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Einleitung

Die neophytische Nuttall’s Wasserpest (Elodea nuttallii (Planch.) St. John) hat sich seit ihrer ersten
Beschreibung 1939 in Belgien in Europa stark ausgebreitet und verdréngt nicht nur heimische sub-
merse Makrophyten sondern auch die ca. 100 Jahre zuvor eingeschleppte Schwesterart E. canaden-
sis Michx. (Barrat-Segretain 2001; Simpson 1990; Thiebaut et al. 1997). Beide Arten sind di6zisch;
in Deutschland kommen iiberwiegend Pflanzen mit gyndzischen Bliiten vor. Hiufig werden die
Pflanzen jedoch nur im vegetativen Zustand angetroffen. Eine hohe phénotypische Plastizitit insbe-
sondere von E. nuttallii (Simpson, 1988, Vanderpoorten et al. 2000) erschwert dabei eine korrekte
Artunterscheidung anhand bisheriger Bestimmungsschliissel.

Wir haben daher nach Morphologie-unabhéngigen taxonomischen Markern gesucht. Eine
chemotaxonomische Bestimmung anhand von pflanzlichen Sekundirstoffen, z.B. Flavonoiden,
wurde fiir Elodea bereits beschrieben (Mues 1983). Eine molekulartaxonomische Analyse verschie-
dener Pflanzenarten erfolgt hdufig anhand der ITS-Region der nuklearen DNA (White et al. 1990).
Wir konnten beide Methoden fiir Elodea anwenden (Erhard, Haid & Gross, in Vorbereitung), aller-
dings sind diese relativ kostenintensiv und nicht in jedem Labor durchfiihrbar. Ziel der hier vorge-
stellten Arbeit war, basierend auf diesen Methoden eine moglichst einfache, kostengiinstige und
universell einsetzbare Methode der Unterscheidung von E. canadensis und E. nuttallii zu entwi-
ckeln.

Material & Methoden

Insgesamt 78 Proben von Elodea spp. aus verschiedenen Gewéssern in Deutschland (64), Europa
(9) und den USA (5) wurden frisch oder getrocknet (Luft- oder Gefriertrocknung) erhalten und wei-
ter verarbeitet. Bei frischem Material konnte eine Bestimmung anhand géngiger Schliissel (Casper
& Krausch 1980; Simpson 1986 ) vorgenommen werden. Die verwendeten Methoden kdnnen aus
Platzgriinden hier nur verkiirzt dargestellt werden. Eine detaillierte Beschreibung ist auf Anfrage
erhaltlich.

Chemotaxonomie: (Gefrier)-getrocknetes Pflanzenmaterial wurde zweifach mit 50% Metha-
nol fiir 2 Std. unter konstantem Schiitteln extrahiert und der konzentrierte Extrakt durch HPLC wei-
ter aufgetrennt (RP-C18 Kromasil 250 x 4 mm; Laufmittel A 1% Essigsdure, B Methanol; Gradient
0-20 min 5-60% B, 20-25 min 60-100% B, 25-40 min isokratisch B; Detektion bei 345 nm). Basie-
rend auf den erhaltenen Signalflichen und —héhen wurde eine Cluster-Analyse durchgefiihrt (Pro-
gramm “R”, Version 1.6.2, Ihaka & Gentleman 1996).

Molekulare Taxonomie: Pflanzliche DNA wurde laut Herstellerprotokoll mit dem DNeasy™
Plant Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden) extrahiert. Als molekularer Marker wurde die ITS-Region
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der Kern-DNA im Bereich der ribosomalen gene repeats ausgewéhlt und die gesamte ITS Region
mit den Primern ITS1 und ITS4, sowie die ITS2 Region mit den Primern ITS3 und ITS4 mittels
PCR (Polymerase-Kettenreaktion) amplifiziert (White et al. 1990). Die PCR-Produkte wurden mit
dem QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt und iiber die Fa. GATC Konstanz se-
quenziert. Ein Alignment der Sequenzen wurde mit der Software BioEdit (Hall 1999) durchgefiihrt,
phylogenetische Stammb&dume mit der Software MEGA 2.1 erstellt. Der Langenunterschied der
amplifizierten ITS2-Region von ca. 10 bp wurde auf hochauflosenden Elchrom 1200 Gelen (Fa.
Elchrom, CH-Cham) analysiert. Ebenso wurde die ITS2-Region einem Restriktionsverdau mit der
Restriktionsendonuklease Cla I (Fa. Roche, Mannheim) unterzogen; die Produkte wurden auf einem
1,5%igen Agarosegel getrennt.

Ergebnisse & Diskussion

Die chemotaxonomische Untersuchung der Proben iiber eine Auftrennung des wissrig-methanoli-
schen Rohextrakts an einer C18-HPLC-Saule ergab drei charakteristische Signale, wobei das dritte
Signal aus zwei nicht vollig auftrennbaren Substanzen besteht (Abb. 1).
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Abb. 1:

HPLC-Chromatogramme von E. nuttallii (A) und E. canadensis (B). Drei Hauptsignale wurden de-
tektiert (1-3), Signal 3 besteht aus zwei Verbindungen. 1: unbekannter Kaffee- oder Chlorogenséu-
reester; 2-3: 7-O-Diglucuronide Luteolin (2), Apigenin (3a) und Chrysoeriol (3b).



Dabei handelt es sich bei Signal 1 aufgrund der spektroskopischen Eigenschaften vermutlich um
einen bislang nicht identifizierten Kaffee- oder Chlorogenséureester. Signale 2, 3a und 3b sind Fla-
vonoidglykoside. Es zeigte sich, dass es nicht wie von Mues (1983) beschrieben qualitative, son-
dern nur quantitative Unterschiede im Gehalt der Flavonoid-Diglucuronide gibt. Aufgrund massen-
und nuklearresonanzspektroskopischer Untersuchungen durch Dr. Georg Pohnert, MPI fiir Chemi-
sche Okologie, Jena gehen wir davon aus, dass es sich bei Signal 2 um Luteolin-7-O-Diglucuronid
und bei dem Doppelsignal 3a/3b um Apigenin- und Chrysoeriol-7-O-Diglucuronide handelt. Die
Cluster-Analyse ergab eine klare Trennung der Proben (s. Poster unter Elodea-Projekt,
http://www.uni-konstanz.de/limnologie/ags/gross/projekte.html). Weiterhin lisst sich ein einfacher
dichotomer Schliissel basierend auf diesem Merkmal erstellen:

la Signalflache 2 < Signalflache 3 E. canadensis
1b Signalflache 2 > Signalfldche 3 2>2

2a Verhiltnis Signalhdhe 3a/3b < 0,75 E. canadensis
2b Verhiltnis Signalhdhe 3a/3b > 0,75 E. nuttallii

Molekulare Taxonomie: Die Sequenzen von E. canadensis und E. nuttallii unterschieden sich in bis
zu 36 Nukleotiden der insgesamt ca. 720 bp langen ITS-Region. Aufgrund dieses Polymorphismus
konnen auch hier beide Arten phylogenetisch deutlich von einander getrennt werden (s. Poster unter
Elodea-Projekt, http://www.uni-konstanz.de/limnologie/ags/gross/projekte.html; Erhard, Haid &
Gross, in Vorbereitung). Zudem ist die ITS2-Region von E. nuttallii langer als die von E. canaden-
sis (281 = 1 bp vs. 274 = 1).

Beide Charakteristika konnten zur Entwicklung einfacherer molekularer Methoden zur Art-
unterscheidung herangezogen werden. Der Langenunterschied der ITS2-Region lie3 sich nur auf
hochauflosenden Elchrom 1200 Gelen trennen (Abb. 2). Sequenzunterschiede zwischen beiden Ar-
ten erlaubten den selektiven Restriktionsverdau der ITS2-Region von E. nuttallii mit dem Enzym
Cla I in zwei Bruchstiicke von ca. 250 und 186 bp, die allerdings auf dem Agarosegel nicht zu tren-
nen waren. Die entstandene Doppelbande (Abb. 3) besteht aus unverdauter ITS2-Region (oben) und
den Verdauprodukten (unten). Im Gegensatz dazu wurde die ITS2-Region von E. canadensis nicht
geschnitten und zeigte eine Bande bei ca. 450 bp im Agarosegel.
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Elchrom 1200 Gel zur Artbestimmung anhand des ITS2-Langenpolymorphismus. DNA-Leiter M3.
Proben: C — Elodea canadensis, N — E. nuttallii, H— Hydrilla verticillata, D — Egeria densa. Num-

mern geben Probennr. an.
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Abb. 3:

Restriktionsverdau der ITS2-Region mit Cla I auf 1,5%igem Agarosegel. Nur Proben von Elodea
nuttallii (N) zeigen zwei Banden. Legende s. Abb. 1. DNA-Leiter: 100bp PEQ-Gold.

Tab. 1:

Vergleichende Taxonomie einiger Elodea-Proben. Die laufende Nr. der untersuchten Proben sowie
die Artbestimmung durch den Sammler sind vorangestellt. Elchrom: Taxonomie basierend auf Lén-
genunterschied der ITS2-Region. Cla I: Restriktionsverdau der ITS2-Region. Chemotaxonomie:
HPLC Analyse der Flavonoide. ITS-Sequenz: Sequenzierung der gesamten ITS-Region. Details s.
Text. EC — Elodea canadensis, EN — Elodea nuttallii. dito — gleiches Ergebnis wie fiir Elchrom.
Grau unterlegte Proben markieren korrigierte Identifikationen.

Nr. Sammler Elchrom Clal Chemotaxonomie ITS-Sequenz

5 EC EC dito dito dito
6 Elodea EN dito dito dito
8 EN EN dito dito dito
12 EC EN dito dito dito
13 EN EN dito dito dito
18 EC EN dito dito dito
28 EN EN dito dito dito
34 EC EC dito dito dito
44 EC EC dito dito dito
51 EN EC dito dito dito
53 EC EC dito dito dito
54 EN EN dito dito dito
58 EC EC dito dito dito
61 Elodea EN dito dito dito
69 EC EC dito dito dito
72 EC EN dito dito dito
73 EN EN dito dito dito
74 Elodea EC dito dito dito

76 EN EN dito dito dito




Fazit

Elodea-Arten konnen anhand der beschriebenen chemotaxonomischen und molekulartaxonomi-
schen Methoden eindeutig und reproduzierbar unterschieden werden. Die unterschiedlichen Metho-
den fiihren bei den untersuchten Proben zu denselben Ergebnissen (Tab. 1). Wihrend die Chemota-
xonomie eine geeignete HPLC-Anlage, mdglichst mit Photodiodenarray, voraussetzt, und die mole-
kulare Taxonomie basierend auf den ITS-Sequenzen Zugang zu einem DNA-Sequenzierer oder die
Inanspruchnahme einer kommerziellen Sequenzierfirma voraussetzt, kann insbesondere der Restrik-
tionsverdau der ITS2-Region schnell und kostengiinstig in einem einfach eingerichteten molekular-
biologischen Labor durchgefiihrt werden. Das Elchrom-Verfahren macht eine mehrere Tausend
Euro teure Spezialapparatur erforderlich.

Abhingig von den Gegebenheiten der vorhandenen Labore erscheint uns entweder eine
HPLC-Analyse (Chemotaxonomie) oder der Restriktionsverdau als einfachste und kostengiinstigste
Methode der eindeutigen Artbestimmung unklarer Elodea-Proben. Um die Kosten abzuschitzen,
miissen Investitions-, Arbeitszeit- und Materialkosten veranschlagt werden. Da erstere beiden stark
variabel sein konnen, abhingig von der Ausstattung des Labors, wird im folgenden nur der reine
Materialverbrauch angegeben. Chemotaxonomie: fiir Losungsmittel, Gefdf3e etc. ca. 1 € pro Probe.
Molekulare Taxonomie: DNA-Extraktion und PCR der ITS-Region: Extraktions- und Aufreini-
gungskit der Fa. Qiagen, (4,- €/Probe), Tag-Polymerase etc. ca. 1,50 €/Probe. Diese Kosten entste-
hen fiir alle molekularen Methoden. Sequenzierung: ca. 20,- €/Probe. Elchrom: Gele etc. ca. 1,-
€/Probe. Restriktionsverdau: Enzym, Gele etc. ca. 1,- €/Probe.

Aufgrund des hohen Ausbreitungspotentials von E. nuttallii und der haufig falschen Identi-
fikationen ist die Nutzung dieser Methoden dringend angeraten, um korrekte Aussagen iiber die
Verbreitung dieser Neophyte zu ermdglichen. Vergleichbare Methoden konnten fiir andere morpho-
logisch schwierig zu bestimmende submerse Makrophyten entwickelt werden, wie z.B. Potamoge-
ton spp. und Ranunculus spp.
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beitung.
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