliche
Form der Untersuchung dar. Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind zwei morphologische
Serien von Pilosella-Arten, die durch solche Ubergiinge gekennzeichnet und deren Arten daher
taxonomisch schwer abzugrenzen sind. Untersucht wurden hauptséchlich die klonale Struktur
der apomiktischen Arten und die miitterliche Vererbung an Populationen aus der Oberlausitz und
benachbarten Gebieten (Erzgebirge, Iser- und Riesengebirge).

2 Material und Methodik

Die beiden morphologischen Serien (Abb. 1) bestehen aus den Arten Pilosella caespitosa
(Dumorr.) P. D. SELL & C. WEsT (Hauptart) — P. glomerata (FROEL.) Fr. (Zwischenart) — P. cymosa
(L.) F. W. Scuurtz & Sch. Brpe. (Hauptart, aktuell im Untersuchungsgebiet sehr selten, hiufiger
in angrenzenden Gebieten Tschechiens) bzw. P. floribunda (Wimm. & GraB.) Fr. (Zwischenart
aus den Hauptarten P. caespitosa und P. lactucella (WaLLR.) P. D. SELL & C. WEST) — P, iserana
(R. UEecHTR.) SojAK (Zwischenart) — P. piloselliflora (NAGELI & PETER) SosAk (Zwischenart) —
P. officinarum VaiLL. (Hauptart). Von allen Arten wurden mehrere Pflanzen pro Population aus
dem gesamten Untersuchungsgebiet gesammelt und im Garten des Naturkundemuseums Gorlitz
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kultiviert. Die Ploidiestufen wurden durch Chromosomenzidhlungen (CHrTEK et al. 2007) oder
mit Hilfe von Durchflusszytometrie (BRAuTIGAM & BrAUTIGAM 1996, SupA et al. 2007) bestimmt,
und der Reproduktionsmodus (sexuell oder apomiktisch) wurde experimentell festgestellt
(KraHULCOVA & KRrRAHULEC 1999). AuBlerdem wurden experimentelle Kreuzungen zur Resynthese
des Phénotyps der Zwischenarten durchgefiihrt. Morphologische und floristische Anhaltspunkte
fiir den Hybridursprung wurden ebenfalls beriicksichtigt. Herbarbelege der Pflanzen sind in den
Herbarien GLM und PRA hinterlegt.

4x 5x 4x 5x 2x

. glomerata P. cymosa

P. caespitosa
_A4x 5x 6x
P. piloselliflora

| P. lactucella |
4
sexuell +

Abb. 1 Diagramm der untersuchten Arten. Weifle Késten bezeichnen Hauptarten, graue Zwischenarten. Die
aufgrund der Morphologie vermuteten Beziehungen der Arten sind durch diinne Verbindungslinien
dargestellt, die beiden morphologischen Reihen als Doppelpfeile. Die Ploidiestufen aller in die Unter-
suchung einbezogenen Populationen sind fiir die jeweiligen Arten angegeben. Pilosella cymosa, P.
lactucella und P. officinarum sind vollstindig sexuell, ebenso ein kleiner Teil der tetraploiden Vertreter
von P. piloselliflora.

Fiir die molekularbiologischen Untersuchungen wurde DNS aus Bléttern nach der Methode von
StorcHOVA et al. (2000) extrahiert. Die klonale Struktur der apomiktischen Arten (P. caespitosa,
P. glomerata, P. floribunda, P. iserana) wurde qualitativ durch Multilocus-DNS-Fingerprinting
mit Hilfe von Mini- und Mikrosatelliten-Sonden bzw. durch Isoenzym-Analysen (P. piloselliflora)
bestimmt (FEHRER et al. 2005, WiLsoN et al. 2006). Zur Feststellung der miitterlichen Vererbung
wurde ein Abschnitt der Chloroplasten-DNS fiir einzelne Vertreter aller Arten mit Hilfe der
PCR (polymerase chain reaction; Polymerase-Kettenreaktion) vervielféltigt und anschlieend
sequenziert (FEHRER et al. 2005, 2007a). Basierend auf den Sequenzunterschieden wurde ein RFLP
(restriction fragment length polymorphism)-Ansatz entwickelt, bei dem die vervielfaltigte DNS in
definierte Stiicke geschnitten wird, deren Liange und Verteilungsmuster fiir eine groflere Anzahl an
Individuen aller Arten analysiert werden konnte (FEHRER et al. 2005, 2007b).

3 Ergebnisse
3.1 Klonale Struktur apomiktischer Arten

Im gesamten Untersuchungsgebiet wurden fiir P. caespitosa lediglich zwei Klone gefunden
(Karte 1), die entweder einen tetraploiden oder pentaploiden Chromosomensatz hatten (FEHRER
et al. 2005). Eine zuvor provisorisch vorgenommene Unterscheidung verschiedener Unterarten
korrelierte nicht mit den beiden Klonen, was sich auch in den Gartenkulturen zeigte, wobei
manche morphologischen Unterschiede tiberhaupt hinféllig wurden. Der pentaploide Klon ist auf
das Erzgebirge beschrinkt und wahrscheinlich durch Hybridisierung mit P. cymosa entstanden
(FEHRER et al. 2005). Morphologisch stellt er bereits einen Ubergang zu P. glomerata dar. Der
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tetraploide Klon kommt im gesamten Untersuchungsgebiet und dariiber hinaus auch in Nordrhein-
Westfalen, im Bohmerwald und sogar im Pazifischen Nordwesten Nordamerikas vor (WiLson et al.
2006, KranuLec et al. 2008). Es ist durchaus denkbar, dass ,reine® (tetraploide) P. caespitosa nur
aus diesem einzigen Klon besteht.

Fiir P. glomerata wurden insgesamt drei Klone gefunden (FEHRER et al. 2005), zwei davon lokal
und einer weit verbreitet im Oberlausitzer Hiigelland, Zittauer Gebirge, Iser- und Riesengebirge
(Karte 1). Die Oberlausitzer Populationen des letzteren waren bisher teils als ,,Hieracium
caespitosum ssp. madarum (NAGELI & PETER) S. BRAUT., teils als P. glomerata bestimmt worden.
In Kultur verschwanden die morphologischen Unterschiede. Ein einzelner Klon von P. glomerata
aus dem westlichen Erzgebirge war tetraploid. Die Art konnte ansonsten im Erzgebirge nicht
beobachtet werden. Die anderen beiden Klone waren pentaploid; der lokal verbreitete stammte aus
dem Riesengebirge und lie3 sich morphologisch allenfalls durch langere Ausldufer von dem weit
verbreiteten Klon unterscheiden. Die korrekte Bezeichnung dieses Taxons lautet P. glomerata ssp.
cymigeriformis (NAGELI & PETER).

Pilosella floribunda war im gesamten Untersuchungsgebiet mit sechs tetraploiden Klonen
vertreten (Karte 1). Vier davon waren nur lokal verbreitet, wohingegen die beiden anderen im
gesamten Erzgebirge bzw. im Iser- und Riesengebirge auftraten.

Bei P, iserana wurden insgesamt fiinf Klone gefunden, die alle tetraploid waren (Karte 1). Einer
davon hatte ein dhnliches Verbreitungsgebiet wie P. glomerata ssp. cymigeriformis. Die anderen
vier kamen an verschiedenen Stellen im Erzgebirge vor, zwei davon sogar an derselben Lokalitt.

Pilosella piloselliflora wies die grofite klonale Diversitdt auf. Bis auf eine Ausnahme war
jede der 12 untersuchten Populationen verschieden von der ndchsten, und selbst innerhalb der
Populationen fanden sich oft mehrere Genotypen (FEHRER et al. 2005); aulerdem kamen insgesamt
drei Ploidiestufen (4x, 5x, 6x) bei dieser Art vor. Dariiberhinaus war ein Teil der tetraploiden
Pflanzen sexuell, wihrend der Rest der tetraploiden sowie alle pentaploiden und hexaploiden
Pflanzen apomiktisch waren.

3.2 Miitterliche Vererbung und Kreuzungsrichtung

Die untersuchten Pilosella-Arten fielen in zwei Gruppen von Chloroplasten-Haplotypen, die
durch eine Reihe von Mutationen voneinander abwichen (FEHRer et al. 2005, 2007b). Einer
dieser Sequenzunterschiede betraf eine Léngendifferenz von 33 Basenpaaren, der mit Hilfe von
RFLP-Analysen leicht unterschieden werden konnte. Abbildung 2 zeigt die Verteilung der beiden
Haplotyp-Gruppen auf die untersuchten Arten. Chloroplasten-DNS wird bei Habichtskrdutern
wie bei den meisten Pflanzen miitterlich vererbt (Birky 2001, FEHrER et al. 2005, MRrAz et al.
2005). Daher wurde erwartet, dass die sexuellen Habichtskrduter der morphologischen Serien als
Mutterpflanzen der Zwischenarten dienten und der Pollen von apomiktischen Arten stammte. Dies
traf auch fiir P. floribunda und teilweise fiir P. piloselliflora zu, jedoch nicht fiir P, iserana und
andere P. piloselliflora-Populationen, deren Chloroplasten-DNS eindeutig von der apomiktischen
Art P, floribunda beigesteuert worden sein musste (Abb. 2).

Dazu passten Kreuzungsergebnisse zur Resynthese des Phinotyps dieser Arten. Wurde P.
officinarum als miitterlicher Elternteil mit P. iserana gekreuzt, resultierten zwar Hybridpflanzen mit
P. piloselliflora-Phéanotyp, aber Kreuzungen derselben Mutterpflanze mit P. floribunda erbrachten
kein Ergebnis. Dies war umso verwunderlicher, da normalerweise keine reproduktiven Barrieren
zwischen Pilosella-Arten feststellbar sind. Da der Chloroplasten-Haplotyp von P. floribunda
offensichtlich auf alle fiinf Klone von P. iserana vererbt worden war, musste zwangslaufig die
apomiktische Art als Mutterpflanze gedient haben. Darauthin wurde die Kreuzungsrichtung
umgekehrt und P. floribunda mit Pollen von P. officinarum bestdubt. Neben einer grolen Menge
an Nachkommen, die der Mutterpflanze P. floribunda entsprachen (also durch Apomixis erzeugt
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worden waren), wurden in der Tat zwei Hybridpflanzen mit dem Phénotyp von P. iserana gefunden
(FEHRER et al. 2005). Damit konnte die aufgrund der Chloroplasten-DNS erschlossene Entstehung
von P, iserana experimentell belegt werden. Es ist daher naheliegend, dass die zuvor kiinstlich
erzeugten Hybriden mit P. piloselliflora-Phénotyp nur den Teil der Populationen widerspiegelten,
bei dem die Chloroplasten-DNS von P. officinarum als Mutterpflanze erhalten wurde, nicht aber
die Populationen aus der reziproken Kreuzung (Abb. 2). Eine morphologische Unterscheidung von
P, piloselliflora-Individuen aufgrund der Kreuzungsrichtung ist nicht moglich.

4x 5x 4x 5x 2x
I P. caespitosa I— P. glomerata P. cymosa
4x

4x
P. iserana

P. floribunda

/

_A_4x 5x 6x
P. piloselliflora

P. lactucella

4x
P. officinarum
sexuell

Abb. 2 Miitterliche Vererbung bei den untersuchten Arten. Weile Késten bezeichnen den Chloroplasten-
Haplotyp Pilosella 1, graue Pilosella 2. Die schwarzen Pfeile geben den miitterlichen Ursprung der
Zwischenarten P. floribunda, P. iserana und P. piloselliflora an. Populationen von P. piloselliflora
zeigen den einen oder anderen Haplotyp; die restlichen Arten sind einheitlich. Die Arten der oberen
Reihe lassen sich mit diesem Ansatz nicht unterscheiden. Fiir weitere Erldauterungen siehe Legende zu
Abb. 1.

Eine Erweiterung der Analysen der Chloroplasten-Haplotypen auf alle Pilosella-Arten im
Untersuchungsgebiet (zwei zusitzliche Haupt- und neun weitere Zwischenarten bzw. Hybriden)
zeigte, dass in etwa der Halfte aller Félle von Hybridursprung der apomiktische Elternteil als
Samenpflanze gedient haben musste (KraHULEC et al. 2004). Das gleiche Phdnomen fand sich
auch im Bohmerwald bei Pilosella-Populationen mit etwas anderer Zusammensetzung der Arten
(KRraHULEC et al. 2008).

4 Diskussion

Die Untersuchung der klonalen Struktur der apomiktischen Arten ergab groBe Unterschiede
beziiglich der Anzahl und Verbreitung einzelner Genotypen und zeigte, dass die meisten von ihnen
mehrfach unabhéngig entstanden sind (FEHRER et al. 2005). Nur die Hauptart P. caespitosa ist sehr
einheitlich, und der tetraploide Klon hat die weiteste Verbreitung, bis hin zu invasiven Populationen
in der Neuen Welt. Ahnliches gilt fiir einen tetraploiden Klon von P. aurantiaca (L.) F. W. ScHULTZ
& ScH. Bip., der nicht nur im Untersuchungsgebiet und im Béhmerwald, sondern auch in ganz
Nordamerika zu finden ist (KrRaHULEC et al. 2008, Loomis & Fisuman 2009). Die Zwischenarten
P. glomerata, P. iserana und P. floribunda zeigen drei bis sechs verschiedene Klone im Unter-
suchungsgebiet (Karte 1), wobei sowohl lokale Klone, als auch solche mit weiter Verbreitung
gefunden wurden. Die weit verbreiteten sind auf zwei Regionen begrenzt, das Erzgebirge einerseits
und das restliche Gebiet andererseits. Dazwischen liegen Elbtal und Elbsandsteingebirge, wo
geeignete Habitate flir Pilosella-Habichtskrauter viel seltener sind. Diese Klone sind vermutlich
vor Ort entstanden, was eine ungefihre zeitliche Abschitzung ihres Alters erlaubt, das sich aus der
Besiedlungs- und Kultivierungsgeschichte dieser Regionen ergibt: Da in den Gebirgen die
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Pilosella-Habitate erst durch menschlichen Einfluss entstanden sind, kann das maximale Alter der
Klone, die sich iiber eine Strecke von jeweils ca. 100 km ausgebreitet haben, auf etwa 600 Jahre
angesetzt werden. Die lokalen Klone kdnnten jlinger sein oder aus weniger vorteilhaften Genotypen
bestehen, die sich weniger effektiv verbreiten. Im Gegensatz zu den drei Zwischenarten mit weit
verbreiteten Klonen ist P. piloselliflora in diesem Gebiet offensichtlich eine sehr junge Art, die
fortlaufend neu gebildet wird. Dieses Taxon kommt in der Regel zusammen mit beiden Elternarten
vor, was bei den anderen Zwischenarten normalerweise nicht der Fall ist. Innerhalb der
apomiktischen Arten gibt es also eine deutliche Abstufung, was die Haufigkeit der Entstehung und
die zeitliche Einordnung betrifft, von einheitlichen (und &lteren) Hauptarten iiber stabile
Zwischenarten bis hin zu jiingeren Hybriden.

P. caespitosa \ ® P. glomerata \

@ ®

4 2 Klone

3 Klone

P. floribunda \ P. iserana \

\
\ /‘}D/”F \

6 Klone 5 Klone

e/

\

4

Karte 1 Verbreitung der Klone von vier apomiktischen Arten. Der Grenzverlauf des Dreildnderecks dient
zur Orientierung. Die Areale der weit verbreiteten Klone sind durch Ovale gekennzeichnet; lokal
vorkommende Klone sind durch Pfeile angezeigt. Der gestrichelte Balken entspricht dem Elbtal/
Elbsandsteingebirge und deutet eine partielle Isolation an. Nur der tetraploide Klon von P. caespitosa
kommt in beiden Gebieten vor.

Die Analyse der miitterlichen Vererbung bestétigte nicht nur, dass Apomixis in dieser Pflanzen-
gruppe fakultativ ist, sondern zeigte, dass in der Natur sogar erstaunlich oft Zwischenarten und
Hybriden entstehen, deren Mutterpflanze eigentlich apomiktisch ist (FEHRER et al. 2007b). Diese
Erkenntnis regte quantitative Untersuchungen tiber den Fortpflanzungsmodus an, bei denen apomik-
tische Mutterpflanzen mit Pollen einer sexuellen Art bestédubt und deren Nachkommen analysiert
wurden (KrRaHULCOVA et al. 2004, 2011). Auch in einem natiirlich vorkommenden Hybridkomplex
wurde die Fortpflanzungsweise anhand der von den einzelnen Pflanzen gebildeten Samen untersucht
(KranuLcova et al. 2009). Alle drei Studien zeigen eine enorme Vielfalt der Reproduktions-
moglichkeiten der Apomikten: Neben normaler Apomixis wurde haploide Parthenogenese als eine
weitere Form der asexuellen Fortpflanzung festgestellt. Dabei durchléduft die Eizelle eine Meiose,
halbiert dadurch ihren Chromosomensatz, und aus diesem wird parthenogenetisch der Embryo
gebildet. Diese Nachkommen zeigen eine grofle morphologische Bandbreite, da eine Segregation
der elterlichen Chromosomen stattfindet. Daneben kommt sexuelle Vermehrung in verschiedenen
Formen vor: normale Hybridisierung, bei der beide Eltern die Meiose durchlaufen haben, sowie
solche, bei denen mindestens ein Elternteil einen unreduzierten Chromosomensatz weitergegeben



hat. Dadurch entstehen Additionshybriden, also Pflanzen mit hoherer Ploidiestufe als beide
Eltern. Auch die auf sexuellem Weg erzeugten Nachkommen (Hybriden) zeigen aufgrund von
Rekombination eine grole morphologische Bandbreite. Der Anteil der durch die verschiedenen
Mechanismen erzeugten Nachkommen variiert sehr stark in Abhdngigkeit vom Genotyp der
Mutterpflanze und (in geringerem Maf}) vom Genotyp des Pollen-Donors. Zusammenfassend ldsst
sich sagen, dass Apomikten, die stabile Populationen bildeten, einen hohen Anteil (mindestens
90 %) apomiktischer und nur einen kleineren Teil anders erzeugter Nachkommen produzieren.
Dagegen findet sich bei Apomikten, die keine stabilen Populationen bilden, neben relativ wenigen
apomiktisch erzeugten Nachkommen ein hoher und stark variabler Prozentsatz an Polyhaploiden
und Hybriden. Wéhrend also stabile Apomikten sich erfolgreich ausbreiten kdnnen, produzieren
unstabilisierte Apomikten eine grole Menge an Rohmaterial fiir die Selektion auf vorteilhafte
Genotypen. Dennoch ist der Anteil der in der Natur etablierten Apomikten, die durch gelegent-
liche sexuelle Reproduktion apomiktischer Mutterpflanzen entstanden sind (KrRaHULEC et al. 2004,
2008, FenreR et al. 2005), hoher als diese experimentellen Untersuchungen vermuten lassen. Dies
legt einen moglichen Selektionsvorteil der auf diese Weise entstandenen Genotypen nahe, dessen
Ursache jedoch noch unklar ist (FEHRER et al. 2007Db).
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