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Zytologische und genetische Untersuchungen zu Viola epipsila,
V. palustris und ihrer Hybride V. xfennica

ALISIA SMOLKA, STEFAN RATZEL, VEIT HERKLOTZ & CHRISTIANE M. RITZ

Zusammenfassung: Arten der Gattung Viola
sind aufgrund ihrer grofRen morphologischen
Variationsbreite und komplexer Hybridisierungs-
und Polyploidisierungsereignisse oft nicht ein-
fach bestimmbar. Die beiden Arten V. palustris
und V. epipsila und deren Hybride V. xfennica
wurden darum mithilfe von Durchflusszytomet-
rie, mikroskopischer Chromosomenzahlung und
der Sequenzierung eines Plastidenmarkers un-
tersucht, um ihre Verwandtschaftsverhaltnisse
zu klaren und die verschiedenen Zytotypen mit
morphologischen Merkmalen zu vergleichen.
Die vorherige Bestimmung nach morphologi-
schen Merkmalen konnte in allen Fallen durch
die zytologische Analyse bestatigt werden, was
die verwendeten Unterscheidungsmerkmale
verifiziert. Es wurden Chromosomenzahlen von
2n = 24 fir V. epipsila, 2n =48 fiir V. palustris
und 2n = 36 fir die Hybride V. xfennica ermit-
telt, was bereits existierende Literaturangaben
bestatigt. Plastidsequenzenanalysen ergaben
V. epipsila als mutterlichen Elter fir alle V. xfen-
nica-Akzessionen, wahrend V. palustris subsp.
pubifolia mithilfe der hier angewandten Metho-
den nicht von V. palustris zu unterscheiden war.
Aufgrund unserer Untersuchungen konnten der
Wiederfund von V. epipsila und der erste Nach-
weis von V. xfennica fiir Brandenburg erbracht
werden. Die hier beschriebenen Methoden
kénnen zur eindeutigen Unterscheidung der
untersuchten Taxa aus der Verwandtschaft von
V. palustris verwendet werden und somit auch
zum gezielten Schutz der in Deutschland extrem
seltenen und akut vom Aussterben bedrohten
V. epipsila sowie der ebenfalls sehr seltenen
Hybride beitragen.

Abstract: Cytological and genetic studies
on Viola epipsila, V. palustris and their hy-
brid V. xfennica. Morphological identification
of species of the genus Viola is complica-
ted due to their high morphological variability
and complex hybridisation and polyploidisation
events. V. palustris, V. epipsila and their hybrid

V. xfennica were therefore investigated by flow
cytometry, microscopic chromosome counting
and sequencing of a plastid marker to clarify
their relationships and to compare the different
cytotypes with morphological characters. The
initial morphological determination was con-
firmed in all cases by chromosome counts of
2n = 24 for V. epipsila, 2n = 48 for V. palustris
and 2n =36 for the hybrid V. xfennica, con-
firming already existing literature data. Plastid
sequences revealed V. epipsila as the maternal
parent for all accessions of V. xfennica, while
V. palustris subsp. pubifolia could not be dis-
tinguished from V. palustris here. Based on our
investigations, the recovery of V. epipsila and
first evidence on the occurrence of V. xfennica
in Brandenburg could be confirmed. The meth-
ods described here can be used to clearly dis-
tinguish the studied taxa and thus support the
protection of the extremely rare V. epipsila and
its also rare hybrid.
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1. Einleitung

Die Gattung Viola umfasst weltweit 525-654
Arten und ist vor allem in gemafigten Zonen
in Europa, Nordafrika, Asien und Amerika be-
heimatet (BALLARD & al. 1999, MARCUSSEN
& al. 2021). Durch Hybridisierung, gekoppelt
mit Polyploidie (Allopolyploidie), sind auch in
Europa mehrere schwer fassbare Artkomple-
xe entstanden (MARCUSSEN & BORGEN 2000,
VAN DEN HOF 2009, MARCUSSEN & al. 2015).
So sind die beiden heimischen Veilchenarten
V. palustris (Sumpf-Veilchen) und V. epipsila
(Torf-Veilchen) aus der Sektion Plagiostigma
GoDR. morphologisch schwer voneinander zu
trennen und bilden mehr oder weniger interme-
diare Hybriden (NYLANDER 1843). Bei beiden
Arten handelt es sich um Stauden mit grund-
standigen Laubblattern, langlich-eiférmigen
Nebenblattern, eiférmigen Kelchblattern und
verkehrt-eiformigen, blass lilafarbenen Kronblat-
tern (Abb. 1a & c). V. epipsila istim Vergleich zu
V. palustris gewohnlich in allen Teilen + gréRer
und hat bei typischer Ausbildung abstehend
behaarte Blattunterseiten, Blitenstiele und
Kelchblattrander im Gegensatz zur kahlen bzw.
selten zerstreut behaarten V. palustris (Abb. 1d
& f). AulRerdem befinden sich die Vorblatter bei
ersterer Uber, bei V. palustris hingegen unter
der Stangelmitte. V. epipsila hat ellipsoidische
Frichte mit kegelférmiger Spitze, wahrend
die Kapseln von V. palustris eiférmig und an
der Spitze ausgerandet bis abgerundet sind
(Abb. 1g). Die Samen sind bei der erstgenann-
ten Art grofier und olivgriin mit schwarzlicher
Punktierung, bei zweiterer wirken sie durch
flachige Punktierung der ebenfalls griinlichen
Oberflache optisch komplett schwarz und sind
etwas kleiner (Abb. 1h & i). Die Hybride beider
Arten V. xfennica (Abb. 1b & e) ist hochgradig
steril und bildet meist gar keine oder sehr selten
partiell ausgebildete Friichte mit tauben Samen
(Abb. 1g; RATZEL & al. 2018, RATZEL 2021).
Auch Uberschneiden sich die Verbreitungsarea-
le beider Arten in Europa, wobei V. epipsila welt-
weit ein sehr groes eurasiatisches, eher nord-
liches Gesamtareal besetzt und in Deutschland
sowie ganz Mitteleuropa wesentlich seltener
als die in ihrer Nominatform west- und zentral-
europaisch verbreitete V. palustris ist (MEUSEL
& al. 1978, NETPHYD & BFN 2013). Ferner ist
in Deutschland die (weitgehend nur noch his-
torische) Verbreitung von V. epipsila fur alle

Gebiete auRerhalb des nord- und nordostdeut-
schen Jungpleistozans nach aktueller Datenla-
ge ungesichert (RATZEL 2021). Allerdings kam
die Art historisch in Stidwest-Polen (Schlesien)
vor, was mehrfach durch Belege gesichert ist
[z. B. Flora von Oberschlesien, Torfwiesen bei
Wiegschiitz, zwischen Sphagnum, April 1898,
M. Wetschky (B)].

Studien zur Chromosomenzahl und Ploi-
diestufe zeigen, dass die Arten zytologisch gut
differenziert werden koénnen. Die Chromoso-
menzahl betragt 2n =48 fur V. palustris und
2n = 24 fir V. epipsila (VALENTINE & al. 1968).
Interspezifische Hybriden (Kuta 1989a, b,
1991, ZABICKA & al. 2020) sind entweder mit
2n = 48 fertil (KuTtAa 1991a) und aufgrund ihrer
Uberwiegend V. palustris-artigen Merkmale als
V. palustris L. subsp. pubifolia beschrieben oder
mit 2 = 36 steril und werden dann als V. xfen-
nica bezeichnet. Aufgrund unterschiedlicher
Angaben zu der Chromosomenbasiszahl in
der Sektion Plagiostigma von x = 6 oder x = 12
ist allerdings nicht klar, ob die Arten di- und
tetraploid oder tetra- und oktoploid sind (KuTta
1989a, MARCUSSEN & BORGEN 2000, NADOT
& al. 2000, MARCUSSEN & al. 2015, ZABICKA
& al. 2020).

Viola epipsila ist in Deutschland aktuell ex-
trem selten und akut vom Aussterben bedroht
(MeTzING & al. 2018). Sichere Nachweise nach
1980 gibt es noch in Mecklenburg-Vorpommern
(FUKAREK & HENKER 2005), die Art gilt dort
aber nunmehr als verschollen, weil mehrere
Nachsuchen an den letzten Fundorten keine
Bestatigungen mehr erbrachten (A. MOHR &
W. WIEHLE, pers. Mitt. an SR; eigene Nach-
suchen SR 2011-2014; HAHNE 2020). Die
dokumentierten Bestande in Schleswig-Holstein
gelten als erloschen, V. epipsila ist auf der dor-
tigen Roten Liste als ausgestorben vermerkt
(RoHMAN 2021). In Brandenburg gibt es ein
einziges Vorkommen bei Hohenstein (s. Tab. 1,
RATZEL & al. 2018), das sich nun auch in Er-
haltungskultur des Botanischen Gartens Pots-
dam befindet (http://www.ex-situ-erhaltung.de/
pflanzenarten). V. palustris hingegen ist noch
in ganz Deutschland zu finden, die Bestande
gehen jedoch auch hier zurlick (METzING & al.
2018). Durch eine eindeutige Identifikation der
Arten bzw. ihrer Hybriden kénnten im Ergebnis
Lebensraume gezielter geschiitzt bzw. die An-
spriiche der Arten an ihre Standorte genauer
untersucht werden.



Abb. 1: Morphologische Merkmale von Viola epipsila, V. xfennica und V. palustris. Chasmogame Bliten und
Frihjahrsblatter von V. epipsila (a, d), V. xfennica (b, €) und V. palustris (c, f). Friichte von V. epipsila,
V. xfennica (fehlschlagend) und V. palustris (von links nach rechts; g). Samen von V. epipsila (h) und
V. palustris (i). Fotos: Stefan Ratzel. — Morphological characteristics of V. epipsila, V. xfennica and
V. palustris. Chasmogamous flowers and earliest leaves of V. epipsila (a, d), V. xfennica (b, e) and
V. palustris (c, f). Fruits of V. epipsila, V. xfennica (failing) and V. palustris (from left to right; g). Seeds
of V. epipsila (h) and V. palustris (i).
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Ziel unserer Arbeit war es, mehrere Individuen
der in Deutschland angegebenen Taxa (BuTT-
LER & al. 2018) und V. palustris subsp. pubifo-
lia aus der Viola-palustris-epipsila-Artengruppe
zytologisch mithilfe von Durchflusszytometrie
und Chromosomenzahlungen zu charakterisie-
ren, um sie taxonomisch zu bestimmen und die
Ergebnisse von Bestimmungen anhand mor-
phologischer und phanologisch-6kologischer
Merkmale mit den zytologischen Ergebnissen
zu vergleichen. Hierfir haben wir Lebendma-
terial aus Nordostdeutschland und Nord-Polen
untersucht. Weiterhin sollten potenzielle Hybri-
den identifiziert oder bestatigt und die Richtung
ihrer Kreuzung mithilfe von mutterlich vererbten
Plastidensequenzen untersucht werden. Eine
weitere Frage war, ob diese Hybriden in selbst-
standigen Populationen ohne ihre Elternarten
bestehen konnen. Zwar wurde kurzlich eine
genetische und zytologische Studie zu diesem
Sippenkomplex in Deutschland und Polen pu-
bliziert (ZABICKA & al. 2020), allerdings wurden
hier andere Fundorte berticksichtigt und keine
Chromosomenzahlungen vorgenommen, so-
dass wir mit unserer Studie weitere Beitrage
zum Wissensstand deutscher Populationen
liefern mochten.

2. Materialien und Methoden

Pflanzenmaterial

Eine Ubersicht tiber die untersuchten Pflanzen,
die in den jeweiligen Populationen im Zeitraum
von 2011 bis 2016 aufgesucht und anschlie-
Rend von SR weiterkultiviert wurden, findet
sich in Tab. 1.

Vergleichend wurde Material von V. epipsila
und V. xfennica aus anderen Herkunftsgebieten
durch SR in der Natur und in Herbarien ge-
sichtet [u. a. div. Herklinfte aus N-Europa, dem
Baltikum, NW-Russland, aus NE & SW-Polen
(B); aus NE-Polen/Region Biatowieza, 2011,
S. RATZEL (Herb. Ratzel); Russland (Ferner
Osten)/Region Primorje, Sichote Alin, 2013,
W. WIEHLE & S. RATZEL, det. S. Ratzel (Herb.
Ratzel)], um die Vorbestimmungen nach rein
morphologischen Merkmalen breiter abzusi-
chern.

Durchflusszytometrie
Wir bestimmten den DNA-Gehalt mit Durch-
flusszytometrie unter Verwendung frischer

Laubblatter. Die Blatter wurden mit einer Ra-
sierklinge zerkleinert und die Zellkerne mit
TrisMgCl-Puffer (PFOSSER & al. 1995, modi-
fiziert mit 10 g/I Polyvinylpyrrolidon und 10 mM
Natriummetabisulfit) und RNAse A (20 mg/ml)
extrahiert. Die Kerne wurden anschlieffend mit
Propidiumiodid-Farbelésung (20 pg/ml in HPLC-
grade Wasser) gefarbt. Nach der Farbung
wurden die Probensuspensionen wegen der
hohen Viskositat zusatzlich mit Watte aus rei-
nen Baumwollfasern filtriert (CIRES & al. 2011).
Die Messungen wurden mit dem CyFlow Ploidy
Analyser (Partec, Deutschland) durchgefiihrt,
wobei die Fluoreszenz mittels YAG-Laser bei
532 nm mit einem Gain von 250-350V gemes-
sen und fir mindestens drei Blatter pro Probe
wiederholt wurde. Die Analyse der Rohdaten
wurde mit der Software Cyflogic v. 1.2.1 (Cyflo,
Finnland) durchgefiihrt. Der 2C-Genomgehalt
wurde anhand der Peak-Verhaltnisse der Pro-
ben gegen drei verschiedene Kalibrierungsstan-
dards mit bekannter Genomgrofie geschatzt,
Zea mays (2C =2,50pg, LysAak & DOLEZEL
1998) fur V_1, V_2, V_6, V_7, V_11, Glycine
max (2C = 5,43 pg, DOLEZEL & al. 1994) firV_3
und V_5 und Raphanus sativus (2C = 1,11 pg,
DoLEZEL & al. 1992) fir V_4 und V_8.

Chromosomenzdhlungen aus Mitosemeta-
phasen

Um mitotisch aktives Gewebe fiir die Chromo-
somenzahlung zu erhalten, wurden die Pflanzen
aus der Erde in Wasser Uberfuihrt und mehrere
Tage kultiviert, um neues Wurzelwachstum an-
zuregen. Die Wurzelspitzen wurden am frihen
Morgen geerntet und nach dem Protokoll von
Ma & al. (1996) sofort in einer Losung aus 0,1 %
Colchicin und 0,001 M 8-Hydroxychinolin bei
25°C flr 4 Stunden inkubiert. Nach der Fixie-
rung des Gewebes flir mindestens 24 Stunden
bei 4 °C in Ethanol/Essigsaure (3 : 1) wurden die
Wurzelspitzen 3% in Wasser, 3% in 1x Citratpuf-
fer (Stammlésung von 10x Citratpuffer: 0,1 M
Zitronensaure, 0,1 M Trinatriumcitrat, pH4,6)
gewaschen und anschlieRend in einer Losung
mit 0,5 % Cellulose und 0,5 % Pektolyase in 1x
Citratpuffer fir 30 min enzymatisch verdaut. Die
verdauten Wurzelspitzen wurden vor der weite-
ren Verwendung erneut 10 min lang in 1x Citrat-
puffer gewaschen. Mikroskop-Objekttrager wur-
den durch Quetschpraparation nach SCHWARZz-
ACHER & HEsLOP-HARRISON (2000) hergestellt.
Das Gewebe wurde auf Objekitrager Gbertragen,
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Tab. 1: Herkunft der verwendeten Viola-Individuen. — Origin of studied Viola individuals.
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Nummer Taxon (det. Leg. Fundort Standort Anmerkungen
S. Ratzel)

V_1 V. epipsila*  April 2011, Deutschland, Brandenburg, Erlenbruch, auf liegendem,  zur Sammelzeit
S. Rétzel Ostbrandenburgische Platte, vermorschtem Holzstamm aulerst selten u.
(Herb. Réatzel, Westrand der Markischen (Sonderstandort), Gber steril (keine wei-
Herb. Ristow) Schweiz, Ruhlsdorfer Bruch bei schwach zligigem Wasser  teren Viola spp.);

Hohenstein, MTB 3449/24 LK Bot. Garten
Potsdam, LK SR

V7 V. epipsila*  Mai 2015, Polen, Wojewddztwo Mesotrophe, extensiv ge- LK SR
L. Mackiewicz, warminsko-masurskie (Woi- nutzte Moorwiese
com. & det.  wodschaft Ermland-Masuren),

S. Rétzel Dziatdowo (bei Burkat)
(Herb. Rétzel)

V_4 V. xfennica* Mai 2015, Polen, Wojewo6dztwo Fahrspur eines Waldweges habituell V. palus-
L. Mackiewicz, warminsko-masurskie, (Woi- im Niedermoorgebiet tris ahnlich; LK
com. & det. wodschaft Ermland-Masuren), SR
S. Rétzel Dziatdowo (bei Burkat)

(Herb. Rétzel)

V_6 V. xfennica* April 2012, S. Deutschland, Mecklenburg- Artenreicher Erlenbruch morphologisch
Raétzel (Herb. Vorpommern mit vereinzelten Ruderali- intermediar zwi-
Ratzel) Parchim-Meyenburger sierungszeigern, ,zligiges“  schen den Eltern-

Sandflachen, Slater Moor, MTB Wasser arten, aber am

2537/33 Fundort reiche
Bestande ohne
die Eltern; LK SR

V_1 V. xfennica* Mai 2016, Deutschland, Brandenburg, mesotropher Erlen- habituell V. palus-
S. Rétzel Ostbrandenburgische Platte, Birkenbruch, kaum gestért,  fris genahert; im
(Herb. Réatzel) Gumnitz, MTB 3450/43 auf liegendem, mulmig- Gebiet mit V. pa-

vermorschtem Holz, an lustris, mehrfach,
Baumbasen, auf Bulten, tber aber selten; LK
zligigem Wasser SR

V_3 V. palustris ~ April & Juli Deutschland, Sachsen, Ober-  saures Sphagnum-Phragmi- Pflanze kahl, be-
2016, S. R4t- lausitzer Heideland, Oberlau-  tes-Moor, wenig gestort sonders kréftige
zel (GLM- sitzer Teichgebiet, FFH-Gebiet zentrale Schlenkenrander Pflanzen
51084, Herb. ,Doras Ruh“, MTB 4651/42 und Bulte in Randpartien
Ratzel)

V_5 V. palustris*  April 2016, Deutschland, Sachsen, Ober-  ,saure”, mesotrophe, exten- Pflanze kahl
S. Rétzel lausitzer Heideland, Oberlausit- siv genutzte Moorwiesen,

(Herb. Ratzel) zer Teichgebiet; Niesky W, MTB mit Juncus acutiflorus, Dac-
4654/44 tylorhiza fuchsii, Taraxacum
nordstedtii, Sphagnum sp.
u. a., zentrale Schlenkenran-
der und Bulte in Randpartien
V_8 V. palustris*  Juli 2011, Deutschland, Brandenburg, mesotrophe Schwingmoor-  Pflanze kahl,
S. Réatzel Ostbrandenburgisches Heide-  decken, mit Juncus subno-  auch in Kultur auf-
(Herb. Ratzel) und Seengebiet, Mélin-See dulosus, Sphagnum teres,  fallig kleinwiichsig
(Lieberoser Heide), MTB Hamatocaulis vernicosus bleibend; LK SR
4051/13 u.a. in gutem Erhaltungszu-
stand, an Bulten im W-Teil
V_2 V. palustris ~ Sept. 2012, Deutschland, Brandenburg, Erlenbruchrand, mit ziigigem Pflanze + behaart,
subsp. S. Rétzel Ostbrandenburgisches Hei- Wasser, wenig gestort Bulte  zerstreut, unweit
pubifolia*’ (Herb. Réatzel) de- und Seengebiet, Schlau- und basal an Erlen auch die kahle

begebiet und Lieberoser

Heide, Dammchen-Moor; MTB

3752/34

(typische) Form;
LK SR

* Pflanzenmaterial aus Weiterkultur. LK = Lebendkultur, Stand Dezember 2021). — *cultivated plant material.
LK = living culture, as of December 2021)

' Dieses Exemplar kann morphologisch zu V. palustris subsp. pubifolia gestellt werden — ein infraspezifisches
Taxon, das allerdings in der deutschen Standardliste nicht gefiihrt wird (BUTTLER & al. 2018).
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in einem Tropfen 60-%iger Essigsaure zerklei-
nert und gequetscht, bevor die Objekttrager fir
20 s in flissigen Stickstoff getaucht wurden und
das Deckglas entfernt wurde. Die Objekttrager
wurden dann kurz in Ethanol/Essigsaure (3: 1)
und Ethanol/Methanol (1 : 1) getaucht, getrock-
net und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C
gelagert. Wir verwendeten DAPI (4',6-Diamidino-
2-Phenylindol) zur Chromosomenfarbung und
untersuchten die Praparate mit einem Nikon
ECLIPSE Ci Mikroskop, das mit einer Nikon DS-
Qi2 Kamera (Nikon, Deutschland) ausgestattet
war. Die Bilder der Mitosemetaphasen wurden
mit NIS-Elements BR (v 4.50, Nikon, Deutsch-
land) aufgenommen und Farbe, Kontrast und
Helligkeit in GIMP v. 2.10.24 optimiert.

Sequenzierung der Plastiden-DNA (cpDNA)
Die genomische DNA wurde aus mit Silicagel ge-
trockneten Blattern und Stangeln mit der ATMAB-
Methode nach DUMOLIN & al. (1995) extrahiert.
Die Amplifikation des Plastidenmarkers trnL-trnF
intergenic spacer erfolgte in 20 yl Reaktionslo-
sung, die aus 2,5 ul Reaktionspuffer S (Peglab,
Deutschland), 0,25 mM dNTPs, 3,125 mM MgCl,,
1 ul Dimethylsulfoxid, 0,5U Taqg-Polymerase
(Peqglab), je 10 mM des Vorwarts- (trnL-c) und
Rickwartsprimers (trnF-f) (TABERLET & al. 1991)
und ~50 ng Proben-DNA bestand. Die PCR-Zy-
klen waren 94 °C fiir 300's, 35 Zyklen von 94 °C
fur60s,51°Cfir60s, 72°Cfiir 120s; und 72°C
flr 180 s. Die Sequenzierung der PCR-Produkte

wurde nach der Sanger-Kettenabbruchmethode
in einem ABI3730 Sequenzierautomaten (Life
Technology, Deutschland) am Senckenberg
Biodiversitat und Klima Forschungszentrum in
Frankfurt/Main durchgefiihrt. Die Sequenzen
wurden mit dem BioEdit Sequence Alignment
Editor v. 7.2.5 (HALL 1999) analysiert, wobei vier
weitere Sequenzen zum Vergleich aus der NCBI
GenBank entnommen wurden (Akzessionen:
JF767184, JF767185, JF767186 und JF767187).
Ein TCS-Netzwerk (Haplotypennetzwerk) (CLE-
MENT & al. 2000) wurde mit Hilfe von PopART
(LEIGH & BRYANT 2015) erstellt.

3. Ergebnisse

GenomgroRe und Chromosomenzahlen

Die gemessene GenomgroRe von V. epipsila
reichte von 2,65 bis 2,72 pg. Die Werte fiir V. pa-
lustris (einschlieBlich V. palustris subsp. pubifo-
lia) reichten von 4,19 bis 4,49 pg, die Werte der
Hybriden lagen zwischen beiden Elternarten mit
3,25 bis 3,47 pg (Tab. 2).

In acht von neun Pflanzen konnten Chromo-
somen gezahlt werden. Individuen von V. epip-
sila enthielten 24 Chromosomen, fiir V. palustris
inkl. subsp. pubifolia wurden 48 Chromosomen
gezahlt und die Individuen der hybridogenen
V. xfennica hatten mitotische Metaphasen mit
36 Chromosomen (Abb. 2). Die entsprechen-
de Ploidiestufe wurde aus dem Verhaltnis der

Tab. 2: GenomgroRle (2C), Ploidiestufe und Anzahl der Chromosomen der untersuchten Proben. — Genome
size (2C), ploidy level and number of chromosomes of studied samples. STABW = Standardabwei-

chung/standard deviation.

Nummer Art 2C DNA- Anzahl der Abgeleitete Status
Gehalt gezahlten Ploidiestufe
(pg £ STABW) Chromosomen
V_1 V. epipsila 2,65+0,13 24 4x Elter
V_7 V. epipsila 2,72 £ 0,11 24 4x Elter
VvV 4 V. xfennica 3,29+ 0,07 36 6x Q V. epipsila x &
V. palustris
V_6 V. xfennica 3,47 £ 0,06 - 6x Q V. epipsila x &
V. palustris
V_11 V. xfennica 3,25+ 0,04 36 6x Q V. epipsila x &
V. palustris
V_3 V. palustris 4,49 +0,18 48 8x Elter
V_5 V. palustris 4,38 + 0,09 48 8x Elter
V_8 V. palustris 4,19 +0,19 48 8x Elter
V_2 V. palustris subsp. pubifolia 4,33 + 0,10 48 8x Elter
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Abb. 2: Mitotische Metaphasen von Viola spp., ge-
farbt mit DAPI. a, b V. epipsila (2n = 4x = 24);
¢, d V. xfennica (2n =6x = 36); e V. palus-
tris subsp. pubifolia (2n = 8x =48) und f-h
V. palustris (2n = 8x =48). Chromosomen
sind mit weilen Punkten markiert. MaRstab:
10um. Fotos: A.Smolka— Mitotic meta-
phases of Viola spp. stained with DAPI. a,
b V. epipsila (2n=4x=24); c, d V. xfen-
nica (2n=6x=236); e V. palustris subsp.
pubifolia (2n = 8x =48) and f-h V. palustris
(2n =8x =48). Chromosomes are marked
with white dots. Scale bar: 10 um.

GenomgréRen zwischen Art und Literaturdaten
und eigenen Chromosomenzahlungen abgelei-
tet, basierend auf einer Chromosomenbasiszahl
von x = 6. So ermittelten wir einen Ploidiegrad
von 2n =4x =24 fir V. epipsila, 2n = 6x = 36
fur V. xfennica und 2n = 8x = 48 flr V. palustris.

Sequenzen der Plastiden-DNA

Aus den Sequenzen der Proben und GenBank-
daten wurde ein 848 bp langes Alignment er-
stellt. Die hier erstellten Sequenzen sind unter
den Akzessionsnummern Banklt2528335 MS _
V1_cf OL802910 — Banklt2528335 MS_V11_cf
0OL802917 in GenBank (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/genbank/) hinterlegt. Die Sequenz des
trnL-trnF intergenic spacers war fir alle Exem-
plare von V. epipsila, einschlieRlich der drei Se-
quenzen von V. epipsila aus der GenBank, und
der Hybride V. xfennica identisch, wahrend sich
die Sequenzen von V. palustris und V. palustris
subsp. pubifolia von den Ubrigen Proben durch
Substitutionen in 5 Positionen unterschieden
(Tab. 3). Auch das Haplotypennetzwerk ver-
deutlicht, dass V. epipsila und V. xfennica sich
einen Chloroplastenhaplotypen teilen, der sich
von V. palustris unterscheidet (Abb. 3). V. epip-
sila wurde daher als miutterlicher Elter fir alle

Hybridproben bestimmt.

1 sample

® v palustris
. V. epipsila
. V. xfennica

Abb. 3: Haplotypennetzwerk basierend auf dem
Alignment des trnL-trnF intergenic spacer
von 12 Sequenzen. Farbige Kreise ent-
sprechen beobachteten Haplotypen, kleine
schwarze Kreise hypothetischen Haploty-
pen in einzelnen Mutationsschritten. — Hap-
lotype network based on the alignment of the
trnL-trnF intergenic spacer of 12 sequences.
Coloured circles correspond to observed
haplotypes, small black circles to hypothe-
tical haplotypes in single mutation steps.
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Tab. 3: Variable Positionen im 848 bp langen Alignment des trnL-trnF intergenic spacer. Relevante Positio-
nen fur die Unterscheidung der Taxa sind fett formatiert. — Variable positions in the 848 bp alignment
of the trnL-trnF intergenic spacer. Relevant positions for differentiation of taxa in bold.

Akzessions- Proben- Art variable Positionen im Alignment
GomBam s ndmmer 8 14 77 78 152 552 557 563 708 834
0OL802910 V_1 V. epipsila - T AA G T A C G G
0OL802915 V_7 V. epipsila AT A A G T A G C
JF767184 .1 - V. epipsila subsp. epipsila AT A A G T A C G G
JF767185.1 - V. epipsila subsp. repens AT - - G T A C T G
JF767186.1 - V. epipsila subsp. repens AT - - GG T A C T G
0OL802913 V_4 V. xfennica AT A A G T A C G G
0OL802914 V_6 V. xfennica - T AA G T A C G G
OL802917 V_11 V. xfennica - T A A G T A C G G
0OL802912 V_3 V. palustris A G - - T G C G G G
OL802916 V_8 V. palustris A G - - T G C G G G
JF767187.1 - V. palustris A G - - T G C G G G
0OL802911 V_2 V. palustris subsp. pubifolia - G - - T G €C G G G

4. Diskussion

Die Ergebnisse der zytologischen Untersu-
chungen stimmen mit den bisher in der Litera-
tur beschriebenen Chromosomenzahlen und
Genomgrofien tberein (VALENTINE & al. 1968,
GAMs 1975, KUTA 1989a, ZABICKA & al. 2020)
und korrespondieren mit den morphologisch
basierten Bestimmungsergebnissen. Insge-
samt wurden zwei Individuen von V. epipsila
(2n = 24), drei Individuen der Hybride V. xfen-
nica (2n = 36) und vier Individuen von V. pa-
lustris (2n = 48) identifiziert. V. epipsila ist der
mudtterliche Elter aller drei Hybriden, was auch
den Ergebnissen von ZABICKA & al. (2020) ent-
spricht. Dieses Resultat stimmt mit der Beob-
achtung Uberein, dass die Hybridisierungsrich-
tung oftmals von der Haufigkeit der Elterarten
bestimmt wird, sodass die seltenere Elternart
oft den mutterlichen Elter bildet (BURGESS & al.
2005, KELLNER & al. 2012). V. epipsila ist die
bei weitem seltenere Art (METZING & al. 2018)
und zur kurzen, Uberlappenden Bliitezeit der
chasmogamen Bliiten (ZAaBICKA & al. 2020)
sind daher Pollen von V. palustris deutlich
haufiger. Weiterhin scheint die intermediare
Hybride V. xfennica durchaus konkurrenzfahig
zu sein, so kommt die Art auch ohne ihre El-
ternarten vor (Beobachtung SR) und vermehrt

sich an solchen Standorten vegetativ, da sie in
der Regel keine fertilen Samen bildet (ZABICKA
& al. 2020). Nach Untersuchungen von SR
ist es sogar stets der Fall, dass die Friichte
taub sind (meist unterdriickte Fruchtbildung,
sehr selten vereinzelte, meist unvollstandige
Fruchtbildung mit fehlenden oder tauben Sa-
men; Abb. 1g). Teilweise konnen solche Po-
pulationen erhebliche GréRen erreichen, was
auf lange Besiedlungsdauer schlielen lasst
(Beobachtung in Mecklenburg-Vorpommern
SR). Die vermeintlich leicht stattfindende Hy-
bridisierung kann, neben dem Riickgang von
passenden Habitaten, auch ein Grund firr den
Ruckgang von V. epipsila in gemeinsamen
Vorkommen beider Arten sein, da Hybriden in
Deutschland aktuell sehr wahrscheinlich durch
ihre starke vegetative Vermehrungsfahigkeit
konkurrenzfahiger sind. Komplette Introgres-
sion von V. palustris in V. epipsila kann aber
weitgehend ausgeschlossen werden, da bei-
de Arten nach mehrjahrigen Untersuchungen
in Kultur und an Wildstandorten (SR, unverof-
fentlicht) im Vegetationsverlauf die 3—10-fache
Menge fertiler Samen aus kleistogamen Bliten
gegeniiber Samen aus chasmogamen Bllten
bilden und folglich bei der Gberwiegenden Mas-
se der produzierten Samen eine hybridogene
Entstehung sicher auszuschlieRen ist. Zudem
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neigen die Pflanzen unter suboptimalen Bedin-
gungen eher dazu, auf die Bildung chasmoga-
mer Bliten im Frihjahr zu verzichten, statt im
spateren Jahresverlauf auf die Produktion kleis-
togamer Bluten. Die viel grofRere Seltenheit und
das weitgehende Aussterben von V. epipsila in
Deutschland und weiten Teilen Mitteleuropas
muss in abweichenden gro3- und mikrostand-
ortlichen Anspriichen begriindet sein; sicher
forciert durch menschliche Habitatzerstérung.

Unsere Chromosomenzahlungen fiir V. xfen-
nica deuten auf F1-Hybriden hin, hingegen
konnten ZABICKA & al. (2020) anhand von
genetischen Untersuchungen neben einer
Vielzahl von F1-Hybriden auch einige, wenige
Ruckkreuzungen in beide Richtungen ermit-
teln. Basierend auf den Ergebnissen unserer
Chromosomenzahlungen kénnen wir Riickkreu-
zungen reduzierter oder nicht-reduzierter Ga-
meten mit V. palustris ausschlief3en (erwartete
2n =42, 60), jedoch kénnten nicht-reduzierte
Gameten von V. xfennica mit V. epipsila zurick-
kreuzen (erwartete 2n = 48), die wir zytologisch
nicht von V. palustris unterscheiden kdnnen.
Unsicher bleibt, wie oft solche Gameten von
V. xfennica gebildet werden kénnen, da die
Hybriden nach ZABICKA & al. (2020) steril sind.
So bleibt auch der Hybridstatus fiir V. palust-
ris subsp. pubifolia (V_2), von KuUTA (1991a)
aufgrund der gemeinhin stark ausgepragten
Behaarung ebenfalls als Hybride postuliert,
aus unserer Sicht ungesichert. Die Sequenzen
der Plastiden-DNA und die Chromosomenzahl
entsprechen V. palustris: Die Pflanze kdnnte
entweder eine morphologisch abweichende,
* stark behaarte Form von V. palustris darstel-
len (so —ranglos — interpretiert in RATzEL 2021)
oder aber eine Hybride unter Beteiligung nicht-
reduzierter Pollen von V. epipsila sein. Letztere
musste Kern-DNA mit V. epipsila-typischen
Segmenten enthalten. Zumindest legen die
mehrfach beobachteten, jahr- und/oder jah-
reszeitweise teils enormen Schwankungen der
Behaarungsausbildung innerhalb von Popula-
tionen, teils — in Kultur gesichert — sogar an ei-
nem Individuum (SR), nahe, die Behaarung di-
agnostisch nicht Gberzubewerten und auch bei
V. palustris eine % intensive Haarbildung in die
Variabilitat der Art einzubeziehen. Ebenso kann
V. epipsila — wie selten beobachtet — auch (fast)
kahl auftreten. Dennoch bleibt auch die geneti-
sche Unterscheidung von komplexen Hybriden
beider Arten schwierig, da wahrscheinlich

auch V. palustris selbst eine polyploide Hyb-
ride unter Beteiligung von V. epipsila darstellt
(KuTA 1989a, b). Die Untersuchung weiterer,
auch in Deutschland nachgewiesener, derzeit
systematisch niedrigrangig eingestufter und
generell wenig bekannter Taxa, wie die vor al-
lem durch relative GroRblUtigkeit chasmogamer
Bliten auffallige V. palustris ,f. major MURBECK"
(z. B. Oberlausitz (Sachsen), sumpfige Wiese
sudl. Wuischke, leg. 5.5.1952, W. Hempel
829 (Herb. B, sub Viola palustris), musste in
Ermangelung von geeignetem Lebendmaterial
zurlickgestellt werden.

Wéhrend ZABICKA & al. (2020) nur Individuen
von V. palustris und V. xfennica in Deutschland
nachweisen konnten, stellt der Nachweis von
V. epipsila-Exemplaren in Brandenburg (V_1,
Tab. 1) offenbar den einzigen rezenten Nach-
weis in Deutschland dar und ist gleichzeitig der
Wiederfund in RisTow & al. (2006) der in Bran-
denburg als ausgestorben geflihrten Art. Dem
Erhalt des Vorkommens in Erhaltungskultur
und mdoglichst auch am Naturstandort kommt
demnach eine singulare Rolle bei der Erhaltung
der Art in Deutschland zu.

Da die beiden Arten V. palustris und V. epi-
psila sowie die F1-Hybride zytologisch eindeutig
erkannt werden konnen, dienen zytologische
und genetische Untersuchungsmethoden als
sinnvolle Ergénzung zur morphologischen Be-
stimmung, da manche Individuen oder Popula-
tionen durch die hohe innerartliche Variabilitat
und die zusatzlich besonders starke, morpho-
logische Plastizitat der Hybride im Gelande oft
nicht sicher identifizierbar sind (RATZEL & al.
2018, ZABICKA & al. 2020, RATZEL 2021) und
nicht immer eine relativ aufwendige Kultivie-
rung moglich ist. Eine wissenschaftlich fun-
dierte Differenzierung und Bestimmung ist aber
wichtig, um gezielt Lebensraume und bedrohte
Bestande zu schiitzen und damit Beitrage zur
Sicherung von Artenvielfalt und Biodiversitat
auch in Deutschland leisten zu kdnnen.
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