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Abstract

In order to conserve biodiversity and develop taxon-specific conservation measures it is
important to define and identify taxonomic units, which require protection. In this thesis, the
differentiation processes in two species of the Fabaceae, the Hungarian Pea Lathyrus
pannonicus (JACQ.) GARCKE and the Wolly Milkvetch Oxytropis pilosa DC., are investigated
using a combination of phytosociological surveys (using the Braun-Blanquet method) and
molecular sequence data, and a set of analyses which include entirely novel approaches. Both
species are relict species and elements of the Pontian-Pannonian floristic province. In the case
of the generally more variable Lathyrus pannonicus correlations are found between
ecological, morphological and genetic inter-stand distances. Mean Ellenberg indicator values
calculated for stands (based on the Braun-Blanquet relevés) allowed to characterise the
ecological properties of members of all subspecies, and to conclude that the genetic
differentiation found in L. pannonicus is closely linked to Ellenberg’s moisture figure “F”.
Lathyrus pannonicus and its subspecies fall into two major lineages in Europe: (1) a dry-
adapted lineage (subspecies collinus, suevicus, and varius) thriving in habitats with mean “F”
values of <4, and (2) a moist-preferring lineage (subspecies asphodeloides, longestipulatus,
pannonicus, and the intermediate Rovere type) occurring in habitats with mean “F” values of
> 4. Oxytropis pilosa is genetically less variable than Lathyrus pannonicus, which
corresponds to its highly conserved morphology and ecology. Nevertheless, two major genetic
variants are present. Using non-hierarchical clustering it is shown that this intra-specific
variation in O. pilosa is as high or higher than inter-species divergence in other subclades of
the Astragalus/Oxytropis genus complex. The two main genetic types reflect geographic
differentiation. Pure and mixed populations are found, all of which ought to be protected to
maintain current levels of biodiversity. The results of the plant phytosociological and genetic
analyses of both target species are discussed in the context of conservation strategies: rather
than maintaining mere high numbers of (currently accepted or proposed) species, it is
important to select and preserve the populations, which provide the genetic resources within a
species. The importance of taxon-specific conservation means is highlighted, and a

recommendation is given how to preserve biodiversity.



Zusammenfassung

Ziel der Arbeit ist es, die jungeren Verbreitungen und Artbildungsprozesse zweier rarer
(pontisch-)pannonischer  Steppenpflanzen aus der Familie der Schmetterlingsblitler
(Fabaceae), die sich in ihrer morphologischen Aufgliederung unterscheiden, sowohl
molekulargenetisch (mittels Klonierung und Sequenzierung von rDNA-Spacerregionen) als
auch pflanzensoziologisch nachzuzeichnen. Die beiden untersuchten Arten, Wollige
Fahnenwicke (Oxytropis pilosa) sowie die Ungarische Platterbse (Lathyrus pannonicus),

haben in weiten Teilen Eurasiens eine &hnliche Verbreitung.

Wahrend O. pilosa uber ihr Gesamtareal eine morphologisch homogene und genetisch
schwach differenzierte Art darstellt, gliedert sich die ihr gegentbergestellte L. pannonicus
sehr stark in morphologisch definierte Unterarten mit bemerkenswerter genetischer
Variabilitat, die sich genetisch-okologisch als jeweils einen trockenheits- und einen
feuchtigkeitsliebenden Okotyp zusammenfassen lassen. Die 6kologische Differenzierung der
beiden untersuchten Arten kann mit der Braun-Blanguet-Methode erfasst und charakterisiert
werden, wobei eine genaue synsystematische Zuordnung weder moglich noch angestrebt ist.
Mit Hilfe der Braun-Blanquet-Aufnahmen wurden Ellenberg-Zeigerwerte und 6kologisch-
definierte Habitatdistanzen (Uber Bray-Curtis-Distanzen) generiert und diese den durch
Klonierung und Sequenzierung gewonnenen molekularen Daten gegeniibergestellt. Auf diese
Weise war es moglich, trotz der hohen inter- und intraindividuellen Variabilitat im Falle von

L. pannonicus zu einem evolutionar-interpretierbaren Ergebnis zu kommen.

Bei L. pannonicus zeigt sich, dass die 6kologische Differenzierung als die treibende Kraft
im  Artbildungsprozess gesehen werden kann, demgegeniber ein geographisches
Differenzierungssignal  zurticktritt. An die Stelle der traditionell morphologisch
unterschiedenen Unterarten treten zwei genetisch-Okologisch klar charakterisierbare
Haupttypen (evolutiondre Linien), die mdglicherweise sogar als Arten angesprochen werden
koénnten. Die morphologische Gleichfoérmigkeit von O. pilosa geht einher mit ihrer
Okologischen Konstanz, jedoch gibt es auch hier verschiedene genetische Typen, welche mit
der geographischen Verbreitung korrelieren. Es konnte gezeigt werden, dass die genetische
Variation innerhalb der Art O. pilosa die Divergenz zwischen allgemein akzeptierten Arten
ihrer Schwestergattung Astragalus, die z.T. auch als Relikte angesehen werden, entspricht

oder sogar statistisch-signifikant tbertrifft.



Die umfassende Charakterisierung der untersuchten Reliktarten zeigt auf, welche
Unterarten beziehungsweise Okotypen und letztlich Populationen fiir den Naturschutz als
besonders vordringlich aufgezeigt und wie neben den Arten und Unterarten selbst auch deren
Habitate charakterisiert werden koénnen. Dabei zeigt sich, dass traditionell bedingte
taxonomische Kategorien (Unterarten, Arten, Gattungen) ungeeignet sind, schiitzenswerte
Einheiten zu definieren. Im Sinne des Prozessschutzes ist es wiinschenswert, dass die
Okologischen Standortbedingungen bei aller Verénderlichkeit einen Erhalt der Reliktarten
auch weiterhin ermdglichen. Fur die untersuchten Arten kann aufgrund der
pflanzensoziologischen Aufnahmen auf eine Besiedlung insbesondere von gestorten Biotopen
geschlossen werden: Bevorzugt werden durch massive Storungen Lickigkeit aufweisende
Habitate eingenommen, so beispielsweise beweidete oder anderweitig stark anthropogen
beeinflusste und damit stark offengehaltene Flachen bis hin zu Bahnddmmen. Ein Monitoring
im Sinne einer Effizienzkontrolle ist fir diese Reliktarten in ihren starken Wechseln
unterworfenen Habitaten (berdies eine Notwendigkeit. Die Schwierigkeit von
Naturschutzmalinahmen unter diesen Umstédnden wird ebenso diskutiert wie die Vernetzung
von Habitaten, welche fur Reliktarten nicht notwendigerweise zielfiihrend ist. Insbesondere
erschwert die Besonderheit vieler reliktischer Standorte eine Vernetzung der Habitate. Im
Sinne des Erhalts der Biodiversitat ist es wichtig, aber auch erfolgsversprechend, die
umfassend in ihren Eigenheiten erkannten Reliktarten mit ihrer Angepasstheit im Fortbestand
zu sichern und ihren Artbildungsprozess unter Bedingungen nicht zuletzt des Klimawandels

weiter zu verfolgen.



Introduction

Species as units for conservation

The recognition of distinct taxa has always been one of the central goals of biology,
regardless of the changing underlying concepts, methodologies, and background paradigms
for this endeavour. The importance of taxa, especially species, also holds for nature
conservation, since the common understanding biodiversity is focussed on the number of
species thriving in a particular area or habitat. Red Lists of Threatened Species of the
International Union for Conservation of Nature (IUCN) compile those species that are in
danger of extinction; and methods are devised to conserve these species. However, it is not
straightforward to decide on what is actually a species. Currently there exist various species
concepts, the most popular being the “biological species” concept of DOBZHANSKY (1937)
and MAYR (1942) that defines species based on reproductive isolation. Inherent to all species
concepts is that they are logic from a theoretical point of view, but are difficult to apply in the
real world (COYNE 1994; MALLET 1995, 2001). This was already recognised by DARWIN and
WaALLACE, who were well aware of the problem how to decide at which point a variety,
morphotype or population should be treated as a distinct species (MALLET 2010). This holds
also in the time where molecular data replaces the traditional use of morphological data to
define taxa. MALLET (2001: 887) states “speciation is a process of emerging genealogical
distinctness, rather than a discontinuity affecting all genes simultaneously.” Later, he called
this the “Darwinian continuum” of speciation (MALLET 2008: 2980). Included in this concept
is the observation that speciation is naturally associated with hybridisation in a broad sense
(MALLET 2007). One can expect that the difference between populations increases with the
geographic distance because genetic drift is more likely to outcompete gene-flow over large
distances. Other processes that account for differentiation between populations relate to the
ecology of a taxon. TURESSON (1922a, 1922b) was probably among the first who noted a
correlation between distribution of varieties within one species and ecological adaptation,
which led him to the introduction of the concept of ecotypes: distinct units within a

polymorphic species that are connected to certain ecological parameters.

Because of the difficulties to define a species by objective means or a single criterion like
e.g. reproductive isolation, MALLET (2008, 2010) advocates the use of a flexible, descriptive
species concept based on the evolutionary approach of DARwIN and WALLACE. If two

putative species, defined by distinct morpho- or genotypes in most of their distribution range,

8



produce many intermediate forms when they occur sympatrically, they should be treated as
subspecies of the same species which means that the “Darwinian continuum between varieties
and species” has to be affirmed (MALLET 2008). If no or few intermediate forms are found,
they can be treated as species. In the case of disjunct putative species, it cannot be decided
whether they are better addressed as species or subspecies. For this case, MALLET (2010: 518)
provides a simple solution: it should be left to the opinion of the individual researcher. If one
accepts that a species can only be used as a virtual category for taxonomic or scholarly
purposes to address populations, ecotypes, morphotypes, and/or genotypes that are similar, it
is clear that conservation should not use the “species” or number of species as the most

important unit and measure for biodiversity.

The aim of the studies presented here is to identify those populations or types within a
species or a species complex that provide unique genetic, ecologic, or phenotypic types
(ScHLEE 2004). If one agrees that in conservation management major emphasis needs to be
laid on equal protection efforts for taxa that are equally diverse (WATT 1947; STocK et al.
1999; POTTHAST 2000; SCHLEE 2004), it is crucial to compare diversity by appropriate means.
Taking into account that taxonomic affiliations and taxonomic ranks often only poorly reflect
relative genetic diversity, it is questionable if they are sufficient to determine valuable genetic
resources: one need to devise methods to quantitatively compare biodiversity independent of

current species concepts.

Studied organisms

The phenomena and problems alluded to in the preceding section have been investigated
by using exemplary botanical cases. For analyses of patterns of intra-specific differentiation,
mainly two herbaceous species were studied: Lathyrus pannonicus, the Hungarian Pea, and
Oxytropis pilosa, the Woolly Milkvetch, both belonging to the Fabaceae (tribes Fabeae,
Galegeae; LEwiS et al. 2005). These species have a quite similar distribution range in western
Eurasia, and for both species an origin in the steppe-like habitats of the Altai, Central Asia,
has been assumed (GAMS 1924; MAYER 1925; BASSLER 1981). HAYEK (1923), GAwMS (1924),
and MAYER (1925) recognised them as elements of the Pontian-Pannonian floristic province,
typical for the northern Black Sea region and the Pannonian Basin. In the rest of Europe, they
prefer open thermophilous fringe communities and are characterised by discontinuous, relict
distributions (MEUSEL et al. 1965). The occurrence outside the Pontian-Pannonian as relicts is
illustrated by the distribution of both species in south-western Germany. Here, L. pannonicus

can only be found on two hills near Tlbingen (VOGGESBERGER 1992); populations in the
9



Nahe valley near Gau-Algesheim, ~ 180 km airline distance to Tibingen, went extinct (LANG
1993, 2011; M. ScHLEE, pers. observation). Oxytropis pilosa is also restricted to these two
areas, and an additional population exists farther to the south on the mountains of the Hegau
(~ 90 km airline distance to Tubingen). These localities in south-western Germany are several
hundred kilometres away from the next populations of L. pannonicus (near Vienna) and
O. pilosa (Thuringia, eastern Germany; cf. MeUSEL etal. 1965: map K245a). Another
remarkable finding is a mass population of both species at a single locality in the Central
Apennines (Monte Sirente, Abruzzo, Italy). Also here, the next populations are 80 km
(O. pilosa; Ascoli Piceno, Marche) and > 150 km (L. pannonicus; Acquapendente, Lazio,
MORTELLARO & COLASANTE 1997; Monte Amiata, Toscana, SELvI 2010) afar. In the

following, the species studied are introduced in more detail.

Figure 1. The Hungarian Pea (Lathyrus pannonicus), example of a mass population found in the Central
Apennines (Abruzzo, Italy). Left: Overview, right: close-up. Photos: M. SCHLEE.

Lathyrus pannonicus (JACQ.) GARCKE

The Hungarian Pea (Lathyrus pannonicus; Figure 1) is the most morphologically variable
member of the Eurasian section Lathyrostylis (BASSLER 1981). This section comprises 20
species with its centre of biodiversity in the Balkans and Asia Minor (BASSLER 1981) while
the whole genus comprises ~ 160 species representing the largest genus within the tribe
Fabeae (KENICER 2008). Members of this section form a clade based on molecular (KENICER
et al. 2005; including four species: L. digitatus, L. filiformis, L. pallescens, and L. spathulatus)

and morphological phylogenetic analyses (LEHT 2009; including five species: L. cyaneus,
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L. digitatus, L. filiformis, L. pallescens, and L. pannonicus). The phylogenetic position of
section Lathyrostylis within the genus is so far unresolved as well as the phylogenetic
relationship of L. pannonicus to other species of section Lathyrostylis (BASSLER 1964, 1966,
1971, 1973; KupicHA 1983; cf. molecular data from ASMUSSEN & LISTON 1998, KENICER
et al. 2005, and morphological data from LEHT 2009).

According to BAsSsSLER (1981), members of section Lathyrostylis are more or less
xerophytic and occur in the submeridional vegetation zone (cf. SCHROEDER 1998 for
definition). This applies partly also to L. pannonicus. The range of this species (Figure 2)
spans from the Altai Mountains in Siberia (subsp. multijugus [LEDEB.] BASSLER; FEDCHENKO
1972; BASSLER 1981), where it occurs together with the closely related L. ledebourii TRAUTV.
(BASSLER 1981; M. ScHLEE, unpublished molecular data), to north-eastern Spain (GALLEGO
1999: 460 f.). The northern-most occurrence is in south-western Germany (GAMs 1924;
WORz 1992; ScHLEE et al. 2003). In Italy it goes south at least as far as Emilia e Romagna,
Abruzzo (SCHLEE et al. 2011), Toscana (MELINOSSI 1965; SELvI 2010), and Lazio (SCOPPOLA
1991, 2000; MORTELLARO & COLASANTE 1997). Historical records include also Calabria and
the Basilicata (FIORI 1925: 916 f.; already missing in PIGNATTI 1982: 690). The south-eastern
border in Europe is on the Balkans, whereas reports from Greece and Turkey appear doubtful
(DAvis 1970: 369; BASSLER 1981: 203). The species’ range, however, is not closed
(Figure 2). In BALL (1968), BAssLER (1981), and in Flora Europaea (1998-2005) several
subspecies within Europe are distinguished replacing an extensive splitting into varieties and
even subvarieties (SIRIAEV 1936: 235; 1937). Traditionally, these subspecies are still largely
defined by a geography that is more reflecting the ranges of local flora treatises than verifying
subspecies’ incidence (cf. SCHLEE etal. 2011: Table 1; FEDCHENKO 1972; PIGNATTI 1982;
FOURNIER 1990; GALLEGO 1999). Only in the Pannonian Basin, two subspecies occur in very
close vicinity: subspecies pannonicus and collinus (ORTMANN) SoO. The latter are
ecologically distinct (ORTMANN 1853; HEGELMAIER 1886; REICHENBACH & BECK DE
MANNAGETTA 1903; GAMS 1924; MAYER 1925; MEUSEL et al. 1965; GARCKE 1972; BASSLER
1981, ScHLEeE etal. 2003, 2011): L.pannonicus subsp. collinus follows the typical
xerophilous trend of the section — occurring in associations of the Festuco-Brometea and
forest fringes of the Trifolio-Geranietea sanguinei — whereas subsp. pannonicus is adapted to
moist habitats of Molinio-Arrhenatheretea and nutrition-rich fringes of Trifolion medii
associations (SCHLEE et al. 2003, 2011). In contrast to BALL (1968) and BASSLER (1981),
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MEUSEL et al. (1965: map K251d) only distinguished these two subspecies, in which they

included the western populations.
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Figure 2. Modern distribution of the dry-adapted and moist-preferring lineages (ecotypes) of Lathyrus
pannonicus in western Eurasia (after SCHLEE etal. 2011). Labels refer to sampled populations and
relevés. Lines indicate putative migration pathways of the (ancestral) dry-adapted (also represented in
Altai, Siberia; in red) and the more recently evolved moist-preferring lineage (in blue). Crosses indicate
populations that went extinct in the last 100 years.

Oxytropis pilosa DC.

The Woolly Milkvetch (Oxytropis pilosa; Figure 3) is— in contrast to Lathyrus
pannonicus — morphologically homogenous throughout its western distribution range (GAMS
1924; LEINS & MERXMULLER 1968; slight phenotype modifications might be found e.g. when
the plant leans on rocky surface, M. SCHLEE, pers. observation). No infraspecific taxa are
reported except of one dwarf variant (var. pygmaea G. BECK in REICHENBACH & BECK DE
MANNAGETTA 1903; cf. LEINS & MERXMULLER 1968). However, VASIL'CHENKO et al. (1972
[1948]: 81 f.) for the eastern range describe the species as “very polymorphic in accordance
with its wide distribution” including transitional forms of O. pallasii PERS. which is discussed

as a variety of O. pilosa.
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The genus Oxytropis (~ 300 species) is traditionally allied with the genus Astragalus (at
least 2,500 species; PODLECH 1986; CHAUDHARY & SRIVASTAVA 2007) — one of the largest
genera in the plant kingdom. Despite various attempts (SANDERSON 1991; SANDERSON &
DoyLE 1993; WoJiciecHowsk! etal. 1993, 1999; WoJiclECHOWSKI 2005; KAZEMPOUR
OsaALoo0 etal. 2003) molecular phylogenetic analyses so far failed to resolve inter-species
relationships within the Astragalus/Oxytropis complex. Morphological and genetic studies
focusing at the species level showed a general problem to distinguish species within
Astragalus and Oxytropis — with Astragalus being negatively characterised only by the
missing of a beaked keel but being furthermore inhomogeneous (PODLECH 1982, 1986;
SANDERSON & WO0JCIECHOWSKI 2000; JORGENSEN et al. 2003; SCHONSWETTER et al. 2004).
As assumed by LEDINGHAM & REVER (1963) and SIMONS & CHINNAPPA (2004), Oxytropis
originated in temperate Asia, is monophyletic and shows a high amount of polyploidy in the
Old World but not in the New World. SIMONS & CHINNAPPA (2004) recommend the use of
only one taxonomic unit also because of a similar development of microsporangia within both
genera. Therefore, molecular data for Astragalus were included in these studies (SCHLEE et al.
2010).

Figure 3. The Woolly Milkvetch (Oxytropis pilosa), specimen growing on gypsum (Marche, ltaly).
Photo: M. SCHLEE.
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Oxytropis pilosa is a highly xerophytic plant (GAMS 1924; SCHLEE et al. 2003), a character
species of the Xerobrometum erecti (BRAUN-BLANQUET & RUBEL 1934) and — like Lathyrus
pannonicus occurs in the submeridional vegetation zone — but extends into the nemoral zone
(GAams 1924). Its western boundary is defined by the Sea Alps. Its southern-most occurrence
in Europe is probably at the ridge of Monte Sirente, Abruzzo, Italy (E. FURRER: “Abruzzen:
Kalkfelsen ob Rovere am Sirente-Grat”, 1,600 m s.l.m., August 3™ 1924, Herbarium Ziirich
[Z]; M. SCHLEE, pers. observation). Only in the Alps, the Pannonian Basin and eastern
Germany it is commonly found, thinning out towards Poland and Estonia with the northern-
most populations in Ostergotland and Gotland, Sweden (GAMS 1924; MEUSEL et al. 1965:
map K245a). A continuous distribution is found from the Pannonian Basin to the east until the
Altai, Siberia (MEUSEL et al. 1965: map K245a).

The phytosociological approach to define habitats

In order to identify putative ecotypes within a species, one needs to classify the habitats of
subpopulations of a species. A straightforward means is to describe the plant communities of
the populations under consideration; differences in the plant communities reflect differences
in the ecology of the habitat or geographic trends. For this it is necessary to use a standard that
allows for comparison of studied plant communities (see MUELLER-DOMBOIS & ELLENBERG
1974 for a review of potential methods). The first method which was established to describe
plant communities in a quantitative manner was that of the Zurich-Montpellier School of
Phytosociology, founded by BRAUN-BLANQUET (BRAUN-BLANQUET 1921; for earlier
approaches cf. RIETz 1921). This method, known as the Braun-Blanquet approach, collects
simultaneously data on the coverage and abundance of plants within a sample plot. The size
of this sample plot, or relevé, can vary, the aim is to use a size that is large enough to catch
most elements that form a plant community, but small enough not to mix elements of different
habitats, i.e. being homogenous. The scoring of coverage and abundance is done using a
defined scale (Table 1; BRAUN-BLANQUET 1964; KREeB 1983; cf. DIERSCHKE 1994 and
WILMANNS 1998 for a more detailed Braun-Blanquet scale).

14



Table 1: Modified Braun-Blanquet scale (after SCHLEE 1999: 43)

Scale Abundance and coverage

r Rare, low coverage

+ Up to 5 individuals, low coverage

1 Plenty individuals, up to 5 % coverage

2a Number of individuals arbitrary, coverage 5-15 %

2b Number of individuals arbitrary, coverage 15-25 %

2m Number of individuals > 50, coverage less than 5 %

3 Number of individuals arbitrary, coverage 25-50 %

4 Number of individuals arbitrary, coverage 50-75 %

5 Number of individuals arbitrary, coverage 75-100 %
Used for distinctive species found nearby but outside the

v |_olot for comprehensive documentation of species
inventory

The scores from all relevés are then tabulated. Relevés are first sorted by ‘steadiness’
(“Stetigkeit”) of occurrence, i.e. the presence or absence of a particular recorded taxon in all
included relevés. In further steps rows and columns of the table are sorted to group those
relevés and those taxa groups with similar coverage and abundance patterns by hand (cf.
KREEB 1983, DIERSCHKE 1994) or by using multivariate analyses (using the program
MULVA, WiLDI 1989; WILDI & ORLOCI 1990; see ScHLEE 1999 for an application and
discussion). The final aim of the Braun-Blanquet approach is to classify plant communities as
formal ‘associations’ (“Assoziation”). For example, the Trifolio-Geranieteum sanguinei
association describes a dry-adapted forest fringe plant community typically found in Central
Europe. ‘Associations’ are the basic units of the hierarchical synsystematic classification
established by BRAUN-BLANQUET (1964), analogous to the ‘species’ in the Linnean
classificiation. Like °‘species’, ‘associations’ can be further organised into ‘orders’
(“Ordnung”; indicated by the suffix ‘-etea’), ‘classes’ (“Klasse™; ‘-ea’), etc. As in the case of

‘species’, ‘association’ can be subdivided into ‘varieties’ (“Varietdt”) and ‘forms’ (“Form”).

The use of classifying plant communities as ‘associations’ or other units of the Braun-

Blanquet system has been strongly debated (RIETZ 1921; MOORE et al. 1970; WAGNER 1972;
15



SCHLEE 1999, 2004, 2005; WILLNER 2006; DENGLER 2012). Nevertheless, the technique of
BRAUN-BLANQUET to record and compare the composition of plant communities remains a
very good tool (MooORE et al. 1970; SCHLEE 1999, 2005; ScHLEE et al. 2003, 2011; for use
within analyses of vegetation complexes cf. SCHUMACHER 1997; for classification with the
deductive method cf. KoPecky & HEINY 1974, KoPECKY et al. 1995). Furthermore, a high
amount of synsystematic literature is available for European plant communities, providing a
huge data base for comparison and correlation with new relevés (cf. EwALD 2003 for
discussion of future perspective; DENGLER 2012). Moreover, rearrangment and comparison of
formerly collected relevés may additionally exhibit new insights in old and maybe already
disappeared vegetation units (e.g. late description of the important saum vegetation Trifolio-
Geranietea sanguinei, MULLER 1962, 1966, associations of which can still be found within
synoptic tables of other synsystematic classification arranged before or despite having
knowledge of the new ones, cf. KORNECK et al. 1993: high abundance of character species of
associations of Trifolio-Geranietea sanguinei within those of Festuco-Brometea; critics in
SCHLEE 1999, 2005; cf. WENDELBERGER 1986 for characterisation of a permanent “mosaic-
like community complex” of such fringe societies in the Pannonian area). Accenting the need
of looking back and ahead not only in monitoring samples it seems necessary to simply do
relevés where needed either inspired even by intuition or need of monitoring of target species
and irrespective of what association can possibly be described afterwards (WAGNER 1972,

SCHLEE 1999, 2005; cf. the problem of underrepresented community types: EwALD 2003).

Instead of using the relevé data for classification in the philosophy of BRAUN-BLANQUET
and his school, the data can be analysed using numerical approaches (MUELLER-DOMBOIS &
ELLENBERG 1974; FISCHER & BEMMERLEIN 1989). Like any other character matrix, tables
used for synsystematic studies can be subdued to cluster analyses (e.g. MOORE &
O’SULLIVAN 1970; BRUELHEIDE & JANDT 1997) and multivariate analyses (cf. MULVA:
WIiLDI 1989; WILDI & ORrLOCI 1990). Recently, ScHLEE etal. (2011) defined inter-stand
habitat distances using Bray-Curtis distances based on phytosociological relevées. A strength
of the scoring system by BRAUN-BLANQUET is that it minimizes estimation errors by
generalisation of the absolute abundance and coverage by particular plant taxa. The major
source of error and uncertainty is taxonomic bias, inflicted by misidentified taxa, and
numerical bias due to seasonal changes of vegetation. If one would simply count the
individuals, essentially identical plant communities could appear as markedly different. Using

the scoring system of BRAUN-BLANQUET, statistic noise is filtered to a certain degree. For
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instance, SCHLEE (1999) found that much more accurate scales such as the Londo scale
(LoNDpO 1975) that includes information about absolute numbers of individuals did not
provide a more reliable signal. The study by ScHLEE et al. (2011) found no significant
difference between abundance-presence and ordinal scoring. Notably, SCHLEE et al. (2011)
used a cut-off based on the Braun-Blanquet scores to define ‘absence’ vs. ‘presence’ rather
than just score the complete absence. This represents another benefit of the Braun-Blanquet
technique to record relevés: pure absence and presence data may be biased by singular, non-

characteristic occurrences of particular taxa.

Phytosociological relevés can also be used to directly infer ecological parameters.
ELLENBERG and co-workers (ELLENBERG 1979; ELLENBERG et al. 2001) classified plant taxa
of Central Europe using ‘indicator values’ (“Zeigerwerte”). The ecology of a stand (habitat)
can then be characterised by the (weighted) mean of all indicator values of all taxa of a plant
community. Like BRAUN-BLANQUET (1964), also ELLENBERG and co-workers do not rely on
the absolute presence or absence of taxa, but instead used the Braun-Blanguet scoring to
weight the indicator values of individual taxa for computing a representative value for the
studied stand (habitat; see also procedure applied by SCHLEE et al. 2011).

The nuclear ribosomal DNA spacers to assess intra- and inter-

specific divergence

Based on the fact that variation of species or ecotypes should be traced also by molecular
methods several approaches have been applied for a more or less good resolution on the level
of genera, species, or populations (HEMLEBEN 1992; BACHMANN 1994; VVoLKoV et al. 2004).
As expected, the quality and accuracy of the methods on the one hand and their unpredictable
suitability for the studied object on the other hand make it difficult to choose a marker that
ensures success of a good resolution. Molecular methods based on non-sequenced data (e.g.
RAPD, AFLP, RFLP) often fail to produce reproductive data or in worst case reflect fungi or
contamination on the studied object (BACHMANN 1994; for monitoring approaches SCHLEE
2004, PALME et al. 2005, PALME & SCHLEE 2009).

In contrast, cloning and sequencing of the spacers of the nuclear encoded ribosomal RNA
genes or ribosomal DNA (nrDNA or 35S rDNA), the internal transcribed spacers, ITS1 and
ITS2, and the 5’ external transcribed spacer, 5° ETS, of the 35S rDNA, and the intergenic
spacer of the 5SrDNA, allowed to reconstruct detailed evolutionary pathways and/or

taxonomic relationships at and below the species level (e.g. RITLAND et al. 1993; CAMPBELL
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etal. 1997; JoBsT etal. 1998; SAMUEL et al. 1998; WISSEMANN 1999; LINDER et al. 2000;
ROSER et al. 2001; MuUIR et al. 2001; VoLkovV et al. 2001, 2003; DeNK et al. 2002; SCHLEE
et al. 2003; RAZAFIMANDIMBISON et al. 2004; SoLTis et al. 2004; GRIMM et al. 2005; DENK &
GRIMM 2005; WISSEMANN & RITZ 2005; MUIR & SCHLOTTERER 2005; GRIMM et al. 20074,
2007b; KOMAROVA et al. 2008; DENK & GRIMM 2010; GRIMM & DENK 2010; SCHLEE et al.
2010, 2011).

Significant intra-specific and intra-individual genetic variability can be detected by cloning
and sequencing a large number of nrDNA spacer sequences. The thus found variability and
variation allows discussing differentiation patterns in a geographic and evolutionary context
in those cases where traditional approaches are limited (DENK et al. 2002, 2005; MANEN et al.
2002; SCHLEE et al. 2003, 2011; DENK & GRIMM 2005, 2010; ROSSELLO et al. 2007; GRIMM
etal. 2007a, 2007b; GRIMM & DENK 2008, 2010). This intra-individual variability in the
nrDNA spacers is caused by their biparentally inheritance and their genomic organisation.
They are part of a multicopy gene regions, the nucleolus organiser region (NOR), and the 5S
rDNA array, and are undergoing — to some degree incomplete — concerted evolution as well
as frequent intragenomic recombination (ARNHEIM etal. 1980; HEMLEBEN etal. 1988;
DVORAK et al. 1989; BALDWIN et al. 1995; KOVARIK et al. 2004; VoLkov et al. 2007). In
several cases more than one NOR or 5S rDNA array can be detected (e.g. DUBCOVSKY &
DVORAK 1995; FRANSZ et al. 1998; VoLkov et al. 2004; Lewis et al. 2004; KOMAROVA et al.
2008; see ROSATO & RoOsSSELLO 2009 for an example from the Fabaceae), each one with its
own set of nrDNA spacers. This has long been a problem for phylogenetic inferences that can
be used for taxonomic or other purposes, but recently methods have been proposed that make
explicit use of the signal from intra-individual nrDNA spacer variability to infer a phylogeny
based on dataset of cloned sequences (JOLY & BRUNEAU 2006; GOKER & GRIMM 2008). The
methods proposed by GOKER & GRIMM (2008) can also be used to calculate divergence

between biological units in general.
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Results

Phytosociological and ecological characterisation of Lathyrus
pannonicus and Oxytropis pilosa (Publication 1, 2003 &
Publication 5, 2011)

The investigated populations of Lathyrus pannonicus cover a wide range from xerophytic
to moist habitats (SCHLEE etal. 2003: Table 1; SCHLEE etal. 2011: Table S1). The mean
Ellenberg F-value ranges from 3.3 to 5.7 for stands of L. pannonicus in Europe (SCHLEE et al.
2011: Table 2). Lathyrus pannonicus occurs in a variety of plant sociologic associations
belonging to the classes Festuco-Brometea erecti, Trifolio-Geranietea sanguinei, Trifolion
medii, and Molinio-Arrhenatheretea (SCHLEE et al. 2003). The subspecies are restricted to
particular associations. Subspecies collinus is a character species of associations within the
Festuco-Brometea erecti, dry grassland, and Trifolio-Geranietea sanguinei, relatively dry
forest fringe communities (MUCINA & KOLBEK in MUCINA etal. 1993: 275 ff.; for an
uncertain Lathyrus pannonicus-Bromus erectus association cf. p.428). Subspecies
pannonicus is a character species of Trifolion medii, mesic fringe communities, and Molinio-
Arrhenatheretea, moisture grassland, associations, and the Lathyreto-Molinietum coeruleae
association that has been described for the Balkans (TATIC etal. 1988). It is also listed as
subdominant character species for the Succiso-Molinietum caeruleae (ELLMAUER & MUCINA
in MucINA etal. 1993: 305f.). Even in those areas where different subspecies of
L. pannonicus occur, the ecologic distinction of them is stable; e.g. in the case of stands
within the Pannonian Basin. In Italy, however, it could not only be shown that subspecies
varius is adapted to intermediate habitats (mean Ellenberg F-value ~4), characterised by
seasonally moistened soils, typical for the Istrian karst. The population found in the Italian
Abruzzo is adapted to very moist conditions (mean F-value of 5.29) in contrast to populations
of subspecies varius in Istria (SCHLEE et al. 2011). For the northern Spanish populations of
subspecies longestipulatus detailed phytosociological studies show that the subspecies is
linked to moist habitats (mean F-value ~5)— comparable to L. pannonicus subspecies

pannonicus in the east (SCHLEE et al. 2003, 2011).

Oxytropis pilosa on the other hand can only be found in xerophytic habitats throughout the
whole species’ range (SCHLEE et al. 2003). The description of O. pilosa being a character
species of the Xerobrometum, the driest association of the class Festuco-Brometea erecti, can
be confirmed (BRAUN-BLANQUET & MoOOR 1938, KORNECK et al. 1993). Hence, comparative
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phytosociological analyses document that L. pannonicus subspecies collinus is the only

member of its species that shares similar habitats as O. pilosa in East and Central Europe.

It has to be noted that all vegetation units are disturbed — their plant communities differ
from the classical associations. Despite this, they still show a characteristic composition that
can be interpreted towards dry to moist environments. This is illustrated by the good
correlation of the phytosociological classification with the results of the mean Ellenberg F-

values (compare SCHLEE et al. 2003 to SCHLEE et al. 2011).

Patterns of intra-specific genetic variability in Lathyrus
pannonicus and Oxytropis pilosa (Publication 1, 2003; 3, 2005;
4, 2010; 5, 2011)

The use of the cloning technique for sequencing the internal transcribed spacers, 1TS1 and
ITS2, of the ribosomal DNA revealed a high intra-individual variability within all subspecies
of Lathyrus pannonicus. Intra-individual ITS (ITS1 and ITS2) and 5’ ETS variability in
Lathyrus pannonicus can be as high or higher as inter-individual divergence (SCHLEE et al.
2003, 2011; GRimMM etal. 2005). ITS and 5’ ETS variation is geographically linked:
individuals at all stands of Lathyrus pannonicus share the same or similar patterns of intra-
individual variability. A number of ITS and 5’ ETS sequence variants are found only in a
particular region, whereas others have a wider distribution (ScHLEE et al. 2003; GRIMM et al.
2005). Furthermore, some mutations were found to be confined to a single or several
subspecies. For instance, the Spanish individuals of subsp. longestipulatus show ITS types
also found in Austria within individuals of subsp. collinus and pannonicus in addition to ITS
types, and 5’ ETS types, only found in Spain (SCHLEE et al. 2003: Figure 2; GRIMM et al.
2005: Figure 9; see also ScHLEE et al. 2011: Figure 3).

Oxytropis pilosa, on the other hand, shows a relatively low inter- and intra-individual
variability (SCHLEE et al. 2010). Also here, the level of intra-individual variability exceeds the
level of inter-individual divergence. This corresponds very well with the morphological and
ecological homogeneity of O. pilosa throughout its range, and in comparison to
L. pannonicus. Basically, two main variants of the ITS sequences can be distinguished
(ScHLEE et al. 2010: Figure 2) and mapped throughout the species’ range in Europe (SCHLEE

and co-workers, unpublished data; Figure 4).
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Figure 4. Distribution of major ITS genotypes of Oxytropis pilosa in western Eurasia. Reddish tones:
‘eastern’ genotypes, bluish tones: ‘western’ genotype (M. SCHLEE et al., unpublished data)

The correlation of ecological, morphological and molecular
genetic differentiation in Lathyrus pannonicus (Publication 5,
2011)

Correlation of distance matrixes based on ecological/phytosociological, morphological,
and genetic data shows that there are two main lineages within Lathyrus pannonicus (SCHLEE
etal. 2011). The dry-adapted lineage comprises most individuals of subspecies collinus, and
all of the subspecies suevicus and varius. They are found in the Pannonian Basin and south-
western Germany and the Istrian Peninsula. The remaining individuals studied form the
second, moisture-loving lineage. The individuals are members of the subspecies pannonicus
from Austria, subspecies asphodeloides from the French Sea-Alps, and longestipulatus from
northern Spain. Also part of this lineage is a single population of subspecies collinus found in
Austria and an ambiguous morphotype found in Abruzzo, Italy (‘Rovere type’, SCHLEE et al.
2011). The two lineages can be distinguished by the mean Ellenberg F-value of their habitats:
the dry adapted lineage occurs in habitats with a mean F-value of 3.29 to 4.2, the moisture-
loving lineage in habitats with a mean F-value of 4.75t05.41 (using absence/presence
scoring; SCHLEE etal. 2011: Table 3). All other computed Ellenberg values did not show
significant correlation with the other data sets.
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The morphological character with the best correlation to the other data sets is the length
ratio of inflorescence versus leaf (LIL). Morphotypes that occur at stands with a mean
Ellenberg F-value of >5 (i.e. subspecies pannonicus, stands R1 and R7, longestipulatus,
stands R16 and R17, and the ‘Rovere type’, stand R15; see also SCHLEE et al. 2003) also
exhibit increased LIL (ScHLEE etal. 2011; morphological data after BASSLER 1981). In
addition to LIL, two further characters showed a significant correlation with the F-value: the
length ratio of the calyx’ teeth to the calyx tube and the thickness of the storage root. The
combination of thick storage roots with high LIL would indicate a member of the moisture-

loving lineage, whereas other combinations would be uninformative.

Neither the genetic nor the morphological differentiation in L. pannonicus correlates to
geographic distance between the populations. In the north-western part of the Pannonian
Basin near Vienna, both lineages occur in close vicinity but in different habitats. Hence, the
complex patterns of morphological and genetic differentiation seen in L. pannonicus
throughout Europe reflect multiple events of radiation and area shifts linked to the adaptation

to moisture environments.

Defining diversity by objective means in the genus complex
Astragalus/Oxytropis (Publication 4, 2010)

Genetic variance of species within the Astragalus/Oxytropis genus complex, which are
amoung the largest genera in the plant kingdom (PobLECH 1986), was defined using a non-
hierarchical single-linkage (NHSL) clustering algorithm based on 234 cloned ITS sequences
obtained for Oxytropis pilosa (39 individuals covering 35 populations) and several
representatives of other species of the Astragalus/Oxytropis genus complex and all available
gene bank data — for the most part directly sequenced ITS sequences (SCHLEE et al. 2010). It
could be shown that ITS sequences of O. pilosa display an inter- and intra-individual variance
that is comparable to species clusters comprising numerous accepted species of Astragalus or
Oxytropis. Single populations of O. pilosa are as divergent as or even considerably more
divergent than some Astragalus species. In other words, different populations within O. pilosa

represent genetic resources that can be considered equal to species of Astragalus or Oxytropis.

If a sufficiently large number of cloned sequences are retrieved and if the individuals
comprising them are sampled in populations over a broad geographic range, valuable insights
into the genetic divergence between populations of a single (morpho-)species can be obtained

and compared with that of other, more or less closely related species. Using ITS data for such
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an approach is straightforward as it is one of the most utilised sequence data deposited in
databases. Therefore, the proposed approach — using objective means to identify units of
comparable divergence — facilitate the identification of populations, relict stands, or
biodiversity hotspots that deserve the same protection efforts independent of a fixed species
concept; thus, to identify those genetic resources that possess the highest potential for on-

going speciation processes or are under the highest danger of extinction.

Compared to morphologically based taxonomy, a highly adaptive species complex such as
the new world Neoastragalus group might frequently evolve — and lose — new, unique, and
locally restricted morphotypes, but will not necessarily significantly increase its genetic
diversity (ScHLEE et al. 2010: Figure 2, Table 2). As a consequence, such a species complex
will show a high ‘biodiversity’ regarding the number of accepted — and in the case of the
Astragalus/Oxytropis genus complex often ‘endemic species’ — but will only show little
genetic divergence between them. On the other hand, O. pilosa as a relict species that is
ecologically restricted (cf. SCHLEE et al. 2003), is less likely to be split-up by taxonomists, but
shows a notable genetic diversity.
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Conclusions and outlook: How to conserve biodiversity
(Publication 1, 2003; Publication 2, 2004; Publication 4,
2010; Publication 5, 2011)

The case studies carried out show that a combination of traditional morphological and
phytosociological studies with genetic studies using methods inspired by numerical ecology
can reveal deep insights into relationships within or below the species level. This is
particularly visible in the polytypic morphospecies Lathyrus pannonicus (SCHLEE et al. 2011).
Oxytropis pilosa does not show any geographic phenotypic or ecological variability (SCHLEE
etal. 2003, 2010) and is also genetically less differentiated. Still, the genetic variability
between and within populations of the latter species nevertheless exceeds the genetic
divergence between a number of related species of the genus complex Astragalus/Oxytropis
(ScHLEE etal. 2010). Correlated to geographic distribution, evolutionary hotspots and
endangered genetic resources can be detected. Such a comprehensive assessment of
divergence patterns based on various data sets allows a well-founded characterisation of the
situation of a population within its species. This is a necessary basis for monitoring purposes
(ScHLEE et al. 2003, 2010, 2011; ScHLEE 2004).

In order to make sure that the habitat for rare relict plants is protected or improved, a
particular monitoring scheme must be established (ScHLEE 1999, 2005). The financial and
work-force constraints often prevent exhaustive ecological studies based on exact
measurements in natural stands or based on greenhouse experiments. Moreover, in the case of
highly endangered plants or very sensitive habitats such studies would make it impossible to
monitor the development of a stand as they would destroy the sample or inflict irreparable
damage to the plant community. Instead of this, relevés relying on the well-established Braun-
Blanquet approach supply data that can easily be compared to a large amount of
phytosociological literature and documentation, in particular for natural and secondary
habitats within Europe. The relevé data might reflect the natural situation in case of relict
stands, but might not necessarily result in the description of an ‘association’ within the
philosophy of BRAUN-BLANQUET when performed in secondary habitats within the cultivated
landscape dominating vast parts of Europe. Habitat protection should not aim at maintaining
the status quo trying to prevent succession within the habitat, which is anyway only feasible
for a limited period of time, but instead should try to protect the course of natural processes
(SCHLEE 2004).
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The advances in the sequencing sector (e.g. pyrosequencing approaches; GIBBONS et al.
2009, PIEDNOEL et al. 2012, SHOKRALLA et al. 2012, TABERLET et al. 2012) already allow for
high-throughput. Therefore, one should focus on promising markers with a high potential for
intra-individual variability and inter-individual variation such as the nuclear ribosomal
spacers (NTS, 5” ETS, ITSI1, ITS2, 3° ETS; 5S intergenic spacer) or microsatellite data
(KARHU et al. 2000; PARISOD & BESNARD 2007; EDWARDS et al. 2008) and to use these to
assess intra- and inter-specific divergence patterns. In contrast to traditionally used data
(AFLP, RAPD, RFLP) that are statistically difficult to interpret because of widespread
heterozygosity and hybridisation, sequence data, combined with appropriate methods, are
conclusive on the quality and importance of traditionally used taxonomic units such as species
or infraspecific taxa as shown for Oxytropis pilosa (SCHLEE etal. 2010) and the two
ecologically constrained lineages of Lathyrus pannonicus (SCHLEE et al. 2003, 2011; GRIMM
et al. 2005).

Up to now, we do not have enough data to follow actual evolutionary processes when it
comes to the reaction of genetic divergence, absolute biodiversity, to man-made efforts of
habitat protection. Based on our results, hectic hybridisation efforts in order to protect
singular, possibly random AFLP patterns (BACHMANN 1994; FAY et al. 2005; HOLLAND et al.
2008; LAMBERTINI et al. 2008), as proposed for three populations of Astragalus cremnophylax
var. cremnophylax (TRAVIS et al. 1996), appear problematic. A logical first step for a larger
collaborative research approach would have been to analyse the general intra- and inter-
individual diversity patterns within the species in its whole distribution range to conclude on
the uniqueness of these three populations. It should be openly discussed, if an anthropogenic
enforced and therefore artificial hybridisation is suitable in such a case or if a biotope network
concept, allowing for random hybridisation events within natural processes, should be given
the priority. It is also worth discussing openly that within subsiding natural processes some
variants may go extinct (cf. SCHLEE 2004). In order to facilitate the decision making process
for extensive conservation efforts, the assessment of differentiation at or below the species
level by objective means is important to estimate the consequence of connecting hitherto
separated habitats — or leave them separated when speciation processes have already started
and artificial hybridization or homogenisation would thwart this process (SCHLEE 2004,
ScHLEE et al. 2010). Instead of pursuing a networking approach at all cost, the protection of

natural ecological processes is preferable.
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Relocation on formerly inhabited stands might also be a suitable instrument as ecological
needs should be more easily prepared well in these appropriate niches— realising a
conservation concept between in situ and ex situ (VoLis & BLECHER 2010). Especially
endangered species might have the best opportunity to survive as adapted local ecotype in a
changing climate (cf. PAuLs etal. 2013). However, this also has to be discussed on the

background of such comprehensive data.

In sum, the establishment of taxonomic units for both biology and conservation has to rely
on integrating morphological and phytosociological studies with genetic data, as shown here

for L. pannonicus and O. pilosa.

The specific spreading and germination needs for L. pannonicus and O. pilosa are not
known so far, although in the case of O. pilosa the roughening of the seeds seems to facilitate
germination (B. JUNGINGER, W. HERTER, pers. communication). Commonly seen evasions
into human-made habitats such as rail tracks or waysides (GAMS 1924; M. SCHLEE, pers.
observations) indicate the need for strong disturbance for their propagation. In contrast to
many other species, relicts of the Pontian-Pannonian flora benefit from a certain level of
anthropogenic impact on the natural vegetation. Comparison of the management systems for
O. pilosa and L. pannonicus should prefer a grazing over a cutting regime in order to maintain
the most-favourable habitat and, hence, plant community (ScHLEE et al. 2010; see POTTHAST
2004 for a discussion of disturbances and diversity changes in ecological systems in the light
of process conservation). Both species easily avoid being pitted by early flowering and — in
case of O.pilosa— hairiness and toxins of endophyte fungi (RALPHS etal. 2008). If
disturbances, often a necessity to keep the relict stands of the Pontian-Pannonian flora open,
are too weak, also well-intentioned networking concepts for habitats (e.g. NATURA 2000
networking program of the European Union and the Habitats Directive: Council Directive
92/43/EEC on the conservation of natural habitats and of wild fauna and flora) seem not to be
really applicable for rare relict species such as L. pannonicus and O. pilosa as they facilitate
also the propagation of populations of more common species. Finding a good trade-off

between (anthropogenic) disturbance and natural conservation is the way of protecting them.
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Mit 3 Abbildungen und 1 Tabelle

Zusammenfassung

Populationen nacheiszeitlich reliktdrer und aktuell stark bedrohter mittel- und westeuropiischer Vorkommen
der Fabaceen-Arten Lathyrus bauhinii, L. pannonicus und Oxytropis pilosa wurden einer pflanzensoziologi-
schen Analyse unterzogen, um mehr iiber ihre Vergesellschaftung sowie Standortsanspriiche zu erfahren und
Pflegemafinahmen fiir einen verbesserten Biotopschutz daraus abzuleiten. Vor allem gilt es die Brache mit
den gravierenden Folgen der Vergrasung, Verbuschung und Versaumung zu verhindern. Stattdessen bedarf
es einer massiven Offenhaltung der Standorte oder eines Anreilens des Bodens, damit die xerophilen Pio-
nierarten bei einer Sukzession nicht wegen ihrer Konkurrenzschwiche verschwinden. Parallel zu den pflan-
zensoziologischen Aufnahmen wurden die Sippen molekularbiologisch untersucht. Hierbei wurden inter-
und intraspezifische Unterschiede analysiert, um damit Aussagen zum Genfluf3 zwischen den Populationen
und deren Herkunft machen zu konnen. Bereits an Sequenzen der intern transkribierten Spacer aus der ribo-
somalen DNA lidf3t sich ein hohes Mal3 an Diversitit erkennen. Das Wissen um die genetische Bandbreite
der reliktiren Sippen soll auch die Effektivitit des Artenschutzes erhohen. Arten- und Biotopschutz miissen
insgesamt auf die Wiederherstellung geeigneter Biotope durch gezielte Storungen wie traditionelle Bewei-
dung oder spite Mahd abzielen. Massive Eingriffe lassen sich dabei selbst in Naturschutzgebieten nicht ver-
meiden, sollen die wenigen verbliebenen Reliktstandorte in Mitteleuropa fortbestehen.

Abstract

Recently critically endangered populations of postglacial relicts, the middle- and western European
Lathyrus bauhinii, L. pannonicus and Oxytropis pilosa (Leguminosae), are investigated by plant sociologi-
cal studies to obtain more details about associations and environmental site conditions. Ultimate goal is a
better habitat management. Most dangerous is fallowing which would result in sites becoming overgrown
with grasses and herbs typically connected to seams as well as being disturbed by shrub invasion. Enormous
efforts should be made instead to open the sites, i.e. by disturbing the soils just to let survive the xerophi-
lous pioneer species that show low competitive capacity on the other hand. Additionally, the biotypes are in-
vestigated with methods of molecular biology. Inter- and intraspecific differences are analysed to show gene
flow within the populations and to redraw their origins. Internal transcribed spacers of ribosomal DNA al-
ready present a high diversity on sequence level. Knowledge of the genetic diversity should also lead to a
higher efficiency of species conservation for these relicts. The rearrangement of suitable biotopes that could
be opened by disturbances such as traditional grazing or intelligent cutting management should be empha-
sized and even serious changes in conservation areas are not avoidable if all of the few relict sites should sur-
vive that are left in Central Europe.

1 Universitit Tiibingen, Spezielle Botanik und Mykologie, Auf der Morgenstelle 1, 72076 Tiibingen.

2 Universitdt Tiibingen, Zentrum fiir Molekularbiologie der Pflanzen (ZMBP), Allgemeine Genetik, Auf
der Morgenstelle 28, 72076 Tiibingen.
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1. Untersuchte Arten

Mit der Ungarischen Platterbse, Lathyrus pannonicus, der Schwertblittrigen Platterbse,
L. bauhinii, und der Wolligen Fahnenwicke, Oxytropis pilosa, werden xerophile Relikt-
arten ausgewihlt, welche sich in der Bundesrepublik rezent lediglich noch an wenigen
Standorten um Tiibingen (vgl. HAEUPLER und SCHONFELDER 1988, SEBALD et al. 1992),
im Kyffhduser, Unstrut- und Saale-Gebiet sowie bei Frankfurt/Oder finden (BENKERT
et al. 1996). Dabei mufiten in fast allen Naturrdumen Einbuflen an Standorten und Popu-
lationsgrofien in den letzten Jahren hingenommen werden. Bestidnde in der Pfalz miissen
als erloschen gelten (LANG und WOLFF 1993). Auch in Osterreich und der Schweiz gibt
es teilweise dramatische Bestandsreduzierungen (vgl. WELTEN und SUTTER 1982). Die
Herkunft von L. pannonicus und O. pilosa liegt in den Steppengebieten des pontisch-
pannonischen Raumes, wo die beiden Arten dasselbe Areal besiedeln (vgl. MEUSEL
1965). Einen Uberblick iiber die bislang aufgesuchten Fundorte geben Abbildung 1A
und B.

Fiir L. pannonicus stehen dabei eine Reihe von morphologisch und durch ihre 6kolo-
gischen Anspriiche gut trennbare Unterarten zur Verfiigung (BASSLER 1981; Abb. 1B),
wohingegen O. pilosa morphologisch iiber ihr gesamtes Areal gleichformig erscheint.

2. Pflanzensoziologische Untersuchung

Die okologisch mogliche Differenzierung der Unterarten von L. pannonicus zeigt Ta-
belle 1. Dabei kommt die Xerophilie von subsp. collinus (inkl. subsp. suevicus) und
subsp. varius (Charakterarten des Geranio-Peucedanetum cervariae) sowie von O. pilosa
(Ordnungscharakterart der Festucetalia valesiacae bzw. Charakterart des Xerobrometum)
zum Ausdruck. Die iibrigen Unterarten bevorzugen hingegen deutlich feuchtere Stand-
orte (subsp. pannonicus: Molinion-Verbandscharakterart!). In Ubergangsgesellschaften
finden sie sich vor allem dort, wo auch die Auftrennung der nebeneinander vorliegenden
Unterarten erschwert ist, nimlich im Pannonischen Becken von Wien und Niederdster-
reich sowie um Budapest.

Insgesamt zeigt sich an allen aufgesuchten Standorten, dafl den Arten stets auch die
Rolle eines Storungszeigers zukommt, da sie selbst aus qualitativ hochwertigen Saum-
und Trockenrasengesellschaften aufgrund ihrer Konkurrenzschwiche schnell an Tram-
pelpfade und kiinstliche Verbauungen zuriickgedriangt werden. Solche Standorte entzie-
hen sich wegen ihrer Inhomogenitit einer pflanzensoziologischen Kartierung. Selbst die
kartierbaren und in Tabelle 1 prisentierten Standorte sind kaum als naturnah zu betrach-
ten, sondern driicken ebenfalls — trotz ihrer Fiille an botanischen Seltenheiten — die De-
generation unserer Kulturlandschaft mit ihrem Mosaik an Ubergangsgesellschaften aus,
die es zu lenken gilt.

Die Vorkommen von L. pannonicus cf. subsp. varius in den Abruzzen unterscheiden
sich sowohl morphologisch als auch 6kologisch deutlich von ihren verwandten Sippen in
Istrien. Dies unterstreicht die Bedeutung der Apenninenhalbinsel als Refugialraum fiir
nacheiszeitliche Sippen (ebenfalls disjunktes Vorkommen von O. pilosa).
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Abb. 1 Aufgesuchte Standorte der untersuchten Reliktarten: (A) Oxytropis pilosa (e); (B) Lathyrus panno-
nicus subsp. collinus und suevicus (), pannonicus (O), varius (9), asphodeloides (), longestipulatus (=);
L. bauhinii (»).
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Tab. 1 Pflanzensoziologische Tabelle aus Aufnahmen mit verschiedenen L. pannonicus-Unterarten und von O. pilosa (verfeinerte BRAUN-BLANQUET Schiitz-Skala), erstellt mittels multivariater Analyse mit
MULVA-5 (WiLpr und ORLGCT 1990). Dargestellt sind 100 differenzierende Arten. (Abkiirzungen der »besonderen Arten« im Tabellenkopf vgl. Legende zu Abb. 3.) Geldndenummer R1: Kalksburg bei Wien;
R2-R3: Purkersdorf, Niedersterreich (NO); R4: Staatz, NO; R5: Zeiselberg, NO; R6: Ebreichsdorf, NO; R7: Hadersdorf bei Wien; R8: Budapest: Svabhegy; R9-R10: Budakeszi bei Budapest; R11: Divaca,
Istrien; R12: Merce, Istrien; R13: Trieste; R14: Rovere, Abruzzen; R15: Ovindoli, Abruzzen; R16: Oteruelos (Soria); R17: Mataporquera (Cantabria); R18: Cevennen; S50, S83-S85: bei Tiibingen

Gelidndenummer R18 RIl RI3 RI2 RI6 RI7 R6 R7 Rl RI5 R3 R2 RI00 R8 R9 S84 S8 S85 S50 RI4 R4 R5
Land F SLO I SLO E E A A A 1 A A H H H D D D D I A A
Besondere Art Lpa Lpv Lpv Lpv Lpl Lpl Lpc Lpp Lpp Lpv Lpc Lpc Lpc Lpc Lpc Op Op Op Lps Op Op Op
AufnahmeflichengroBe 1 20 10 25 9 8 8 6 8 8 8 25 8 8 8 1 1.5 1 S 4 0,4 1
Neigung 30 2 0 2 0 0 2 5 5 0 5 5 1 20 S 20 45 45 20 15 45 5
Exposition WSSO WNW W SW NW SO SSW SSO SW SSO SSW SSW S S SSO SW SSW
Deckungsgrad gesamt 80 90 90 90 95 98 98 98 80 100 95 90 95 98 90 60 15 50 50 75 60 70

Vaccinium vitis-idaea
Lathyrus pannonicus subsp. asphodeloides
Cytisus sessilifolius
Hieracium murorum agg. .
Helleborus foetidus . T
Thalictrum minus
Pulmonaria australis
Primula elatior : 8
Potentilla alba . + ) . . . . . . . @ " o i " 5 §
Carex montana . 2b 2a 5 . " . . . . . . 3 . i . . : 3
Helianthemum nummularium subsp. obscura . + +
Lathyrus pannonicus subsp. varius . 2m r
Brachypodium pinnatum . + 5
Trifolium ochroleucon
Carex spicata (C. muricata s. 1.) " .
Ranunculus bulbosus . 1 . +
Trisetum flavescens subsp. flavescens
Melampyrum cristatum
Genista tinctoria
Galium palustre subsp. elongatum
Deschampsia flexuosa
Carum verticillatum
Lathyrus pannonicus subsp. longestipulatus
Arrhenatherum elatius subsp. bulbosum
Hypochoeris radicata
Lolium perenne : : . . .
Convolvulus arvensis - 3 “ . . 2m . i
Carex panicea s . . . . . ¥ +
Colchicum autumnale . " . v ; . ‘ 2a
Vicia cracca . + . . T
Carex tomentosa . . . + . . 2a
Anthoxanthum odoratum . & . . . . 1 2m
+
1

=+ + W

==+t

[V I

B+ ++++++mm

R

+
+ +[-

+ -

- 4

[}
3.
&)
&

Galium verum subsp. verum . + + + T 1
Carex flacca s . . "
Lathyrus pratensis . . . . v .
Lotus corniculatus subsp. corniculatus " + 3 > . 1
Festuca pratensis. " . Y . . .
Holcus lanatus . : 5 5 + 1 . 2 y .
Leontodon hispidus subsp. hispidus . : . s . + . . . +
Alopecurus pratensis subsp. pratensis . . ’ i . . . . . 3
Trifolium pratense var. pratense . : . i . + i . + 2a
Rhinanthus minor . ‘ " ' s s " : : 2a
Plantago lanceolata . " 3 8 . . . . 2a .

Ranunculus acris subsp. acris ’ . . i . . . & + 2a

_
=
+++F=++-
i g
+++—++ ==y

e e P~ —-

[
—g -
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Gelindenummer R18 RI1l RI3 RI2 RI6 RI7 R6 R7 Rl RI5 R3 R2 RI0 R8 R9 S84  S83 S85 S50 RI14 R4 R5
Land F SLO I SLO E E A A A 1 A A H H H D D D D 1 A A
Besondere Art Lpa Lpv Lpv Lpv Lpl Lpl Lpc Lpp Lpp Lpv Lpc Lpc Lpc Lpc Lpc Op Op Op Lps Op Op Op
Aufnahmeflichengrofe 1 20 10 25 9 8 8 6 8 8 8 25 8 8 8 1 1.5 1 5 4 0,4 1
Neigung 30 2 0 2 0 0 2 5 5 0 5 5 1 20 5 20 45 45 20 15 45 5
Exposition WSSO WNW W SW NW SO SSW SSO SW SSO SSW SSwW S S SSO SW  SSW
Deckungsgrad gesamt 80 90 90 90 95 98 98 98 80 100 95 90 95 98 90 60 15 50 50 75 60 70
Knautia arvensis subsp. arvensis . + + . . " . r ® . + + + 1 +

Lathyrus pannonicus subsp. collinus . " . . . . 1 : " . 1 1 1 1 1

Lathyrus pannonicus subsp. pannonicus . . . . . . . 1 1 . . f . N

Helictotrichon pubescens . . . . . . . . ; . 1 1 2a +

Trifolium montanum . r 1 1 0 R + + . @ + 2m + +

Silene vulgaris subsp. vulgaris +

Thesium pyrenaicum . . . . . r

Polygala comosa . . . . T +

Phleum pratense subsp. pratense " . " y " . . ’ " +

Trifolium repens 5 @ ‘ ’ 1 T . " . 2a + .

Centaurea jacea agg. + ; + 2a & %, + T “

Salvia pratensis + + r 1 + + r

Carex caryophyllea + T +

Dictamnus albus + 1 1 v + v
Thesium ramosum . R . . " . . : ; . . " i + .
Arrhenatherum elatius subsp. elatius . . . . . . . 3 . 2a 2a 2a 1 4 5 2a
Fragaria viridis 1 1 T

Iris variegata ; 1 v

Crataegus spec. (K) . s r . . r + T . 2a

Viola hirta s . 1 + . 1 r +

Quercus spec. (K) v . + v T T 9 .

Filipendula vulgaris . . v 1 r + . 1 + 1 1 1 + +

Inula salicina . s + 1 + 1 " 4 v 1 +

Briza media . 1 + v 1 + 1 1 2m + T

Dactylis glomerata v 1 2b 2b 2a 1 1 2m 1 1

(Fortsetzung auf S. 384)
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Tab. 1 (Fortsetzung)

Gelidndenummer R18 RI1 RI3 RI2 RI6 R17 R6 R7 Rl RIS R3 R2 RI0 R8 R9 S84  S83 S85 S50 RI14 R4 RS

Land F SLO I SLO E E A A A I A A H H H D D D D I A A

Besondere Art Lpa Lpv Lpv Lpv Lpl Lpl Lpc Lpp Lpp Lpv Lpc Lpc Lpc Lpc Lpc Op Op Op Lps Op Op Op

AufnahmeflichengroBe 1 20 10 25 9 8 8 6 8 8 8 25 8 8 8 1 1,5 1 5 4 0,4 1

Neigung 30 2 0 2 0 0 2 5 5 0 5 5 1 20 5 20 45 45 20 15 45 5

Exposition WSSO WNW W  SW NW SO SSW SSO SW SSO SSW SSw S S SSO SW SSW

Deckungsgrad gesamt 80 90 90 90 95 98 98 98 80 100 95 90 95 98 90 60 15 50 50 75 60 70

Euphorbia cyparissias 1 + + + + T

Sanguisorba minor subsp. minor r + : 5 . s . A + 1 r + i

Bromus erectus . 4 1 4 5 + . 3 2b 3 2a 3 1 1 2b r I

Scorzonera humilis . 2m . i @ . . . . K . E s 8 : % . ' .

Lathyrus pannonicus subsp. suevicus v : : . . . 2 . . . " . . . . . s . +

Geranium sanguineum v 2a + + .

Lotus corniculatus subsp. hirsutus s . + + 1 r 3

Centaurea scabiosa agg. L 1 r +

Chamaecytisus supinus + +

Thymus praecox subsp. praecox +

Thesium linophyllum . . a . . . 3 " + g

Achillea millefolium agg. . . . . . . . + + + + r

Tanacetum corymbosum - . - . i . . . . . . . v +

Teucrium chamaedrys 5 . + . . " + + + . . . 2m + + %

Scabiosa columbaria 8 i 5 . . . s . " " . " + . . . . i . . 1 +

Festuca ovina agg. # 2a 1 . + = ' v . v + v 2a 2a c 5 @ " . . 3 2b

Ligustrum vulgare (K) . ® . g . . . . . . . T : 1 R 1 1 X

Aster linosyris . % . i . " s ‘ . . . . . + + 1 1

Bupleurum falcatum . . 3 : % . " s . " " . + " + + + +

Stachys recta . . i . : . . . R » . " 1 v + + v v +

Poa angustifolia ; . . . 1 3 . . . . . R + 1 v r +

Coronilla varia . . - . ; " . : : + # +

Peucedanum cervaria 2 . . . . ’ T R + % . > s 2a + v . 2a ¥

Trinia glauca subsp. glauca . " & . . . N > . N . . . . : v - 5 R + . s

Salvia sclarea . . . . . . . . s . . v " . . . y X s : . 2a

Galium glaucum 2m 1 s

Aster amellus + + +

Hieracium pilosella : 8 . N . . » . . . . + + 1 1

Onobrychis viciifolia subsp. viciifolia 5 . . . . . . : . . ‘ . : " + r v "

Oxytropis pilosa s R i . . . . . . . . . 5 . : T + + . 2a 1 2b

Thymus pulegioides subsp. chamaedrys . . . p " . . . . ; : . . . 5 . ¢ . i 2m 2a

Sisymbrium loeselii . s . . s " . . . N . . . . . . - - . . T

Scorzonera cana . . . . . s . . . " . . . ‘ ¥ Y 5 . s < r
Molinio-Arrhenatheretea Festuco-Brometea
Trifolion medii Geranio-Peucedanetum cervariae
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3. Molekularbiologische Untersuchung

Die okologisch gut differenzierbaren Sippen wurden mit Hilfe molekularer Marker der
ribosomalen DNA-Genabschnitte, die hoch repetitiv im Genom vorliegen, auf ihre Diver-
sitdt untersucht (HEMLEBEN und ZENTGRAF 1994; Abb. 2 A). Die Auswertung der Se-
quenzdaten erbringt fiir die intern transkribierten Spacer (ITS1 und ITS2) eine gute Auf-
trennung auf Artebene. Die Unterarten von L. pannonicus zeigen mit diesem Marker
keine entsprechend diskrete Aufspaltung, wie sie nach morphologischen, geographischen
und okologischen Kriterien relativ gut moglich ist. Uberdies zeigt sich eine deutliche in-
traspezifische Variabilitit (Abb. 2B und 3). Kiinftige Untersuchungen am extern tran-
skribierten Spacer (5’ ETS; Daten hier nicht gezeigt) lassen eine bessere Aufspaltung
der Sippen durch die innerhalb dieses Spacers vorhandene Repeatstruktur erwarten.

165
~610bp ~ 3200 bp =
5 ms1 ms2 3E1S "|3 NTS “15 5E1S
3 | I 188
H 1 I
5
TCGATGCCTTACATGCAGTCCA, CGTGAATTTGTTTG] CATAC - GGTGGGCTTGAGGTGTTCC: CCCGGCTTGCCACTGGTTTCGGAGGCGG Majority

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Lb D Hechingen Zellerhorn.seq
Lb D Hechingen Zellerhorn.seq
Lb E Vielha Vall dAran.seg

Lv D Tuebingen Schoenbuch.seq
Lps D Tuebingen Hirschau.seq
Lps D Tuebingen Hirschau.seq
Lps D Kayh.seq

Lps D Kayh.seq

Lpc A Wien Leopoldsberg.seq
Lpc A Wien Eichkogel.seq

Lpc A Wien Ebreichsdorf.seq
Lpc A Wien Purkersdorf.seq
Lpc A Wien Purkersdorf.seq
Lpc A Wien Purkersdorf.seq
Lpp A Wien Hadersdorf.seq

1 Lpp A Wien Kalksburg.seg

2 Lpp A Wien Kalksburg.seq

1 Lp H Budakeszi Saum.seq
L024_1 Lp H Budakeszi Moor.seq

.. L017_3 Lpv I Trieste.seq

.. L013_4 Lpv SLO Lipica.seq

.. L037_18 Lpl E Reinosa.seq

.. LO16
. LO16
.. L023

.. L037_8 Ipl E Reinosa.seq
L038_6 Lpl E Reinosa.seq
L039_7 Lpl E Reinosa.seq
. L050_1 Lpl E Oteruelos.seq
L050_12 Lpl E Oteruelos.seq

L050_5 Lpl E Oteruelos.seq
.. L050_7 ILpl E Oteruelos.seq
-. 0013_10 Op CH Chur.seq
-. 0013_8 Op CH Chur.seq

.. L050_3 Lpl E Oteruelos.seq
-. 0026_11 Op I Prad Stilfserjoch.seq

[

Abb. 2 Spacer-Abschnitte der ribosomalen DNA als molekulare Marker. (A) Organisation der 18S, 5,8S
und 258 ribosomalen RNA-Gene. ITS1 und ITS2: Intern transkribierte Spacer; IGS: Intergener Spacer; 3’
ETS und 5° ETS: Extern transkribierter Spacer; TTS: Transkriptions-Terminationsstelle; TIS: Transkripti-
ons-Initiationsstelle; NTS: Nicht transkribierter Spacer. (B) Ausschnitt aus dem Alignment des ITS1-Ab-
schnittes der untersuchten Reliktarten. (Abkiirzungen vgl. Legende zu Abb. 3)
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e —L016 1 Lpp A Wien Kalksburg
D2 L022 2 Lpp A Wien Purkersdorf
42 L022 4 Lpp A Wien Purkersdorf
L021 2 Lpc A Wien Ebreichsdorf
171— 1022 1 Lpp A Wien Purkersdorf
LO50 7 Lpl E Oteruelos
— L016 2 Lpp A Wien Kalksburg
52 { LO50 1 Lpl E Oteruelos
L050 5 Lpl E Oteruelos
L050 3 Lpl E Oteruelos

34

47 L002 3 Lps D Tuebingen Hirschau
L002 4 Lps D Tuebingen Hirschau

L020 1 Lpc A Wien Eichkogel

L037 18 Lpl E Reinosa

L038 6 Lpl E Reinosa

L037 8 Lpl E Reinosa

L039-7 Lpl E Reinosa

L050-12 Lpl E Oteruelos

LO11 1 Lpp A Wien Hadersdorf

L013 4 Lpv SLO Lipica

L023 1 Lp H Budakeszi Saum

LO10 1 Lpc A Wien Leopoldsberg

L017 3 Lpv | Trieste

L019 3 Lps D Kayh

631L019 1 Lps D Kayh

L024 1 Lp H Budakeszi Moor

——L001 1 Lv D Tuebingen Schoenbuch

— L047 3 Lb E Vielha Vall dAran

99 tOOS 3 Lb D Hechingen Zellerhorn
64 — L003 4 Lb D Hechingen Zellerhorn

|— 0013 8 Op CH Chur

0013 10 Op CH Chur
68

0026 11 Op | Prad Stilfserjoch

37|

46 |
46

44

99

Abb. 3 Neighbor-Joining-Stammbaum verschiedener Lathyrus-Arten sowie von Oxytropis pilosa (Aufien-
gruppe). Die Zahlenwerte sind Bootstrap-Werte (1000 Replikate). Der Stammbaum zeigt sehr grofle
Ubereinstimmung mit dem Konsensus ebenfalls errechneter Maximum Parsimony-Baume, fiir die es aller-
dings > 1 Mio. Moglichkeiten gibt (MEGA 2.1, KUMAR et al. 2001; Distanzen nach KIMURA 2-Parameter-
Modell, Alignment-Liicken als »pairwise deletion« behandelt). Klonbezeichnung: L = Lathyrus, O = Oxy-
tropis. Erste Zahl: Individuum des angegebenen Standortes; zweite Zahl: Klon-Nummer aus diesem
Individuum. Lb: L. bauhinii; Lpa: L. pannonicus subsp. asphodeloides; Lpc: L. pannonicus subsp. collinus;
Lpl: L. pannonicus subsp. longestipulatus, Lpp: L. pannonicus subsp. pannonicus; Lps: L. pannonicus
subsp. suevicus; Lpv: L. pannonicus subsp. varius; Lv: L. vernus; Op: Oxytropis pilosa. Der Ortsangabe ist
das Nationalitdtskennzeichen vorangestellt.

386 Nova Acta Leopoldina NF 87, Nr. 328, S. 379-387 (2003)



Molekulare und pflanzensoziologische Analyse von pontisch-pannonischen Reliktarten

Das Aufzeigen der Diversitidt der Sippen und ihrer schutzbediirftigen Biotope soll ins-
gesamt den Arten- und Biotopschutz intensivieren helfen. Dieser mufl dabei weit iiber
die geforderte Aufnahme der Sippen und Biotoptypen in den Anhéngen der Flora-Fauna-
Habitat-Richtlinie hinausgehen, da ein Erhalt von Pionierarten wie den hier untersuchten
entschiedene massive Eingriffe bei Pflegemalnahmen voraussetzt. Damit werden dann
aber sogar bei extensiver Nutzung Massenbestinde moglich, wie Beispiele in den Abruz-
zen zeigen.
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Abstract

In order to find definitions for the concept of “ecological damage” within the field of nature
and landscape conservation, the separation of original natural landscape and cultivated land-
scape is discussed. This could offer the possibility to avoid a situation in which one is forced
to call the whole of Europe being an “ecological damage” due to its almost complete lack of
anthropogenically undisturbed environment. Contrary to this unsatisfactory situation, protec-
tion of cultivated landscapes must be improved to avert the loss of valuable secondary habitats.
Disturbances of habitats must be enforced even and especially within protected areas to keep
successions going on and preserve all phases of development of a dynamic and diversity of plant
communities and species. Examples of nature conservation areas in Southern Germany show
the necessity of such massive interventions. Methodical problems for describing the ecological
or biodiversity decline and legislation retards are discussed. In German environmental law, an-
thropocentric orientation is preferred to ecocentric orientation and puts evidence on the fact that
“ecological damage” is mostly used for liability matters with eco-toxicological relevance. Thus,
a definition for “ecological damage”, which can hardly be applied to a situation wherein cultural
landscape is inhibited in its dynamical change, does not fit to a unique definition reflecting all
ecological aspects.

Keywords: nature protection, landscape protection, cultural landscape, protection of species,
succession, disturbance, German environmental law, phytosociology, molecular biology

Schliisselworter: Naturschutz, Landschaftsschutz, Kulturlandschaft, Artenschutz, Sukzession,
Storung, Naturschutzrecht, Pflanzensoziologie, Molekularbiologie

1 Einleitung

Ausgehend von der Feststellung, dass in Mitteleuropa faktisch nur noch solche priméren Habi-
tate existieren, die zumindest mittelbar durch den Menschen beeinflusst sind, die Mehrzahl der
primiren Habitate sogar zerstort ist, stellt sich dringend die Frage nach dem Schutz wenigstens
der sekundiren Habitate. Letztere konnen, selbst fiir Vertreter eines 6kozentrischen Ansatzes,
als Kulturlandschaft wertvolle Aspekte an Arten und Biotopen enthalten und stellen daher einen
wiirdigen Ersatz einer — letztlich im Detail ja unbekannten — Naturlandschaft dar. Die Kultur-
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landschaft selbst ist einem stindig schnelleren Wandel unterworfen. Ihre Erhaltung ist zwar
gesellschaftlich erwiinscht, aber nicht mehr zu leisten. Selbst (oder gerade?) in Naturschutzge-
bieten erscheint ein adidquater Schutz nicht mehr gewéhrleistet, obwohl insbesondere hier die
praktische Umsetzung der Erhaltungsziele von der Offentlichkeit erwartet wird. Verfehlte Pfle-
gekonzepte verursachen in manchen Habitaten sogar gravierendere ,,0kologische Schéden® als
deren vormalige Nutzung, die doch immerhin einen schutzwiirdigen Biotop hervorbrachte.

Solche Uberlegungen werfen die Frage auf, was im Bereich des Naturschutzes als ,,6kologi-
scher Schaden® theoretisch fundiert klassifiziert werden kann und worin die Abwendung sol-
cher Schiden und somit eine praktische Konsequenz fiir erfolgreiche Pflegekonzepte bestehen
konnte.

Anhand ausgewihlter Fallbeispiele aus Naturschutzgebieten Siidwestdeutschlands und einer
Diskussion von zentralen Methoden fiir Effizienzkontrollen im Biotop- und Artenschutz soll
zunichst gezeigt werden, wie kompliziert die aktuelle Situation im Naturschutz ist, um dann
Losungsansitze entwickeln zu konnen. Eine Beschriankung, vornehmlich auf den floristischen
Blickwinkel, scheint sinnvoll, denn die Vegetation erfihrt als Habitatgrundlage der tierischen
Lebewelt in der Naturschutzpolitik die grofite Aufmerksamkeit.

2 Moglichkeiten einer Definition ,,0kologischer Schiden* im Natur- und
Landschaftsschutz

Es ist problematisch, dass allzu sehr nomenklatorisch fixierte BiologInnen wider besseres theo-
retisches Wissen in der Praxis Okosysteme noch immer als deterministische Systeme betrachten,
bei denen beispielsweise ein zielgerichtetes Streben der Vegetation hin zu einer Klimaxgesell-
schaft verfolgt werden konnte.

Eine solche Klimaxgesellschaft wiirde standortlich — pedologisch-klimatisch — angepasst einen
»stabilen” Endzustand aufweisen. Zwar vermdgen einige Okosysteme auf Stadien zuzusteuern,
die eine deutlich geringere Schwankungsdynamik zeigen als ihnen vorausgegangene Initial-
und Folgegesellschaften. Solche Tendenzen lassen sich, bezogen auf grofere zonale Vegetati-
onseinheiten vom groben Typus, wie etwa einer Steppe oder eines Waldes, hdufig erkennen. Die
Ausgestaltung im kleinrdumigen Maf3stab jedoch erweist sich als dynamisch — und sei es auf ge-
ringerem, kaum wahrnehmbarem Schwankungsniveau. Dies gilt gerade auch fiir die oftmals fiir
Mitteleuropa angefiihrte Klimaxgesellschaft eines bestimmten Waldtyps, der flichendeckend
nie verwirklicht war, wie Kiister (1998, 240) zusammenfasst:

(...) die zentrale Aussage der Waldgeschichte ist es nicht, auf einen konkreten und stabilen Zustand der Natiirlichkeit
hinzuweisen, sondern darauf, dass die natiirliche Entwicklung von Okosystemen wie dem Wald auf Wandel und
Dynamik beruht. Es ist also von Natur aus kein Zustand im Wald langfristig stabil; es herrscht ein ewiger, aber
langsam verlaufender Wechsel der Waldbilder.

Bei genauer Lektiire insbesondere pflanzensoziologischer Abhandlungen zeigt es sich, dass die
meisten Forschenden bei der Betrachtung natiirlicher Vorgénge noch immer von einer Statik
derselben auszugehen scheinen. Fischer (1999, 157) bemerkt hierzu treffend:
Aus pflanzensoziologischer Sicht betrachtet kann der Anschein entstehen, Vegetation sei etwas sehr Statisches,
Festgefiigtes. Tatsdchlich ist aber gerade die Verdnderlichkeit eine wesentliche Eigenschaft der Vegetation, von

grundsitzlicher Bedeutung sowohl fiir das wissenschaftliche Verstindnis von Vegetation als auch hinsichtlich der
Nutzung der Vegetation durch den Menschen.
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In den wenigsten Analysen lassen sich zum Beispiel der Einbezug des Mosaik-Zyklus-Konzepts
oder Weiterentwicklungen inklusive ihrer umstrittenen Stdrungsvoraussetzungen (vgl. Bohmer
1997) erkennen, obwohl diese Phinomene, wie noch dargelegt wird, seit Jahrhunderten bekannt
sind. Eine Folge dieser starren Sichtweise sind Vegetationskarten einer ,,potentiellen natiirli-
chen Vegetation (PNV) oder ,,standortliche Forstkarten. Diese dargestellte fiktive Vegetati-
on soll dann diejenige sein, welche im betreffenden Gebiet optimal stockt, wenn die Nutzung
schlagartig unterbrochen wiirde — in Abhéngigkeit von den zu diesem Zeitpunkt gegebenen
Bodenverhiltnissen und unter Ausschopfung des aktuellen (!) Arteninventars. Aber ebendiese
aktuellen Verhiltnisse finden sich erstaunlich selten dokumentiert (eine Ausnahme bildet die
frithe eindrucksvolle Gegeniiberstellung der PNV und aktuellen realen Vegetation von Italien
bei Fenaroli 1970 und Tomaselli 1970).

Fiir den Naturschutz stellt sich die Ausgangslage also folgendermallen dar: Zusétzlich zu ei-
nem vermeintlichen Wissen um letztlich hypothetische Vorstellungen von fritheren und als op-
timal dargestellten Vegetationsverhiltnissen besteht eine Wissensliicke beziiglich der aktuellen
Verhiltnisse. Ein positiver Ansatz zum Ausgleich dieses Defizits ist die recht prizise Biotop-
kartierung nach § 30 BNatSchG (in der Fassung vom 25.03.2002, BGBI. I S. 1193) bzw. — weil
fiir einige Bundesldnder voreilig als abgeschlossen eingestuft — noch nach § 20c BNatSchG
(in der Fassung der Bekanntmachung vom 21.09.1998, BGBI. I S. 2994, zuletzt gedndert am
29.10.2001, BGBI. I S. 2785; aufler Kraft getreten am 25.03.2002) respektive der jeweiligen
landesrechtlichen Umsetzung. Das (anstehende) Melden von schutzwiirdigen Biotopen nach
der FFH-Richtlinie! kann hingegen nicht als ,.echte” neuere KartierungsmaBnahme gewertet
werden und muss als Grundlage fiir einen zu wiinschenden Erfolg des Natura 2000 Konzepts
seine Wirkung erst noch unter Beweis stellen. In der dringend notwendigen Auseinandersetzung
um diese Meldungen muss sich, trotz Wissensliicken, ein vorwiegend politisch durchzusetzen-
des Konzept entwickeln, das angibt, wie eine betreffende Vegetation zu steuern sein sollte,
um einem, wenn auch diffusen, so doch von der Gesellschaft getragenen und zu bezahlenden
Schutzziel ndher zu kommen.

Zweifelsfrei erleichtern immer prizisere Fernerkundungsmethoden und die gesteigerte Qua-
litdt der Priasentation mittels GIS (Geografischen Informationssystemen) die Datenvermittlung.
Gleichwohl sei vor blolem Datensammeln und einer wahren Digitalisierungseuphorie gewarnt.
Grabherr & Reiter (1999) empfehlen GIS fiir eine bessere Stichprobenauswahl, doch dabei ist
noch vor der Computerarbeit eine klare systematische Vorarbeit gefragt. Und nach erfolgter
groBflachiger Bewertung muss in zersiedelten kleinrdumigen Lebensrdumen die Detailarbeit
jener Realitdt Rechnung tragen, welche Datensitze von zwangslidufig unterschiedlichster Dich-
te und Giite hervorbringt. Analog betonen schon Vahle & Dettmar (1988, 414) in ihrer Kritik an
numerischen Methoden der Pflanzensoziologie, es sei wichtiger, notwendiger und werde dem
Menschen gerechter, durch ,,Typenbildung” und Bildung von ,,Typenreihen aus einer bewegli-
chen und lebendigen inneren Vorstellung heraus ,,nicht nur das Vegetationsmuster alter Kultur-
landschaften zu kopieren, sondern fiir den Aufbau ganz neuer, dem heutigen Menschen ange-
messener und lebenswerter Landschaften einen Beitrag zu leisten.” Zu diesem Ergebnis kommt
auch Fischer (1999, 172), der als Ergénzung der zahlreichen bereits vorliegenden Einzelunter-
suchungen, die aktuelle Notwendigkeit der Generalisierung und Erarbeitung von Szenarien fiir

1 Flora-Fauna-Habitat-Richtlinie; Richtlinie 92/43/EWG des Rates zur Erhaltung der natiirlichen Lebensrdume sowie
der wild lebenden Tiere und Pflanzen vom 21.05.1992 (ABL EG Nr. L 206 S. 7) und den erfolgten Anderungen.
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zukiinftige Vegetationsentwicklungen betont. Eine Losung dieser Probleme konne allerdings
nicht durch , digitalisierte Wirklichkeitserfassung* oder Computersimulation erfolgen (Vahle &
Dettmar 1988, 414).

2.1 Bedeutung von Vegetationsdynamik und insbesondere Sukzession im Naturschutz

Ablaufe in der Vegetation und auch in darunter zu subsumierenden Sekundirgesellschaften der
Kulturlandschaft sind Sukzessionen unterworfen. Diese Ablidufe wurden bereits friihzeitig er-
kannt und als GesetzmiBigkeit verstanden, wie es die Riickblicke auf historische Arbeiten bei
Pignatti & Ubrizsy-Savoia (1989) und Drury & Nisbet (1973, 333 f.) zeigen.

Bei Heusinger (1831) findet sich ein frither Hinweis, wie in der Kulturlandschaft Sukzession zur
Naturlandschaft geschieht:

Noch groern Abbruch thun dem Weidevieh auf den Hutrasen die Ausldufer der Schlehenstauden und Dornhecken,
welche nach und nach sich auf Berghutrasen ansiedeln, und welche man meist ungestort fortwachsen 146t. In man-
chen Landern ist man so sorglos und gleichgiiltig gegen den Werth eines Hutrasens, dal man die Morgen Landes zu
hunderten mit Wachholderstauden und Feldrosen, Weidorn-, Schlehen- und Stachelbeerstauden iiberwachsen l4Bt,
die nicht allein den Platz einnehmen, welche niitzliche Hutweidepflanzen einnehmen konnten, sondern iiberdem die
Schafe ihrer Wolle berauben, wenn sie zwischen denselben hingetrieben werden.(...) Diese Art Verwilderung hat
fiir den Landwirth fast gar keinen Nutzen, und ihre Anwesenheit giebt einen solchen Maafstab ab von der Trigheit,
Unwissenheit und Verkehrtheit derjenigen, welchen dergleichen Flachen gehoren, und den Wald von solchen Dorn-
gebiischen dulden, die nur erst sehr spit einzelnen Waldbdumen gestatten, sich zu erheben.

Bis heute findet das Wissen um Sukzessionen, trotz ihrer naturgegebenen Konsequenz, kaum
Anwendung auf die Vorstellung von Naturschutzgebieten, in denen allzu oft als Schutzziel ein
bestimmter status quo erhalten werden soll. Die faktisch stattfindenden Abldufe sind aber sehr
unterschiedlich in Bezug auf die Vegetationseinheiten und klimatischen Begebenheiten (Drury
& Nisbet 1973).

Vegetation ist duBerst dynamisch. Die konkret von den einzelnen Bestinden eingeschlagenen Wege der Dynamik
werden auf der Individual- und Populationsebene entschieden, und oft fillt die Entscheidung fiir einen Weg im Zuge
einer kurzfristigen Storung (Fischer 1999, 173).

Gerade die Heterogenitit dieser Abldufe scheint aber, kurz gesagt, letztendlich ein Motor der
Evolution zu sein (vgl. Potthast 1999, 53 ff.). Mitunter wissen wir trotz historischer Erkenntnis-
se tiberhaupt nicht, in welche Richtung eine Sukzession ihren Verlauf nehmen wird, vor allem
dann, wenn sich anthropogene Storungen zeitlich und raumlich von den historischen — keines-
wegs nur ,,nachhaltigen Nutzungen™ (Kiister 1998) — unterscheiden. Stérungen konnen in der
anthropogenen Entwicklung durchaus in der Absicht zur Erhaltung der Kulturlandschaft in ih-
rer Dynamik erfolgen. Gleichzeitig sich vollziehende mechanische Verinderungen der Boden
sowie Schadstoffeintrag und Diingeeffekte aus der Luft sind mitunter so gravierend, dass das
Ergebnis der Sukzession nicht mehr einem als historische Referenz zugrunde liegenden Vorbild
entsprechen wiirde, dessen Renaturierung angestrebt sein konnte.

Diskussionen iiber das Waldsterben und die dadurch angeregte 6kologische Forschung belegen
allerdings auch, dass viele ,,Schiaden™ in den nicht standortgerechten Kulturen zu suchen sind
(Ellenberg 1995; Kiister 1998, 229 £.).

Schreiber (1995, 133) gibt zudem zu bedenken, dass aufgrund mangelhaften Diasporentrans-
ports die aktuellen Pflanzengesellschaften sich in ihrem Artengefiige verdndert haben. Die den-
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noch teilweise hohe Artenvielfalt in der Kulturlandschaft erklirt sich, analog zu der in natiirli-
chen Systemen (vgl. Stabilitits-Diversitits-Hypothese bei Connell 1978; Connell & Slayter
1977), durch ein hohes Maf3 an nebeneinander ablaufenden Sukzessionsereignissen und wie-
derholten Storungen ihrer Systeme. Storungen tragen zum Erhalt der Dynamik bei und sind
damit , Initialpunkt oder Kausalfaktor fiir Sukzession, Regeneration oder Aufrechterhaltung der
Artenvielfalt (Potthast 1999, 73). Fischer (1999, 173) betont, ,,dass sich Pflanzenindividuen oft
nur nach bestimmten Stérungen des Bestandes zu etablieren vermdgen, andererseits aber, so-
fern einmal etabliert, lange verharren kénnen, auch wenn sich die Umweltbedingungen gedndert
haben®.

2.2 Die Definition der ,,0kologischen Schiiden‘ im Umweltgutachten von 1987

Eine der wenigen Definitionen ,,6kologischer Schiden findet sich im Umweltgutachten 1987
(SRU 1987, 460 Rn 1691). Sie hat ihren Platz im Zusammenhang mit der Okotoxikologie im Ka-
pitel ,,Umwelt und Gesundheit und bildet, nach der Beleuchtung der menschlichen Gesundheit,
gewissermafien ein Anhéingsel unter der Uberschrift ,Grenzwerte zum Schutz anderer Giiter.
So heif3it es dort:

Als Schiden im 6kologischen Sinne werden solche Veridnderungen angesehen, die iiber das natiirliche Schwan-
kungsmaf der betroffenen Populationen oder Okosysteme hinausgehen und sich oft nur iiber grofere Zeitriume
manifestieren, sowie Verdnderungen, die entweder tiberhaupt nicht oder oft erst Jahrzehnte nach der toxischen Ein-
wirkung und mit hohem Aufwand riickgéngig gemacht werden konnen.

Das thematische Umfeld dieses Zitats (SRU 1987, 457 ff.; insbesondere Rn. 1679) lisst erken-
nen, dass hier keineswegs von einem 6kozentrischen Umweltschutz ausgegangen werden kann.
Die Definition ,,Okologischer Schiden® ist vielmehr anthropozentrisch ausgerichtet. Bereits die
Anfiihrung, Schiden ,mit hohem Aufwand riickgingig™ zu machen, verstirkt die Annahme,
dass fiir das ,,Okologische* keine griffige Vorstellung vorhanden ist, wihrend ,,Schiden* eher —
und zwar monetér — fassbar sind, wie es vor allem bei der Bewertung des Immissionsschutzes
zum Ausdruck kommt (SRU 1987, 457 Rn 1680):

Tiere, Pflanzen und Sachen konnen allenfalls vor Gefdhrdungen, nicht aber vor Benachteiligungen oder Beldstigun-
gen geschiitzt werden. Sie werden auch nur insoweit geschiitzt, als Menschen durch ihre Zerstérung oder Beschidi-
gung Nachteile erleiden (...). Nur eine erhebliche Beeintréichtigung ist als Schaden anzusehen. Ob die Beeintrichti-
gung von Tieren, Pflanzen, Sachen erheblich ist, hdngt davon ab,ob die Schidden eine nach dem Gebot der ge-
genseitigen Riicksichtnahme nicht mehr zumutbare Vermogenseinbufle hervorrufen (erheblicher Schaden fiir die
Nachbarschaft) oder ein schutzwiirdiges Okosystem nachhaltig beeintriichtigt wird (erheblicher Schaden fiir die
Allgemeinheit).

2.3 Die Definition des Umweltgutachtens von 1987 als Basis fiir eine Definition
,,okologischer Schiden* im Naturschutz?

Wer versucht, die Definition des SRU (1987) auf den Natur- und Artenschutz hin auszulegen
und statt der ,toxischen Einwirkung™ gleichsam jede ,,menschliche Einwirkung® anzufiihren,
kann, salopp betrachtet, ganz Europa als ,,06kologischen Schaden™ einstufen. Die Begriindung
hierfiir liegt darin, dass es hier keine Biotope mehr gibt, die nicht zumindest mittelbar einer
Storung durch den Menschen unterworfen sind. Die Vorstellung, es gebe noch letzte Reste von
vom Menschen vollig unberiihrter Natur, ist irrig, denn selbst Moore, die Meereskiiste und das
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Hochgebirge sind beeinflusst — und sei es auch nur mittelbar durch Klimaverinderungen. Die
floristisch-faunistische, vor allem aber auch die pedologische und mikrobielle Zusammenset-
zung ist hiufig so nachhaltig gestort, dass die Ausgestaltung analog zu einer Ausgestaltung zu
einem beliebigen Zeitpunkt wenigstens der letzten 10.000 Jahre nicht mehr moglich und — wie
diskutiert werden wird — auch nicht nétig erscheint. Unmoglich scheint dies schon, weil die
Bodengenese eines mindestens ebenso langen Zeitraumes bediirfte, die parallele (Co-) Evo-
lution ihrer Bewohner indes eine andere wire (Drury & Nisbet 1973; Ellenberg 1996). Wie
Weish (1992) zu Recht bemerkt, ,,ist diese Auffassung zwar im Prinzip richtig, aber eher ein
Gemeinplatz. Zweckpessimismus dieser Art diene hiufig dazu, Naturschutzbestrebungen zu
schwichen.

Das SRU-Gutachten (1987) fulit unter anderem auf der richtigen Annahme, dass es natiirli-
che Schwankungen gibt, deren ,natiirliche[s] Schwankungsmaf3“ unbekannt ist, weil sie fiir
je einzelne Gesellschaften oder Populationen, die zudem vernetzt sind, verschieden ausfallen
konnen. Das abstrakte Wissen um Dynamik und oszillierende Systeme in der Natur ist zwar
eine bedeutsame Basisinformation fiir Politik und Gesetzgebung. Problematisch ist dabei aber,
dass die naturwissenschaftliche Erforschung jener Dynamik stets wiinschenswert, aber nicht
zwangsldufig moglich oder hilfreich ist, da keine verldssliche Vorstellung von den stets unbe-
stimmten Zeitfaktoren besteht. So ist zum Beispiel auch der Zeitpunkt ungewiss, zu dem eine
Pflanzengesellschaft in eine andere durch Sukzession tibergehen konnte. Unbefriedigend bleibt
vor allem aber die Diskrepanz beim Versuch der Verquickung des 6kozentrischen Ansatzes mit
dem anthropozentrischen. Der mit der Pflege beschiftigte Mensch betreibt mit ,hohem Auf-
wand“ die Beseitigung der durch menschliche Einwirkung entstandenen Schiden. Wann aber
kann der Mensch die ,,Natur wirklich fiir sich belassen, weil er der Auffassung ist, dass sie nun
einem von Menschen entkoppelten Stadium entspricht, und wann muss oder wird er wieder ein-
greifen, weil die Dynamik es zu einem spiteren Zeitpunkt verlangt, oder die wissenschaftliche
Auffassung oder die Nutzungsvorstellung wieder wechselt?

Anhand dieser Frage wird deutlich, dass oben genannte Definition nicht eins zu eins fiir den
Natur- und Artenschutz iibernommen werden kann. Jede/r 6kologisch Versierte wiirde einzelne
Sukzessionsstadien je verschieden bewerten. Wichtiger noch als eine strenge und alleingiiltige
Definition von ,,6kologischen Schiden zu formulieren, ist daher die Diskussion iiber dieselben
und die Erarbeitung der rechtlichen und praktischen Konsequenzen fiir den Naturschutz.

2.4 ,,()kologische Schiden* in der Naturlandschaft

Ubernimmt man den Definitionsvorschlag, so lieBe sich meines Erachtens an eine Einteilung
der zu schiitzenden Giiter in Naturlandschaft einerseits und Kulturlandschaft andererseits den-
ken. Zumindest fiir eine Naturlandschaft konnte dann jeglicher Eingriff in eine natiirliche Dy-
namik im Sinne eines streng 6kozentrischen Ansatzes als ,,0kologischer Schaden* bezeichnet
werden, analog der Diskussion um einen Prozessschutz, der fiir ,,unberiihrte” Natur (in der Pra-
xis zumeist noch auf Kernzonen eines Nationalparks angewandt) als Schutzziel immer hiufiger
empfohlen wird (Scherzinger 1990; kritisch hierzu und zum ,,Naturnidhe*-Begriff in diesem Zu-
sammenhang Potthast 2000, 72 f.). Eine solche Definition von ,,0kologischen Schiden™ fiir die
Naturlandschaft kann aus genannten Griinden in Mitteleuropa nur noch fiir wenige und kleine
Areale gelten, und zwar lediglich fiir Felsgesellschaften oder manche ,,Urwiesen” der Alpen,

100



Okologische Schiiden durch verfehlte Pflegekonzepte

schon nicht mehr fiir die groBeren Einheiten von Nationalparks, die letztlich in groen Teilen
unserer Kulturlandschaft zugehoren. Der Schutz der wenigen letzten Naturlandschaften konnte
gemil der vorgeschlagenen Einteilung und unter der Zielsetzung eines echten Prozessschutzes
dem der Kulturlandschaften vorgeordnet werden. Dies konnte die Durchsetzbarkeit und Akzep-
tanz bestimmter Mafnahmen, wie von Eser & Potthast (1999, 27-32) gefordert, erhohen. Zu
kritisieren bleibt, dass der Prozessschutz oftmals sehr unterschiedlich verstanden und ausgelegt
wird (Potthast 2000, 72).

2.5 Naturlandschaft versus Kulturlandschaft — ist eine Definition ,,6kologischer
Schiiden* fiir die Kulturlandschaft moglich?

Da auch die Kulturlandschaft in weiten Teilen als schiitzenswert gilt, und sie in der Gesellschaft
als vertraute und teilweise romantisch verklirte ,,Natur mit einem unverkennbaren Artenreich-
tum (,,Biodiversitit™) betrachtet und akzeptiert wird, besteht die Wunschvorstellung einer Riick-
kehr zu homogeneren postglazialen Waldgesellschaften sowohl praktisch als auch theoretisch
nicht mehr. Eine Definition ,,0kologischer Schiaden™ muss sich zwingend von einem nur als
storend empfundenen anthropogenen Einfluss entfernen. Kulturlandschaften, die der Vorgabe
einer Vermittlung mit Naturlandschaften im Hinblick auf Vegetationstypus oder Arteninventar
noch gerecht werden konnen, sollten deshalb, in Anlehnung an eine im Rahmen der Tagung
geduferte Idee, auch vom Begriffskonstrukt des ,,0kologischen Schadens™ befreit werden. So
wiirde auch die positive Bewertung durch den Menschen evident, der fiir den Erhalt dieses Po-
tenzials keinen negativ belegten Begriff verwenden sollte. Ein ,, Kulturlandschaftsschutz*, wie
er von Weish (1992) gefordert, aber noch nicht niher ausgefiihrt wird, miisste sich dieses wich-
tigen Themas gesondert annehmen und eigene Schadensdefinitionen entwerfen. Er miisste als
eine Art Uberbau des Arten- und Naturschutzes fungieren, da mit deren klassischer Ausrichtung
allein aufgrund der Rote-Listen-Problematik, wie noch zu erldutern ist, keine befriedigenden
Losungen mehr zu erwarten sind. Ein Vertreter dieser Forderung sei im Folgenden zitiert:

Nicht Naturschutz, sondern die Erhaltung der gewachsenen Identitit der Landschaft sichert den Bestand dieser
Lebensriaume (Kiister 1998, 237).

Schutz verdient hier weniger die ,Natur’ als die in Dynamik gewachsene Identitit von Landschaften mit ihren cha-
rakteristischen Tier- und Pflanzenarten (Kiister 1998, 242).

Diese Landschaften verdanken ihre Existenz dabei zum Teil massivsten Eingriffen, weshalb
Kiister (1998, 237) vor Missdeutungen des Wortes ,,nachhaltig” warnt. Frithe Landwirtschaft
sei bereits intensiv und nicht im Sinne eines so genannten biologischen Landbaus ,,nachhaltig*
gewesen. Nur zuweilen sei extensiv gewirtschaftet worden, entscheidend war aber vor allem ,.ein
grofBraumiger Wechsel in der Nutzungsintensitdt (Miihlenberg & Slowik 1997, 218). So kann
es beziiglich der Kulturlandschaft keinen Zweifel mehr geben, dass eine Nutzung stattfinden
muss; das problematische ,,Wie“ bedarf der intensiven Erorterung.

Die zeitliche Dynamik der Landschaft, d.h. Nutzungswechsel und Nutzungskontinuitit, sollte integraler Bestand-

teil von Nutzungskonzepten sein. (...) [D]ie durch Nutzungsdynamik erzeugten zeitlichen Muster einer Landschaft

[spielen] fiir das Uberleben von Populationen hiufig eine wichtigere Rolle als alleine das riumliche Muster. Die
zeitlichen Muster in der Landschaft tragen ebenfalls zur Erhohung der Gesamtvielfalt bei (Purtauf et al. 2002, 214).
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Vahle (2001) geht gar so weit, ein eigenstindiges Konzept einer ,,Potentiellen Kulturlandschafts-
Vegetation (PKV)* zu entwickeln, die er wie folgt definiert:

Die Potentielle Kulturlandschafts-Vegetation (PKV) ist (...) diejenige Vegetation, die sich in einem Landschafts-
raum gerade durch die qualitativ unterschiedlichen Tétigkeiten des Menschen entwickelt. Dabei werden vor allem
diejenigen Titigkeiten ins Auge gefasst, die die Vielfalt von Vegetationstypen erhohen (a.a.O., 273).

[Es] sollte nach Wegen gesucht werden, denjenigen ,Faktor’ einzubeziehen, der die arten- und biotopreiche Kultur-
landschaft hervorgebracht hat: den Menschen. Denn gerade die Titigkeiten des Menschen in der historischen Kultur-
landschaft wirkten sich differenzierend und bereichernd auf Vegetation und Landschaft aus (...), was die Vorausset-
zung zur Entstehung oder zumindest starken Ausdehnung vieler gerade im heutigen Sinn besonders schutzwiirdiger
Biotope war (a.a.0., 274).

Diese PKV sei ein positiv belegter Begriff, der als anstrebenswert gelte und sich von der als
sprachlich negativ besetzten ,,Ersatzgesellschaft abhebe, dem traditionell positiv belegten Be-
griff der PNV ebenbiirtig. Da Vahle die sich selbst iiberlassenen Naturschutzgebiete als chan-
cenlos betrachtet, ein hoher Pflegeaufwand nicht finanzierbar sei, und er eine Museumsland-
schaft als nicht zeitgemal erachtet, fordert er die Entwicklung von Leitbildern fiir einen ,,Na-
turschutz auf der gesamten Fldche”. Der menschliche Einfluss — als ein ,natiirlicher Faktor
anzusehen — stehe im giinstigen Fall fiir eine ,hochkomplexe Ordnung®, die einen ,traditio-
nellen Kulturgradienten* nachzeichnet, einer dorflichen Kultur, deren historische Beschreibung
leider nur fragmentarisch vorliege (a.a.O., 274 ff.).

Solche Ansitze zum Kulturlandschaftsschutz konnten sich umweltrechtlich noch nicht durchset-
zen. Die Einteilung in Landschafts- und Naturschutzgebiete sowie in Naturparks, welche durch
die Freizeit- und Tourismusbranche zum Naturerlebnis geprigt werden (wie z.T. leider auch
die Nationalparks), hat historische Urspriinge. Sie ist nur mit der Entstehung des Bundesnatur-
schutzgesetzes (BNatSchG) zu verstehen, ein biologischer Sinn ergibt sich daraus nicht. Die
Novelle des BNatSchG enthilt zwar ein ,.Entwicklungsgebot®, subsumiert aber die wertvolle
Kulturlandschaft unter den Naturschutzgebieten, und bleibt so im Rahmen einer traditionellen
Schutzgebietsdefinition.

2.6 Zwischenfazit

Eine Definition mit dem Anspruch auf Allgemeingiiltigkeit lasst sich fiir den Begriff des ,,0ko-
logischen Schadens™ meines Erachtens nicht verwirklichen. Das zentrale Problem scheint dabei
die Interpretation des Begriffs der ,,Storung™ zu sein, die je nach deren Intensitit sich positiv
oder negativ auf eine Dynamik auswirken kann, deren rdumlich/zeitliche Dimension wiederum
unklar bleibt. Dabei spielt es zunichst keine Rolle, ob es sich um Naturlandschaft oder Kultur-
landschaft handelt.

Die Vielfalt der dynamischen Prozesse in der Vegetationsentwicklung, die Vielfalt der Sukzes-
sionen, deren Stadien nur teilweise vom Menschen angestrebt oder fiir wertvoll erachtet werden,
stellen die Momentaufnahmen der Lebewelt dar, die letztendlich geschiitzt, und denen Entwick-
lungsmoglichkeiten zu- oder abgesprochen werden sollen. Letztlich wird also ein ,,6kologischer
Schaden™ auf die Bewertung eines bestimmten Sukzessionsstadiums fokussiert, d. h. die Rele-
vanz einer Verdnderung von dessen Dynamik, Ablauf und Richtung wird bewertet.

Zentrale Fragen, was ,,0kologische Schiden* in der Natur- und Kulturlandschaft seien, sind also
einerseits die nach dem Ablauf einer Sukzession, andererseits aber die nach der Bewertung der
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erfolgenden Stérungen (inklusive Biotoppflege!) zur Aufrechterhaltung von Sukzessionen und
Dynamik:

e Kann ein Schutz der Dynamik, die Ermoglichung der Sukzession wenigstens in den ,,Na-
turschutzgebieten® erfolgen? Darf dort anthropogen durch Stérungen Einfluss genommen
werden?

o Ist das Erzielen eines ,,status quo™ oder die Weiterentwicklung von Biotopen sinnvoll und
machbar (Unterbrechung oder Steuerung der Sukzession)?

Diese Fragen sollen im Folgenden anhand von Fallbeispielen aus Naturschutzgebieten erldutert
werden. Ein Exkurs zu Neophyten soll dariiber hinaus auf eine mogliche ,,0kologische Schadi-
gung™ hinweisen.

Des weiteren sollen Methoden der Effizienzkontrolle pflanzensoziologischer Erfassung und der
Molekularbiologie kritisch hinterfragt werden. Wenn — zunichst neutral formuliert — aus natur-
wissenschaftlicher Sicht Verdnderungen nicht iiberzeugend als problematisch aufgezeigt wer-
den konnten, bliebe eine Bewertung, was ein Schaden sein konnte, vollkommen abstrakt.

e Sind also Veridnderungen iiberhaupt qualitativ und quantitativ als ,,Problem erfassbar?

Abschlielend soll die rechtliche Komponente erldutert werden:

e Erscheinen die rechtlichen Rahmenbedingungen sinnvoll und ausreichend?

3 Fallbeispiele

3.1 Der Bergrutsch am Hirschkopf bei Mossingen — Schaden als Chance
fiir den Neubeginn!

Die iiblicherweise nur im ZentimetermafBstab zu verfolgende Riickverlagerung des Traufs (Kan-
te am Steilabfall) der Schwibischen Alb wurde 1983 durch den grofiten Bergsturz des letzten
Jahrhunderts nach einem starken Regenfall massiv beschleunigt. Da solche Ereignisse geolo-
gisch nicht uniiblich sind, erscheint es mir angebracht, sie als natiirlich auftretenden ,,6kolo-
gischen Schaden zu betrachten, der der Natur gleichwohl die Chance erdffnet, dieses Areal
(mangels Nutzbarkeit) so einer Sukzession zu iiberlassen, wie sie ,natiirlicherweise** eintreten
sollte. Nun ist aber selbst bei einem flaichenmiBig derartig gro3en Naturereignis der anthropo-
gene Einfluss uniibersehbar. So wurde die Abrisskante durch die Anlage von Forstwegen, die
das Eindringen der Wassermassen in den Weijjura ermoglichten, gewissermallen vorbestimmt.

Nachdem der Bergrutsch zuerst als rein ,,0konomischer Schaden” eingestuft und iiberhastete
Aufraumaktionen durchgefiihrt worden waren, erfolgte eine Unterschutzstellung erst sehr spit.
Der weitestgehend naturnahe Sukzessionsprozess im Umfeld der Forste der Schwibischen Alb
kann erst nach diesem erneuten anthropogenen Eingriff wissenschaftlich verfolgt werden (Schu-
macher 1997). Die Untersuchungen zeigen das Werden, aber auch das Vergehen von Pflanzenge-
sellschaften. Im Sinne eines Prozessschutzes wire von Interesse, die Entwicklung vollkommen
ungestort ablaufen zu lassen. Dagegen steht aber der massive Druck des Wildes (insbesondere
riesiger gefiitterter und kaum bejagter Wildschweinpopulationen).
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Zwischenfazit: Eine durch den Menschen wirklich ungestorte Riickentwicklung ist aufgrund
duBerer Einfllisse in Mitteleuropa so gut wie unmdglich. Weitere PflegemaB3nahmen z.B. in
Form von Wilddezimierungen sind eigentlich stets notig, doch herrscht beziiglich der tolerier-
baren (,,natiirlichen*) Bestandsdichte Unsicherheit. Ein ,,0kologischer Schaden* trite dann ein,
wenn dem Werden und Vergehen einzelner Sukzessionsstadien entgegengewirkt, die Dynamik
anthropogen gestort wiirde. Das Naturschutzgebiet ,,Hirschkopf* ist von wissenschaftlichem
Interesse fiir ein nur beinahe ohne anthropogene Stérungen betroffenes Areal.

3.2 Die,Beurener Heide* bei Hechingen

Die Nutzung gerodeter Hinge am Albtrauf durch Beweidung entspricht einer jahrhunderteal-
ten Tradition und fiihrte zur charakteristischen Ausbildung der vertrauten Kulturlandschaft mit
ihrem dem Verbiss trotzenden Wacholdergebiisch. Die Beurener Heide bei Hechingen ist dabei
ein unter Orchideenliebhabern sehr geschétztes Naturschutzgebiet.

Nach Schlee (1999) konnten etwa 20 Arten von Orchideen fiir das Gebiet bestiitigt werden.
Vereinzelt werden fiir gewisse Ragwurz-Arten Varietiten angegeben, die ihre Verbreitung in
Stideuropa haben, was die Ansalbung durch falsche ,,Liebhaber nahe legt.

Orchideen werden gerne als Zielarten fiir eine Ausweisung von Naturschutzgebieten herangezo-
gen, da sie meist sehr auffillig sind und als vollstindig geschiitzte Gattung eine gro3e Anzahl
Rote Liste-Arten versprechen. Deshalb fiihren sie bei Naturschiitzern stets die Inventarlisten
an. Dies mag nicht unbedingt von Nachteil sein, wenn es gilt, insgesamt wertvollen Flachen,
wie sie Trockenrasen und -sdume durchweg aufgrund ihrer hohen Vielfalt an bedrohten Arten
darstellen, eine ziigige Unterschutzstellung angedeihen zu lassen. Orchideen genief3en einen ho-
hen Stellenwert auch aulerhalb der Fachwelt und liefern nebenbei eine formale Rechtfertigung
fiir den Schutz unbekannter und seltenerer Arten. Sie fiihren aber dann zum Problem, wenn
SchutzmafBnahmen fiir einen Biotop einseitig auf diese Arten ausgerichtet sind. Dies gilt vor al-
lem dann, wenn aufgrund der ausbleibenden traditionellen Pflege die Gebiete verbuschen (der
asthetisch das Landschaftsbild pragende Wacholder ist hierbei nur der markanteste Vertreter; in
Frage kommen sidmtliche Gebiisch- und Waldarten), vergrasen (insbesondere mit Arrhenather-
um elatius, dem Glatthafer aus den Wirtschaftswiesen) und versaumen (mit Arten des nitrophi-
len Saumes und nicht etwa nur mit den Spezialisten der Trockensdume). Hierbei zeigt sich, dass
die Phianomene der Vergrasung und Versaumung noch immer zu wenig Eingang in die Literatur
gefunden haben (abgesehen von den klassischen Verschiebungen zwischen Aufrechter Tres-
pe (Bromus erectus) und Fliederzwecke (Brachypodium pinnatum) infolge des Wechselspieles
von Mahd und Beweidung; vgl. u.a. Bobbink & Willems 1987; Eckert & Jacob 1997; neuer-
dings auch verstérkt fiir Pfeifengras (Molinia); vgl. Eberle 1995). Diese Unterreprésentierung
erstaunt umso mebhr, als sie auch aus historischen Vegetationsaufnahmen bei einer Neubewer-
tung durchaus ablesbar sind. Sie treten aber gegentiber der auffilligeren und durch relativ simp-
les mechanisches Entfernen beseitigbaren Verbuschung kaum in das Blickfeld und bediirfen
noch eingehender wissenschaftlicher Erforschung.

Positive Erfahrungen mit einer Pflegebeweidung in einem der grof3ten Orchideen-Vorkommen
Niedersachsens belegen zwar einen quantitativen Riickgang einzelner Arten, insgesamt jedoch
eine qualitative Bestandssicherung und befriedigende Offenhaltung der Kulturlandschaft, so
dass die Sorgen auch fiir diese Artengruppe eigentlich unbegriindet wiren (Rieger 1996). Auch

104



Okologische Schiiden durch verfehlte Pflegekonzepte

Haarmann & Pretscher (1993, 107) beobachten Fehlentwicklungen speziell in Orchideen-Natur-
schutzgebieten. So seien diese teilweise zerstort oder sehr stark gefidhrdet, obschon sie wie
,Kleinodien oder Heiligtiimer der Natur betrachtet und zumindest ein Teil von ihnen ,,nicht
nach objektiv biologischer oder dkologischer Notwendigkeit, sondern aus subjektiv getonten
Vorstellungen tiber Seltenheit, Schonheit oder Gefihrdung ausgewiesen wiirden. Neuansied-
lungen von Orchideen konnen jedoch gerade an den gestortesten, jiingst offengelegten Stellen
hiufig beobachtet werden. In Beuren kann die spektakulérste Varietdt der Bienenragwurz be-
vorzugt an bereits langjihrig existierenden Trampelpfaden gefunden werden.

Zwischenfazit: Gerade massive Storungen sind paradoxerweise hiufig die letzte Moglichkeit
fiir die im Schutzzweck herausgestellten Arten, um falschen Pflegemalinahmen zu entgehen.
Artenreiche Naturschutzgebiete konnen gleichwohl einen ,,0kologischen Schaden™ verdeutli-
chen, weil ihr Artenreichtum nur auf einer Momentaufnahme des Gesellschaftsumbaues beruht.
Phinomene der Vergrasung, Versaumung und Verbuschung aufgrund einheitlicher Pflegemal-
nahmen sind, sofern grofflichig auftretend, auf Dauer Garanten einer Verarmung der Flora und
Fauna. Pflegemaflnahmen miissen so kleinrdumig sein wie ihre Vegetationseinheiten und sich
an den historischen Vorgaben orientieren. Der dadurch erzielte Artenreichtum ist in seiner Dy-
namik stabil und beruht hauptsichlich auf Randeffekten und Storungen. Eingriffe sind dann
keine ,,0kologischen Schaden®, weil alle Sukzessionsstadien erhalten werden.

3.3 Reliktartenproblematik — Naturschutzgebiet ,,Hirschauer Berg* bei Tiibingen

Eines der bekanntesten Naturschutzgebiete Baden-Wiirttembergs findet sich bei Tiibingen, wo
alte aufgelassene Weinberge wirmegetonten Halbtrockenrasengesellschaften gewichen sind.
Dort haben deutschlandweit extrem rare pannonische Steppenelemente iiberdauert (Wollige
Fahnenwicke, Oxytropis pilosa; Ungarische Platterbse, Lathyrus pannonicus), deren Mikroevo-
lution Gegenstand umfangreicher pflanzensoziologisch-molekulargenetischer Untersuchungen
ist (Schlee et al. 2003). Es stellt sich die Frage, wie Reliktpflanzen wirksam geschiitzt wer-
den konnen, die nur noch wenige Quadratmeter urspriinglich natiirlicher Bedingungen in der
Kulturlandschaft vorfinden. Sie lassen sich in diesem Fall nur schwerlich pflanzensoziologisch
einordnen, da sie Pioniercharakter besitzen und damit auch Ruderalstandorte besiedeln (z.B.
auferhalb ihres Hauptbestandes eurasischer Steppen, Bahngeleise und Straenrinder im Al-
penraum und Siideuropa). Bei der Ungarischen Platterbse stellt sich zudem die Frage, wie sich
die Okotypen orientieren, die fiir ihre Westausbreitung in Siideuropa einen Habitatwechsel von
sehr trocken nach sehr nass vollzogen haben. Molekulare Befunde verdeutlichen, dass sich die
Reliktarten in einer geologisch-biogeographisch jungen Phase dabei bereits morphologisch und
genetisch so deutlich auseinanderentwickelt haben, dass eine Unterscheidung von Unterarten
gegeben ist. Das bedeutet, dass letztlich die Erhaltung jeder Population wichtig ist. Ein Aus-
tausch von genetischem Material beispielsweise durch in sifu Konservierungsmaflnahmen in
Botanischen Girten ist wegen der Hybridisierungswahrscheinlichkeit — sogar mit anderen nicht
autochtonen Kultivaren — abzulehnen. Eine Vernetzung der Habitate fiir die ausbreitungsfihi-
ge Wollige Fahnenwicke hingegen wire fiir die neuen Bundesldnder wiinschenswert, und eine
Schafbeweidung ist ohnedies fiir beide Arten das kulturgeschichtlich angestammte und wir-
kungsvollste Mittel fiir deren Erhaltung.
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Zwischenfazit: , Okologische Schiden lassen sich fiir dieses Naturschutzgebiet dahingehend
prézisieren, dass die zunichst den Fortbestand sichernden anthropogenen Einfliisse nicht mehr
aufrechterhalten werden und dadurch die ,,natiirliche Dynamik® schwindet. Diese ist durch die
Uberwucherung mit mesophilen Saumarten und Neophyten (Robinia pseudoacacia aus Nord-
amerika) stets gefiahrdet, weshalb der Erhalt der autochtonen Arten betont wurde und zumindest
an solchen Reliktstandorten ernst genommen werden muss.

3.4 Exkurs — Neophyten

Meines Erachtens sollten zumindest invasive Neophyten generell als ,,0kologischer Schaden‘
betrachtet werden. Gerade diese invasiven Arten nutzen dynamische Systeme aus oder werden
durch eine Stérung zunéchst in ihrer Vermehrung begiinstigt (Eser 1999, 164 ff.; Bornkamm
2002 am Beispiel von Schmalblittrigem Greiskraut, Senecio inaequidens; Hartmann & Konold
1995 am Beispiel von Nordamerikanischen Goldruten, Solidago-Arten).

Unverstindlich bleibt mir demgegentiiber, warum Haeupler (2000, 119) folgende — unstrittig
stattfindenden — biologischen Ereignisse pauschal als ,,positive Seiten betrachtet:

Invasoren bringen wie jeder andere Ankommling auch, neue genetische Ressourcen, konnen Hybridisierung, Auto-
ploidisierung (neue Umgebung = neuer Stress), Apomixis, d.h. evolutive Prozesse anregen und somit durchaus zur
Erhohung und/oder Aufrechterhaltung der Cormophytendiversitit beitragen.

Unreflektiert lieBe sich damit problemlos auch die heftig umstrittene Freisetzung gentechnisch-
verdnderter Organismen befiirworten (fiir kritische Anmerkungen zu Hybridisierungsvorgéngen
ganz allgemein vgl. Eser 1999, 194 ff.). Kritisch erscheint mir zudem die Positivbesetzung
der sicher quantitativen — letztlich nicht notwendigerweise als qualitativ besser empfundenen
— Erhohung der Diversitit an sich. Archdophyten freilich, zumal wenn sie als Kulturpflanzen
genutzt werden, durchleb(t)en diese Prozesse ebenso wie die von Haeupler (2000, 121) beton-
ten Anokophyten (Heimatlosen), deren Herkunft unbekannt ist. Jedoch verweist er aus gutem
Grund auch auf Invasoren aus der schon lingst heimischen Flora, deren Zuriickdridngen fiir
Reliktarten oder andere Seltenheiten gegebenenfalls gerechtfertigt sein sollte.

Zwischenfazit: Die Aussage ,,Neophyten sind kein Schaden fiir die Natur, sondern fiir die Na-
tur, die wir erhalten wollen” (Eser 1999, 216) bringt auf den Punkt, dass bislang zwar keine Aus-
rottung von Arten oder ein endgiiltiges Erloschen von Pflanzengesellschaften durch Neophyten
dokumentiert werden konnte, gleichwohl negative Auswirkungen attestiert werden, je nach Be-
trachterIn. Die Definitionen einer ,heimischen Art“ und ,gebietsfremden Art“ im BNatSchG
sind zwar nicht unproblematisch (Herter et al. in Schumacher & Fischer-Hiiftle 2003, § 10 Rn
49-55), doch sind m.E. Referenzpunkte einer jeweiligen Artetablierung fiir den klassischen Na-
turschutz unabdingbar, der auch bei Etablierung eines Kulturlandschaftsschutzes fiir bestimmte
angefiihrte Reliktarten auf lange Sicht nicht ganz wegzudenken sein sollte. Die Maigabe der
Kontrolle einer erfolgenden Wiederbesiedlung (a.a.O., Rn 54) diirfte ohnedies auch fiir Vertre-
ter einer anderen Meinung von Interesse und akzeptabel sein. Zu Recht verweisen Kratsch &
Herter in Schumacher & Fischer-Hiiftle (2003, § 41 Rn 14-15) auf die Bedeutung regionaler
Sippen und Unterarten, welche andernorts als ,,gebietsfremde Arten” gelten miissen. Gregor
& Matzke-Hajek (2002) verweisen auch auf den Schutz von Apomikten, also den Erhalt von
infraspezifischer Variabilitidt durch deren Wiirdigung innerhalb der Roten Listen, die diesen Er-
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kenntniszuwachs nicht ausblenden sollten. Schwachpunkt bleibt die Verankerung des Umgangs
mit Kulturpflanzen. Deren Schutz ist nicht im BNatSchG verankert (a.a.0., Rn 43), obwohl sie
ein unstreitig wichtiger Teil der Kulturlandschaft sind, welche ihrerseits explizit Schutz erfahrt
(§2 Abs. 1 Nr. 14 BNatSchG).

Letztlich lassen sich fiir alle vorgestellten Naturschutzgebiete Aspekte eines ,,0kologischen
Schadens™ intuitiv leicht finden. Dies hat hiufig seine Griinde nicht nur in der praktischen Um-
setzung falscher Pflegekonzepte, sondern bereits in der unterschiedlichen Wahrnehmung und
theoretischen Entwicklung eines Schutzkonzeptes. Moglicherweise kann im Sinne einer Kul-
turlandschaftsentwicklung Arten- und Biotopschutz vorangebracht werden, wo Pflegekonzepte
scheitern:

Dartiber hinaus spricht gegen eine flachenhafte Festschreibung von Pflegemainahmen und Nutzungen, dass mehrere
Arten und Gesellschaften trotz planméfliger Pflege verschwinden (...). Stattdessen sind Landnutzungsformen mit
einer fiir den Naturschutz zukunftsweisenden Vielfalt und Dynamik notwendig, die durch Pflegeverordnungen nicht
annihernd nachzuahmen sind ... (Vahle 2001, 274).

4  Methodische Problematik
4.1 Biotoperfassung im Naturschutz

Sollen ,,0kologische Schiden* allgemein definiert und belegt werden, so miissen die naturwis-
senschaftlichen Methoden, die zur Beschreibung derselben dienen, konsequent und konsistent
sein. Im Natur- und Landschaftsschutz wird allen Methoden voran auf die Beschreibung der
(Pflanzen-)Gesellschaften (Assoziationen etc.) gesetzt und deren Evolution oder Zusammenset-
zung einst und jetzt verglichen — um dann festzustellen, dass es sich letztendlich immer schon
um Ubergangsgesellschaften, Basalgesellschaften oder Rumpfgesellschaften handelte, die iiber
das letzte Jahrhundert hinweg kartiert wurden, und die hiufig keine ,reinen Assoziationen
im Sinne Braun-Blanquets darstellen, obschon sie beispielsweise dem Homogenititskriterium
entsprechen (zur Problematik der pflanzensoziologischen Einheiten vgl. z.B. Jax 2002, 110 ff;
Moller 1993). Eine solche starre Einteilung in Pflanzengesellschaften ist hochst problematisch,
weil sie den Blick auf die Umbauten, die Sukzession der Pflanzengesellschaften, verschlief3t.
Fehler konnen hier an mehreren Stellen gemacht werden. Entweder die Forschenden ignorieren
die als inhomogen empfundenen Ubergiinge und kartieren nur wenige homogene aber unty-
pische Flachen innerhalb des betreffenden Areals. Dann verschlieft sich jedoch die Sicht auf
die fiir den Naturschutz relevanten ,,Inseln”, die z.T. quantitativ, zumindest aber qualitativ als
Initialstadium oder als fiir erneute Expansion notwendiges Reststadium bedeutsam sind. Oder
aber alle Flichen werden zwar als homogen kartiert, dann aber bei der syntaxonomischen Zu-
ordnung in offenem Widerspruch zum Geldndeeindruck einem kiinstlichen System von real be-
reits nicht mehr existenten Pflanzengesellschaften alter (Ziirich-Montpellier) Schule einverleibt.
Oder aber, und das ist noch fragwiirdiger, die Forschenden ergehen sich in Neubeschreibungen
von Subvarianten einer Subassoziation — nur um bei deren geringster Fazies-Verschiebung (er-
kennbar bei einer spiteren Neukartierung) eine dramatische Gesellschaftsveréinderung fiir den
Naturschutz zu attestieren. Dengler & Berg (2000) fassen die Probleme bei der Klassifikation
von Pflanzengesellschaften in exzellenter Weise zusammen. Sie verweisen aber auch auf die
Schwierigkeiten alternativer deduktiver Methoden, deren Benennung von Gesellschaften trotz
der Zusammenstellung wichtigster Gesellschaftselemente wenig griffig bleibt und sich damit
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kaum fiir den Naturschutz mit seinem Schutzkatalog und Roten Listen eignet. Allerdings sind
es auch diese Listen selbst, die, notgedrungen nur einen Ausschnitt prisentierend, entweder als
zu grober Biotoptypenkatalog (Riecken et al. 1994) oder als zu starres und schwerlich abbildba-
res Syntaxonomie-Konstrukt (Rennwald 2000) empfunden werden. Blab in Riecken et al. (1994,
9 f.) mahnt daher:

Biotope sind immer Bestandteil der jeweiligen Landschaft und ihrer kulturhistorischen Entwicklung, auflerdem
stellen sie nur einen Teil der Gesamtheit eines Okosystems dar und konnen somit im Naturhaushalt bestehende
Funktionszusammenhinge nur partiell abbilden. Ferner sind Lebensriaume stets ,Individuen’ mit ganz spezifischen
Eigenschaften, entsprechend muss das Naturschutzhandeln darauf abzielen, auch die gesamte 6kologische Band-
breite von Biotopen desselben Typs zu sichern.

Auch Riecken et al. (1994, 22) verweisen auf die hohe Subjektivitit solcher Kataloge:

Die einzuordnenden und zu bewertenden Objekte sind somit Bestandteile eines dynamischen Raum-Zeit-Systems,
in dem viele Bestinde mehr oder weniger langlebige Ubergangssituationen reprisentieren und sich hiufig einer
konkreten Einordnung entziehen (...). Gleichzeitig unterscheiden sich einzelne Fldchen eines Biotoptyps schon auf-
grund ihrer unterschiedlichen historischen Entwicklung fast immer bei genauer Analyse ihres Arteninventars und
ihrer konkreten Auspragung. Hieraus resultiert eine begrenzte Anwendbarkeit dieses Instruments in der praktischen
Naturschutzarbeit, wenn es darum geht, dynamische Prozesse in der Landschaft zu beschreiben und zu beurtei-
len. Entsprechend ldsst sich auch bei durch Sukzession ineinander iibergehenden gefihrdeten Biotoptypen aus der
Gefihrdungseinstufung keine relative Schutzprioritit unmittelbar herleiten. Hierzu bedarf es in jedem Fall der Fest-
legung regionaler Leitbilder des Naturschutzes (...).

Von Schlee (1999) und Schlee et al. (2003) konnte gezeigt werden, dass die Kartierungsme-
thode nach Braun-Blanquet an sich noch immer durchaus ihre Berechtigung hat, aber dass in
der Auswertung wichtige Verdnderungen bei einer Ausrichtung auf naturschiitzerische Belan-
ge vorgenommen werden sollten. Dies geschieht gerade nicht dadurch, dass die pflanzenso-
ziologischen Tabellen auseinandergerissen werden, um syntaxonomisch sauber Assoziationen
auszuscheiden; vielmehr werden Aufnahmen zusammengefiihrt, um die relevanten Uberginge
hervortreten zu lassen, was inzwischen mit Hilfe des Computers forciert werden kann (z.B. Da-
tenbanken nach Subal 1997). Die Uberginge gewihren iiberhaupt erst einen Eindruck von der
okologischen Zusammensetzung und den Umbauten der Biotope und lassen die wesentlichen
Elemente der Habitate erkennen. Uberlappungen (und daher Mehrfachtabellen) sind dabei nicht
ausgeschlossen. Ohne diese Gesamtschau und den eventuell moglichen Vergleich mit histori-
schen Aufnahmen haben wir kein vollstdndiges Bild von der Vegetation vor der Industrialisie-
rung und Technisierung und der rasanten Nachkriegsentwicklung — und miissten im Naturschutz
selbst fiir die jiingsten Restaurationen von irrigen Voraussetzungen ausgehen.

Synoptische Tabellen, wie sie Korneck et al. (1993) veroffentlichen, zeigen trotz ihrer kompri-
mierten Zusammenschau der Aufnahmen ein hohes MaB dieser Uberginge, wenn man sich auf
die hohen Stetigkeiten sogenannter ,,Begleiter konzentriert, die beispielsweise fiir die Trocken-
rasen einen enorm hohen Prozentwert an Saumarten aufweisen. Damit wird deutlich, wie sehr
die von diesen Autoren beschriebenen Pflanzengesellschaften insbesondere von der Nutzungs-
weise abhingig sind. Auch Kuhn (1937) bietet fiir die Region der im Abschnitt 3 aufgefiihrten
Fallbeispiele hervorragende historische Vergleiche mit eng auf die (damalige) kulturelle Nut-
zung ausgelegten Belegaufnahmen. Pflanzengesellschaften haben sich immer schon mehr oder
weniger vermischt und im Laufe der Zeit gewandelt, weshalb neue floristische Elemente ein-
bzw. abwandern konnten. Diesen historisch wertvollen Tabellen, die teilweise von den Autoren
als ,ranglose Gesellschaften bewusst nur grob skizziert wurden, heute Individualbeschreibun-
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gen einzelner Aspektkartierungen mit einer angesalbten Orchidee entgegenzusetzen, wird dem
Naturschutz daher auf Dauer abtréglich sein. Es sind die groen dkologischen Fragestellungen
der Nutzung und des damit verbundenen Umbaus im groBen Stil aufgrund der genannten Phéino-
mene der Verbuschung, Vergrasung und Versaumung, welche die Verdnderungen im Vergleich
zu den historischen Aufnahmen evident werden lassen. Thre Entstehung war ein stets wechsel-
volles Pendeln zwischen Beweidung, Mahd und Beackerung, weshalb sich die Kompendien hier
besonders schwer tun (vgl. Rennwald 1999, 335; Anm. 519).

Die neuerliche Untersuchung an der ,,Beurener Heide™ (Schlee 1999) zeigt beispielsweise, dass
durch den Besucherstrom einige Zielarten wieder verschwunden sind (einzige Bestdnde einer
seltenen Orchideen-Art) — Gebiete dieser Art bediirfen auch eines Schutzes vor der Offentlich-
keit.

Wenigstens fiir die Zukunft sollte daher die moderne Pflanzensoziologie mit Hilfe von Dau-
erbeobachtungsflichen Vergleichbarkeit und Erfolgskontrolle garantieren. Kosten und Perso-
nalintensitit setzen hierbei jedoch schnell Grenzen. So bewihren sich die Probefldchen selten
als reprisentativer typischer Ausschnitt. Der hohe Zeitaufwand fiir feine Schitzskalen wie je-
ner nach Londo sind nach meiner Erfahrung (vgl. Schlee 1999) oft nicht notwendig. Auch bei
Kaiser et al. (1998, 58) ist ersichtlich, dass sich Fehler bei den Aufnahmen in Gewichtung
zu den Auswirkungen fiir die Braun-Blanquet Skala in etwa die Waage halten, wie iiberhaupt
Witterungseinfliisse und Kartierungserfahrung fiir die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse aus
Dauerbeobachtungsflichen die grofite Unsicherheit bergen (Quinger 1994, 121).

Behorden konnen also schwerlich den Erfolg messen. Ein bloBes Durchzihlen der Pflanzen, das
eine hohere Zahl an Rote Liste-Arten und Biotopen erweisen mag, kann durchaus zu einer kurz-
fristigen Bestitigung des Schutzzieles fithren. Jedoch ist ein Umbau der Pflanzengesellschaften,
der moglicherweise gar nicht gewliinscht ist, ebenfalls begleitet von einem voriibergehenden An-
stieg der Artenvielfalt, der dann jedoch zugunsten von ,,Allerweltsarten” auch wieder abfillt.
Diese setzen sich dann hartnéckig fest und erlauben keine Wiederbesiedlung der Fliachen durch
bedrohtere Arten. So stellt auch Blab in Riecken et al. (1994, 9) erniichtert fest:

Die Bilanzierung des Umfanges der Geféhrdung zeigt dabei, dass nahezu alle schutzwiirdigen Biotoptypen in
Deutschland gefihrdet sind (rd. 92%). Besonders alarmierend ist dariiber hinaus, dass die kaum oder nicht re-
generierbaren Lebensraumtypen von dieser Entwicklung am stirksten betroffen sind, wéhrend der iiberwiegende
Anteil der aktuell nicht oder gering(er) gefihrdeten Typen tiber eine vergleichsweise hohere Regenerationsfihigkeit
verfiigt.

Festzustellen bleibt, dass der ,,0kologische Schaden®, den man durch solch umstrittene Metho-
den ermittelt hat, allzu leicht zum argumentativen Spielball der Interessenvertreter wird. Dies
geschieht umso leichter, als noch ein erhebliches Defizit selbst im Bereich der Grundlagenfor-
schung (Reich 1994, 104 f.) und auch in der Beurteilung der ablaufenden Prozesse gerade im
Hinblick auf die Wechselwirkungen mit der Fauna (Blab & Vo6lkl 1994, 296) auszumachen ist.
Nach Oertel (1994, 181) seien Effizienzkontrollen letztlich so vielféltig anzugehen wie die Bio-
tope oder Vegetationseinheiten selbst. Auch fiir die schon angefiihrte PKV sieht Vahle (2001,
284 f.) das Problem der Vegetationserfassung in der ,,ausgerdaumte[n] Landschaft* als schwie-
riges, selbst kaum iiber Sigmeten (Vegetationskomplexe) und nur im historischen Kontext zum
Inventar der Dorfer zu 16sendes Problem an.
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4.2 Molekularbiologische Methodik

Molekulare Detailuntersuchungen sind extrem selten vorzufinden. Ein diffuses Wissen, dass
sich Arten differenzieren, weil dies evolutiv stets gegeben sein kann, und das Wissen, dass
auch einzelne Allele verschwinden konnen, verleitet viele Naturschiitzer zu der Vorstellung,
man miisse Biotope vernetzen oder gar eine ex sifu-Erhaltung einzelner Raritédten forcieren, um
ja keine genetische Information zu verlieren. Dabei verkommt die Biodiversitit, wie Potthast
(1999, 143 f.) befindet, zu einem Schlagwort, und er konstatiert: ,,Das Fehlen eines theoreti-
schen Konzepts zeigt sich in der eher lexikalisch aufzdhlenden Liste all dessen, was bio-divers
ist — schlichtweg alles. Eine Untersuchung der Kausalzusammenhénge darf aus pragmatischen
Griinden aktueller Bedrohung noch zuriickstehen®.

Gut gemeinte Ansitze des durch die Rio-Konvention ermutigten Naturschutzes lassen schnell
vergessen, dass einzelne Arten offenkundig eine Strategie verfolgen, die kleine Populationen
durchaus stabil zu erhalten vermag. Nur beispielsweise iiber den Herbarbefund nachweislich
rekonstruierbare Populationen sollten einem Verbund unterstellt werden. Ein ganz extremer Fall
von anthropogener Beeinflussung findet sich bei Travis et al. (1996) fiir eine Tragant-Art (As-
tragalus) am Grand Canyon. Obwohl die Datenlage aufgrund der Methodik nicht iiberragend
gut ist, sondern lediglich ein unbekannter Ausschnitt aus dem Genom der Pflanzen verschiede-
ne Amplifikate fiir die zu unterscheidenden Populationen liefert (AFLP = Amplified Fragment
Length Polymorphism), wie dies gleichermaBen durch einen Pilz oder anderen Schidling auf
dem Blattmaterial verursacht werden konnte (Bachmann 1994), wird hier bereits der Anspruch
erhoben, diese mutmallich verschiedenen Genotypen oder Allele schiitzen zu miissen. Da-
mit wird jedoch der Schutz der ,,Biodiversitit® zu einem ,,Allelschutz” atomisiert. Tatsdchlich
scheint die Strategie bei der Gattung Astragalus, immerhin mit rund 2000 Arten eine der groften
des Pflanzenreichs, aber offenkundig diejenige zu sein, in einer lebhaften Artbildung zu stecken
und vermeintliche Mini-Populationen als Founder-Populationen fiir eine neue Art zu nutzen
(Sanderson & Wojciechowski 1996). Somit ist es fraglich, ob unbedingt die genetische Kon-
sistenz dieser nahe beieinander gelegenen Populationen Ziel des Naturschutzes sein sollte und
eine Rettung des selteneren Allels durch Einbringung in die gréBBere Population gerechtfertigt
ist. Dann wiirde zwar das unbekannte Allel in der groleren Population weiterexistieren, aber
man hitte eine weitere anthropogen geschaffene Population zu separieren, weil sie selbst eine
vollige Neukombination darstellt.

Im Umkehrschluss sollte man generell aber nicht die Gefahr verkennen (Potthast 1999, 214 ff.),
vermeintliche oder phénotypisch evident sich unterscheidende Sippen nur auf Grund des letzt-
lich nicht aussagekriftig genug gewihlten molekularen Markers als der géngigen und hiufigen
Sippe angehorig zu verstehen, nur weil wir die Unterschiede (noch) nicht wiirdigen kénnen.
Freilich lassen uns diese tatsichlich groBen genetischen Ahnlichkeiten, die bisher ermittelt wur-
den, aber erkennen, dass unser Artbegriff noch immer ungenau ist, und die Genetik nur ein
gewichtiges Merkmal unter vielen fiir Taxonomen und Systematiker sein kann. Welche geneti-
schen Unterschiede bei der Artbildung zum Tragen kommen, wissen wir in aller Regel nicht.
Wir wiirden sie erst dann herausfinden, wenn wir das gesamte Genom (und dessen Funktion)
jeweils von mehreren Individuen einer Population untersucht hitten, was noch Zukunftsmusik
ist (,,Phylogenomics™; Eisen & Fraser 2003). Eine Erfolgskontrolle bei den molekularen Befun-
den ist somit so gut wie ausgeschlossen, weil die Ressourcen selbst bei Quantenspriingen in der
Genetik niemals ausreichen werden, alles niichtern zu erfassen — und selbst dann nicht die Ent-
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scheidung getroffen werden konnte, wie sich welches Allel moglicherweise weiterentwickelt,
und welcher als ,,Datenmiill“ vermeintlich enttarnte Nukleotidabschnitt moglicherweise doch
reaktiviert oder anderswo eingebaut wird. Stets aber stiinde am Ende die Frage, welche antizi-
pierende Auswahl man treffen miisste — genau dies aber kann niemals das Ziel sein. Da sich
Verinderungen, die letztlich zu einer Artbildung fiihren konnen, erst mit der Zeit entwickeln
und durchsetzen (z.B. durch ,,concerted evolution; Dover 1994), muss sich der Forschende
ohnedies mit der Retroperspektive begniigen und sollte zumindest bei Wildpflanzen nicht die
Rolle des Ziichters einnehmen.

5 Umweltrechtliche Analyse

Fiir eine ausfiihrliche Darlegung der (Nicht-) Verankerung des Rechtsbegriffs des 6kologischen
Schadens in nationalen Umweltgesetzen sei auf Brand (in diesem Band) verwiesen. Hier soll
lediglich noch die fiir den Natur- und Artenschutz entscheidende Gesetzeslage vertieft werden.

Bei den Fallbeispielen in Abschnitt 3 handelt es sich um Naturschutzgebiete, die grofiteils zu
den hochwertigsten Baden-Wiirttembergs gezidhlt werden, deren Schutz jedoch unbefriedigend
verlduft. Es stellt sich daher die Frage, wie der Schutzgebietsgedanke an sich als eines der we-
sentlichsten Elemente des klassischen Naturschutzes weiterentwickelt, und wie der in Abschnitt
4 erlduterten methodischen Problematik der Erfassung von ,,6kologischen Schiden von Seiten
des Umweltrechts begegnet werden kann.

Da das SRU-Gutachten von 1987 nicht zuletzt wesentliche Grundlage fiir die Fortschreibung des
Umweltrechts war und ist, soll hier vor allem auf die Spezifititen des Naturschutzrechtes und
Bodenschutzrechtes innerhalb des Umweltrechts eingegangen werden. Insbesondere soll eine
geplante Kodifikation des Umweltrechts in Form eines Umweltgesetzbuches (UGB) in diesem
Zusammenhang analysiert werden, weil dieses seit dem Umweltbericht der Bundesregierung
(1976) stete Bemiihungen im Umweltrecht erfihrt und dank der angestrebten Fokussierung auf
den Naturschutz und Bodenschutz einen Hinweis auf einen einheitlichen 6kologischen Scha-
densbegriff liefern sollte. Allemal haben Entwiirfe zum UGB die Neufassung des BNatSchG
(in der Fassung vom 25.03.2002, BGBLI. I S. 1193) und das Zustandekommen des BBodSchG
(in der Fassung vom 17.03.1998, BGBI. I S. 502, gedndert am 09.09.2001, BGBI. I S. 2331)
mafgeblich befordert. Im besonderen Teil des Umweltgesetzbuchs (Jarass et al. 1994, 354 ff.;
sogen. Professorenentwurf: UGB-BT) wird die Verankerung des Naturschutzes im allgemeinen
Teil (Kloepfer et al. 1991; sogen. Professorenentwurf: UGB-AT) nahegelegt, wo er das ,,Zen-
trum des Umweltrechts™ bilden solle. Aktuell (Unabhingige Sachverstindigenkommission zum
Umweltgesetzbuch beim Bundesministerium fiir Umwelt, Naturschutz und Reaktorsicherheit
1998; sogen. Kommissionsentwurf: UGB-KomE) aber findet sich dieser Teil des Rechts noch
immer nicht ,,vor die Klammer gezogen“ (Kloepfer 1998, 38 ff.), sondern weiterhin nur als Ba-
sis zu Beginn des besonderen Teils des UGB-KomE (a.a.0., 200 ff.). Der Entwurf des UGB-BT
argumentiert besonders stark unter Berufung auf das SRU-Gutachten 1987 (Jarass et al. 1994,
355) und stellt — somit weiterhin giiltig — fest:

Das Naturschutzrecht ist bisher nicht hinreichend iiber seine historischen Wurzeln als Recht eines besonderen

Flidchen- oder Artenschutzes hinaus zu einem allgemeinen Recht eines umfassenden Naturhaushaltsschutzes ent-

wickelt worden. Die fiir den allgemeinen Schutz verfiigbaren Instrumente sind daher noch zu wenig entfaltet und
noch zu wenig mit den anderen Bereichen des Umweltschutzes abgestimmt.
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Diese Fixierung auf den Naturhaushalt und die Okologie ist von Seiten des Naturschutzes lange
gefordert worden. Die Konzentration auf Flichen- und Artenschutz, der kohérenter ausfallen
miisste und viel zu oft noch getrennt voneinander abliuft, findet seine Wurzeln spétestens im
Reichsnaturschutzgesetz vom 24.06.1935, fiir die neuen Bundesldnder im Landeskulturgesetz
(LKG) der DDR von 1970 (Kloepfer 1991), bis hin zur vertanen Chance der Schaffung eines ein-
heitlichen Naturschutzgesetzes im Zuge des Beitritts der neuen Bundeslédnder und der stattdes-
sen erfolgten Verschirfung der naturschutzrechtlichen Situation durch das Investitionserleichte-
rungs- und Wohnbaulandgesetz (Jarass et al. 1994, 14). Schon friihzeitig fordert auch Storm
(1985) die okologische Fortentwicklung des Umweltrechts, insbesondere durch Aufnahme des
Querschnittsrechts Bodenschutz, am besten realisiert in einem allgemeinen Umweltgesetz. Auch
Kloepfer (1998, 53 Rn 59) vermerkt:

Nicht wenige Gesetze, die urspriinglich primér andere Zielsetzungen verfolgen, nehmen allméhlich eine ,6kologi-
sche Tonung’ an (...) Endziel ist eine hinreichende ,Umweltvertriglichkeit’ der Rechtsordnung im ganzen, womit
freilich nicht die Verdringung anderer Regelungsaufgaben oder eine doktrinire ,Okologisierung’ des Rechts, wohl
aber der weitere Abbau oftmals unbedachter und unnétiger umweltfeindlicher Effekte einzelner Regelungen (...)
gemeint ist.

Nun ist die naturwissenschaftliche Okologie-Forschung allerdings eine Disziplin, die wertfrei
agieren sollte. Die Entkopplung von ,,Okologie“ und ,,Schaden scheint, wie bereits angefiihrt,
wiinschenswert, nicht zuletzt weil der Begriff ,,.Schaden® eine anthropozentrische Betrachtungs-
weise impliziert. Auch wenn das Wort ,,Okologie unbefriedigend und teilweise schlicht falsch
verwendet wird, so ist insgesamt doch von einer positiven Auswirkung seines Gebrauchs auszu-
gehen. Dies zeigt sich maf3geblich in den Leitgedanken des UGB-AT (Kloepfer 1991, 13), denn
angestrebt wird hier

die rechtliche Verankerung eines medieniibergreifenden, okologischen Ansatzes im Umweltschutz; damit soll der
bisherige, primir mediale Ansatz des Umweltschutzes iiberwunden und eine, den neueren Entwicklungen in Phi-
losophie und den Naturwissenschaften Rechnung tragende ,ganzheitliche Betrachtungsweise’ der Umwelt etabliert
werden.

Von der Tendenz her ist es entscheidend, die Konzentration des giiltigen Umweltrechts auf ein-
zelne Umweltmedien zu iiberwinden. Auch der Begriff ,,0kologischer Schaden® selbst konnte
nur medieniibergreifend definiert werden, weshalb man die 6kologische Komponente weiter
betonen muss; denn die Vernetzung mehrerer Umweltmedien bleibt die Frage der Okologie.
Als die wichtigsten Elemente des Kulturlandschaftsschutzes fiir die Umsetzung des Natur- und
Artenschutzes erscheinen entweder die einzelgesetzlichen oder die in einem UGB zu verwirkli-
chenden Maf3gaben der Umweltinformation, des Verbandsklagerechts, der Umweltvertréaglich-
keitspriifung, des gesetzesunmittelbaren Biotopschutzes (vgl. z.B. Natura 2000; Biotope konnen
»auch ohne einen spezifischen oder konkret nachweisbaren Beitrag zum Artenschutz Elemente
des besonderen Naturhaushalts decken (...)", Kloepfer et al. 1991, 421) und einer zu entwickeln-
den Umweltleitplanung gegeniiber anderen raumbezogenen Planungen (insbesondere BauGB).
Dieser wirkt bislang im BNatSchG (§ 2, Abs. 1, Nr. 14) oder im UGB-KomE (§ 247, Abs. 1, Nr.
5) als schutzbediirftig unter vielen ohne seine zentrale Rolle unterbewertet. Nach der Streichung
der Landwirtschaftsklausel im Naturschutzrecht besteht die Notwendigkeit, die Aufgaben einer
den Schutzzielen dienlichen Land- und Forstwirtschaft klarer zu definieren.

Der nutzende Mensch hat also seine Aufgabe in der Erfiillung der Schutzziele, und schon des-
halb ist ein 6kozentrischer Ansatz des Gesetzes nicht machbar. Im UGB-KomE findet sich unter
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§ 1 Abs. 1:,,Zweck des Gesetzbuches ist der Schutz der Umwelt und des Menschen, seiner Ge-
sundheit und seines Wohlbefindens* (a.a.0., 109), nach Kloepfer (1998, 39) das Eingestdndnis,
»dass es sich bei den Normen des UGB weithin um technisches Sicherheitsrecht ohne direk-
ten Bezug zum Umweltschutz handelt*. Der Begriff des ,,0kologischen Schadens® erscheint
folgerichtig dann gebréduchlicher bei der Umwelthaftung und dem Gebot der Beseitigung und
Wiedergutmachung 6kologischer Schiden, also an der Stelle, wo der handelnde Mensch zur
Verantwortung gezogen wird. Dies geschieht jedoch bisher nicht als Legaldefinition im Ge-
setzesentwurf an sich, sondern ausschlieBlich in den Begriindungen der Kommission (UGB-
KomE, 705 ff., § 131). Auch wird festgestellt, dass ,,0kologische Schiden streng genommen
nicht voll ausgleichbar sind“ (UGB-KomE, 898; so bereits Jarass et al. 1994, 405). Eine Er-
fassung ,,0kologischer Schiden ist in diesem Punkt teilweise dem Zivilrecht entzogen — eine
rechtlich kritische Situation, die neuerdings dementsprechend auch negiert wird. Immerhin ist
die Ausrichtung des Umweltrechts bis auf wenige Ausnahmen und einschlieBlich der Staatsziel-
bestimmung Art. 20a Grundgesetz von anthropozentrischer und nicht 6kozentrischer Ausrich-
tung, weshalb ein Schutzanspruch rein 6ffentlich-rechtlich zu erfolgen hat. Dies gilt jedoch nur
dann, wenn die Allgemeinheit betroffen ist (Kloepfer 1994; Wezel 2001, 26 f.). Auch Kokott
et al. (2003, 11) sehen die Ubertragung von Anspriichen aus Umweltschiiden als schwerwie-
gendes Problem aufgrund des Bezugs der Haftungsregelung auf Individuen. Als pragmatische
Arbeitsdefinition wird von ihnen zunichst ein Oberbegriff gewihlt, ,.der alle Beeintrichtigun-
gen an Naturgiitern erfasst — unabhéngig von ihrer Zuordnung zu einem Rechtsgutstriger. Erst
in einem zweiten Schritt ist dann nach Schiadigungsobjekten zu differenzieren.” Dies geht wie
folgt vonstatten:

Umweltschaden (Umweltschaden im weiteren Sinn) [Hervorhebung im Original] bezeichnet jede durch eine Um-
welteinwirkung herbeigefiihrte Schadigung an Individualrechtsgiitern und jeden 6kologischen Schaden.

Okologischer Schaden (Umweltschaden im engeren Sinn) [Hervorhebung im Original] ist jede erhebliche und nach-
haltige Beeintrichtigung der Naturgiiter, die nicht zugleich einen individuellen Schaden darstellt. Erfasst sind insbe-
sondere Beeintrachtigungen von Luft, Klima, Wasser, Boden, der Tier- und Pflanzenwelt und ihrer Wechselwirkun-
gen. Eine Beeintrichtigung ist insbesondere dann erheblich, wenn sie Bestandteile des Naturhaushaltes betrifft, die
einem besonderen offentlich-rechtlichen Schutz unterliegen. Sie ist nachhaltig, wenn sie nicht voraussichtlich in-
nerhalb eines kurzen Zeitraumes durch natiirliche Entwicklungsprozesse ausgeglichen wird. Diesbeziiglich sind zur
Vermeidung volkswirtschaftlich unsinniger Mainahmen Erheblichkeitsschwellen festzulegen (de minimis-Regel).

Hier zeigt sich die Hilflosigkeit der Wissenschaft einerseits und des Umweltrechts andererseits
(vgl. Wezel 2001), den Begriff ,,6kologische Schiden* zu prézisieren und damit dem modernen
Umweltrecht ein Hilfsinstrumentarium angedeihen zu lassen, mit dem Sanktionsmoglichkeiten
aufgezeigt werden konnen, die dann der Politik ein 6kologisch sinnvolleres Handeln ermdogli-
chen wiirden. Dies ist ein ernstes Problem und wird die gesellschaftliche Akzeptanz und Not-
wendigkeit der Beseitigung ,,0kologischer Schiden™ nicht eben steigern. Wenigstens sollte ei-
ne allgemeine Diskussion um diese Problematik aufrechterhalten werden, bis zumindest eine
monetére Einstufung der ,,0kologischen Schiden™ von der rezenten Gesellschaft angemessen
verstanden wird.

Die herrschende Auffassung der Umweltrechtler, dass eine Naturalrestitution als Ausgleich fiir
,okologische Schiden™ naturwissenschaftlich nicht nachvollziehbar, juristisch jedoch moglich
sei, weil der Begriff , Naturalrestitution™ ohnedies nicht den exakt urspriinglichen Zustand, son-
dern nur einen ,,0kologisch gleichartigen oder gleichwertigen Zustand* meint (Wezel 2001, 53
ff.), widerspricht einem tieferen Verstindnis der Sukzessionslehre und wird stets weitere Kon-
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flikte im Naturschutz schaffen — dann némlich, wenn die Wiederherstellung von Ausgangs-
zustdnden nicht zum Erfolg fiihrt, und durch die Stufenlésung andere Schadensausgleichskon-
zepte zum Tragen kommen, Ausgleichsflachen okologisch ,aufgewertet® werden, und damit
andere Biotope der Zerstorung preisgegeben sind. Verstirkt wird es dann zu anthropozentrisch
kontrovers ausgerichteten Bewertungen von Pflanzengesellschaften und einzelnen Organismen
kommen.

Es stellt sich die Frage, ob eine einheitliche Definition fiir ,,0kologische Schiden* zwingend
fiir eine Kodifikation eines UGB ist, und ob sie tiberhaupt iiber die Begriindung hinaus in den
Gesetzestext aufgenommen wird. Zu erwarten wire dann im positiven Falle ein definitorischer
Schwerpunkt auf der Umwelthaftung — einem rein anthropozentrischen Gesichtspunkt. Eine
Ansammlung mehrerer Definitionen, wie sie m.E. fiir die Aspekte des Naturschutzes allein
schon gefunden werden kann, verbietet sich bei der Umsetzung in geltendes Recht durch die
juristische Maxime des Zirkelverbots und des Verbots der Mehrfachdefinition in der Gesetzge-
bungstechnik (Kloepfer et al. 1991, 114).

6 Fazit

Es ist meines Erachtens nicht moglich, den Begriff , 6kologischer Schaden so zu definieren,
dass er im Naturschutz allgemein angewandt werden kann. Intuitiv kann aber aus praktischen
Erwiédgungen heraus fiir einzelne Elemente des Arten- und Biotopschutzes ein ,,0kologischer
Schaden® dann attestiert werden, wenn methodisch weitgehend sicher eine Stérung von Dyna-
mik oder Sukzessionsabldufen in dokumentierbaren Raum- und Zeitdimensionen auszumachen
ist.
Die in Kapitel 4 erfolgte Methodenkritik miindet letztlich in einer Unsicherheit. So soll ein
Ausbau des Naturschutzgedankens auch auf Ereignisse ausgedehnt werden, die nicht absehbar
sind. Im Sinne eines Prozessschutzes sollten alle Vorgédnge eines dynamischen Systems ab-
gepuffert werden konnen, ohne dass eine spezielle Anpassung durch Mensch oder Natur im
einzelnen vorzunehmen wire (Scherzinger 1990; Potthast 2000). Ob dies gelingt, oder ob allein
die Deutung, was als gelungen gelten darf, stimmig ist, entscheidet dann auch dariiber, ob nun
ein ,,0kologischer Schaden‘ vorliegt oder nicht. Grundsitzlich steht und féllt die Diskussion um
den ,,0kologischen Schaden” mit einer (meist noch zu findenden) naturschiitzerischen Zielset-
zung. Deren Erreichen oder Verfehlen stellt (subjektiv) einen ,,6kologischen Schaden® dar. Die
Argumentation lduft analog der des Prozessschutzes.

Der Schutz der Natur bezieht sich mithin auf natiirliche Prozesse und dariiber hinaus auf ein Potential fiir zukiinftige

Veridnderung unter der Primisse des Natiirlichen (Potthast 2000, 69 f.; Hervorhebungen im Original).

(...) Kriterien zur differenzierten Analyse anthropogener Systeme (...) sollten sich weder instrumentell noch mo-
ralisch normativ an einem letztlich obsoleten ,Naturzustand’ orientieren, sondern an der Prozesshaftigkeit der
Wechselwirkungen zwischen Menschen und nichtmenschlichen Bestandteilen dkologischer Systeme, in denen sich
menschliche Zwecksetzungen und 6kologisches Funktionieren mitnichten per se ausschliefen (Potthast 2000, 79).

Daraus folgt, dass der anthropozentrische und der 6kozentrische Ansatz auf dieser Ebene der
Wechselwirkungen nicht mehr sauber trennbar sind.

Das unter Punkt 5 abgehandelte Naturschutzrecht mit seinem ambivalenten Verhiltnis zwischen
anthropozentrischem und dezent-6kozentrischem Ansatz scheitert aus dem gleichen Grund, und
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so ist auch von der juristischen Warte aus eine Definition des ,,0kologischen Schadens” noch
nicht einheitlich.

Unter Punkt 3 wurde an ausgewihlten Naturschutzgebieten das Versagen von Pflegemal3nah-
men dargelegt. Der Zustand der Naturschutzgebiete gibt allgemein grolen Anlass zur Sorge
(Haarmann & Pretscher 1993, 253ff). Davon ausgehend, dass 10% Vorrangflachen fiir den Na-
turschutz in einem Biotopverbundsystem (BNatSchG; Jarass 1994, 13 f.) geschaffen werden sol-
len, deren Perspektive sich dann, angesichts gar keiner, nicht ausreichender oder sogar falscher
Pflege verschlechtern und keineswegs einem Entwicklungsgebot nachkommen wiirde, 1sst sich
befiirchten, dass der juridisch erzielte verhalten-okozentrische Ansatz im Gerangel um richti-
ge Durchfiihrungen sein Ziel nicht findet und letztlich zu einer Verschlechterung der ohnedies
ernsten Situation fiihrt. Mit der Sicherstellung fiir den Naturschutz allein ist es nicht getan. Die
Sicherstellung vor Verbauung oder vor der Beanspruchung durch andere raumbezogene Leitpla-
nungen ist zwar vorrangiges Gebot, denn hier entstiinde der eigentliche primire und unwieder-
bringliche Schaden. Dort allerdings, wo eine solch drastische Eliminierung nicht zu erwarten
ist, ist einer Schaffung von Akzeptanz bei der Fortfithrung traditioneller Nutzung der Vorzug
zu geben. Dieses oft notwendige mehr an Nutzung muss verwirklicht werden (Kiister 1998;
Schmahl & Schlee 2004). Traditionelle Nutzung (z.B. durch Vertragsnaturschutz mit Landwir-
ten) muss als Schutzzweck nicht nur formuliert, sondern vor allem regelmifBig kontrolliert wer-
den. Ein ,,6kologischer Schaden™ trite eben dann ein, wenn sich der Zustand des Schutzgebietes
von diesem Schutzzweck entfernt, oder dieser nicht mehr erreicht werden kann. Somit muss das
Entwicklungsgebot stets oberste Maxime sein. Forderprogramme fiir Gewisserrdander, Acker-
randstreifen und Brachen z.B. waren stets von — leider zeitlich begrenztem — Erfolg gekront.

Wichtigstes Bindeglied zwischen allen Pflanzengesellschaften sind gerade solche Ubergangs-
oder Saumgesellschaften — Sdume gleich welcher physiognomischen Ausrichtung. Im Grenzbe-
reich okologisch gravierendster Gradienten zeigen sie stets ein verdndertes Arteninventar aber
auch das Vermitteln von Arten zwischen verschiedenen Gesellschaften, die damit ein grof3eres
Areal einnehmen konnen (Wilmanns 1988). Der Austausch von Natur- und Kulturlandschaft
muss liber sie erfolgen. Sdume schaffen Kleinrdumigkeit und erhohen die Zahl an 6kologi-
schen Randeffekten zur Steigerung der Arten- und Biotopvielfalt und vernetzen 6kologisch
unterschiedlich ausgestattete Standorte, auch ,,0kologisch geschédigte™. Sie stehen im Gefille
der verschiedenen Sukzessionsrichtungen. Saumhabitate sind die Gesellschaften, liber die der
Mensch im bewaldeten Mitteleuropa Ful} fasste und von denen er auch kiinftig die Vielfalt zu

(]

erwarten hitte. Sie zu zerstoren ist der eigentliche ,,0kologische Schaden

Danksagung: Thomas Potthast und den anonymen GutachterInnen danke ich fiir die zahlrei-
chen Anregungen zum Prozessschutz und die kritischen Hinweise zum Manuskript.
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Abstract

The nuclear encoded 188S. 5.8S, and 25S ribosomal RNA genes (18-25S rDNA) have been used as molecular mark-
ers in numerous systematic studies at all hierarchical levels. In the case of low-level evolution the spacer regions of
the 18-25S rDNA have been of major interest. Most recently, several objections came up against the use of rDNA
sequences since it belongs to a tandemly organized multigene family. Phylogenies inferred from the same marker
were found to be conflicting each other, and the discussion focussed on the impact of pseudogenes and unknown par-
alogy of sequences that might have been used in such studies. This is especially true for intrageneric studies using
the internal and external transcribed spacers (ITS1, ITS2, and ETS). If cloning is applied to assemble an ITS/ETS da-
ta basis that comprehensively reflects not only the intrageneric (interspecific), but also intraspecific and intraindi-
vidual genetic variability, the objections against 185-25S rDNA can be cleared out. At hand of different variable, dif-
ferentiated, and complex ITS and also ETS data sets of the arborescent genera Acer, Fagus, Zelkova and the herbs
Lathyrus and Solanum, it can be demonstrated that especially the detected intraspecific variability of the ITS and ETS
is a most valuable source for taxonomic-systematic purposes. In addition, appropriate phylogenetic analyses of such
data help to trace molecular evolution and intrageneric differentiation through space and time (e.g. ancient hybridi-
zation events, gene flow, general mutational trends). So-deduced phylogenetic hypotheses correlate in detail with oth-
er data sources such as morphology, biogeography, the fossil record, and ecology, and hence allow to identify gener-
al evolutionary trends within these genera. Such a taxonomic, systematic, and phylogenetic resolution on an intra-
generic level is up to now not achieved with any known single-copy and/or only uniparentally inherited molecular
marker.

Zusammenfassung

Nucleotidsequenzen von verschiedenen Regionen der kernkodierten ribosomalen 18S, 5.8S und 25S RNA-Gene
(18S-25S rDNA) werden in zahlreichen systematischen Studien unterschiedlicher Hierarchie verwendet. Im Falle
der intragenerischen Studien kommen vor allem Sequenzen der intern oder extern transkribierten Spacerregionen
(ITS und ETS) zur Anwendung. Dabei hat sich gezeigt, dal vermutlich auf Grund der Organisation der kernkodier-
ten Gene — tandemartig angeordnete multiple Kopien (,multigene family*) — Probleme bei der Analyse und Interpre-
tation der Daten auftreten. Insbesondere bei Verwendung desselben Markers kam es zu markanten Inkonsistenzen bei
den errechneten phylogenetischen Hypothesen. In diesem Zusammenhang werden vor allem zwei Punkte diskutiert:
die nicht bekannte Homologie oder Paralogie der jeweilig sequenzierten Tandemrepeats bzw. das Auftreten von so-
genannten ,.Pseudogenen*, welche die phylogenetische Hypothese verzerren. Mittels Klonierung ldBt sich jedoch ei-
ne Datenbasis aufbauen, die einen Einblick in die intraspezifische und sogar individuelle Variabilitit der jeweiligen
Mitglieder einer Gattung liefert. An Hand unterschiedlich variabler Datensitze (ITS1, ITS2, 5" ETS) von verschie-
denen Baumgattungen (Acer, Fagus, Zelkova) und krautigen Ptlanzen (Lathyrus, Solanum) kann gezeigt werden, dafl
die vorhandene genetische Variabilitit innerhalb der untersuchten Arten von enormer Bedeutung fiir taxonomisch-
systematische Fragestellungen ist. Ferner lassen sich an Hand der umfassenden Datensiitze komplexe phylogenetisch-
evolutionire Prozesse, wie z. B. vorrezente Hybridisierungsereignisse und allgemeine Entwicklungstendenzen, de-
tailliert beschreiben. Die resultierenden molekular-phylogenetischen Rekonstruktionen lassen sich problemlos mit
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morphologischen, biogeographischen, okologischen und fossilgeschichtlichen Aspekten verkniipfen. Eine derartig
spezifische und detaillierte taxonomisch-systematische und phylogenetische Auflosung der komplexen intrageneri-
schen Zusammenhinge ist mit keinem der derzeit bekannten und benutzen ,single copy® bzw. nur uniparental ver-
erbten (Organell-DNA) molekularen Markern zu erreichen.

1. Introduction

For phylogenetic reconstructions at low taxonomic levels the spacer regions of the nuclear en-
coded 18S, 5.8S, and 258 ribosomal DNA (185-25S rDNA), especially the internal tran-
scribed spacers (ITS 1 and 2), are widely used and discussed as valuable molecular tool due
to a high rate of molecular evolution. The 18S-25S rDNA, located at the nucleolus organiz-
ing region (NOR), consists of tandemly arranged repeated units (Fig. 1) and serves as a con-
venient model for the investigation of molecular changes in a multigene family. In higher
plants, up to 20,000 copies of 18S-25S rDNA per genome were detected (for review see HEM-
LEBEN et al. 1988). Sometimes, more than one rDNA locus per chromosomal set can be found
(FraNsz et al. 1998, for review see VOLKOV et al. 2004). Most recently, several objections
came up against the use of rDNA sequences for phylogenetic studies. Phylogenies inferred
from the 18S-25S rDNA spacer regions appeared to be conflicting. The theoretical discus-
sion was mainly focused on the impact of pseudogenes and the unknown paralogy of se-

rDNA tandem repeats

i ”,” 1GS \\\\\
2 O A, > ITS 1 ITS 2 ..
YETS | NTS SETS 3 ETS
| [
} [ 18s  |—{s8s | 255 ——1
s o~ s
TIs

’ rDNA transcription

35S pre-rRNA

' pre-rRNA processing

188 588 258

rRNA

Fig. | General organization scheme of the 185-25S rDNA (modified from VoLKovV et al. 2004). Abbr.: 5.8S, 5.8S
rDNA; 18S, 18S rDNA; 258, 25S rDNA: ETS, external transcribed spacer; IGS, intergenic spacer; ITS, internal tran-
scribed spacer: TIS, transcription initiation site: TTS, transcription termination site.
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quences used in such studies. In some cases, e.g. for Quercus (DENDUANGBORIPANT and CRONK
2001) and Solanum (VoLkov et al. 2003), the problems connected with pseudogenes were
documented. This culminated in the conclusion of ALVAREZ and WENDEL (2003, p. 429) “that
ITS no longer (can) be routinely utilized for phylogenetic analysis, opting instead for using
several or more different single-copy nuclear loci”. However, the authors acknowledged that
“ITS sequence data have and may continue to provide insights into phylogenetic history, poly-
ploidy ancestry, genome relationships, historical introgression, and other evolutionary ques-
tions”, if the objections arising from paralogs and pseudogenes can be experimentally ruled
out or dealt with. This was further underlined by BAILEY et al. (2003), who also addressed this
topic with mainly theoretical arguments.

In the case of intrageneric evolution in flowering plants, patterns of differentiation are
complex due to reticulation, i.e. ancient and recent hybridization/polyploidization events
(Fig. 2). Immediately after allopolyploidization rDNA is bi-parentally inherited (e.g. UCHI-
MIYA et al. 1983, HEMLEBEN et al. 1998), hence, in an allopolyploid at least 2 paralogous sets
of rDNA obtained from both parents should be present (e.g. WISSEMANN 2002, for Rosa). Re-
markably, in the natural allotetraploid Nicotiana tabacum the maternal rDNA got lost and was
nearly completely replaced by its paternal counterpart (VoLkoV et al. 1999, Lim et al. 2000),
which endured apparent structural rearrangement in the intergenic spacer region (IGS).

Taking into account that several variants of rDNA can be present in the nucleus, cloning
of PCR products followed by sequencing of several clones is necessary to assemble a com-
prehensive data set; in order to identify different levels of intragenomic/-individual variabili-

New diploid species 1' ‘ z ‘ | ~ New allopolyploid species "

Recombinational SpeciatiO/nX\\ /X Allopolyploidisation
L]
Diploid o )
species 1 , Diploid species 2
subsp. 1B

. NOR

Ancient diploid t

subsp. 1A

Fig. 2 Diagram exhibiting a simple reticulate evolution and its implication for the current gene pools. Abbr.: NOR,
nucleolus organisator region.
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ty of rDNA. As consequence, detailed insight into the pathway of intrageneric molecular evo-
lution and differentiation including reticulation can be obtained (GREBENSTEIN et al. 1998,
JoBST et al. 1998, STEANE et al. 1999, WISSEMANN 1999, 2002, VON BALTHAZAR et al. 2000,
Muir et al. 2001, DENK et al. 2002, GrimM 2003, VoLKoV et al. 2003, SCHLEE et al. 2003,
DENK and GriMM 2005, DENK et al. 2005).

In the following paragraphs, we review some of the ongoing molecular work currently un-
dertaken in our lab using the 185S-25S rDNA spacer sequence (ITS and ETS) data as a most
valuable source for taxonomic-systematic purposes like the reconstruction of intrageneric
phylogeny and identification of ancient and recent horizontal gene flow. In focus are differ-
ently variable and complex ITS and also ETS (5’ external transcribed spacer, see Fig. 1) data
sets of the arborescent angiosperm genera Acer (124 species, VAN GELDEREN et al. 1994), Fa-
gus (8 species, cf. DENK et al. 2005), Zelkova (fam. Ulmaceae, 5 disjunct species, cf. DENK
and GriMM 2005) and the herbal genera Lathyrus (~160 species, ASMUSSEN and LISTON 1998,
20 species in sect. Lathyrostylis, BASSLER 1981), and Solanum (234 species in sect. Petota,
HAWKES 1990). The depicted phylogenetic hypotheses correlate with other data sources such
as morphology, biogeography, ecology and the fossil record, and hence, allow identifying gen-
eral evolutionary trends within these genera. Up to now, such a taxonomic, systematic, and
phylogenetic resolution on an intrageneric and inter- and intraspecies level can not achieved
with single-copy and/or only uniparentally inherited molecular markers.

2. Patterns of rDNA Spacer Sequence Diversity

2.1 Ribosomal DNA Spacer Sequences as Taxonomic and Phylogenetic Marker at the
Generic Level

Now it is commonly accepted that molecular variability can differ in different taxonomic
groups. In our studies, obvious differences in accumulation of sequence variability are exem-
plified in the ITS1 and 2 of genus Acer (GriMM 2003) compared to Zelkova (DENK and GRIMM
2005). The ITS sequences of Acer are strongly diverged. They contain numerous point muta-
tions and 1-3 bp indels distributed throughout the ITS1 and ITS2; also, several longer indels,
up to 15 bp, were found. Generally, length conserved and polymorphic motives alternating in
the ITS of Acer were detected in the same position in different species. Remarkably, the in-
dels are highly taxon-specific and, therefore, are of high taxonomic-systematic significance
(Tab. 1).

In addition to these specific indels, another source of taxonomic information represents
highly divergent “oligonucleotide motives™ harboring multiple short indels and point mut-
ations. A base-per-base alignment and analysis of such regions is difficult since the evolution
of these regions may encompass also indel incidents not directly recognizable in the recent
nucleotide sequence (Fig. 3). The example, based on a rather simple 8- or 11-bp long motif,
demonstrates, that any possible alignment of such regions is principally biased from a method-
ological point of view. Nevertheless, the oligonucleotide motives as macrocharacters are
conserved, specific for different taxonomic groups and can be evaluated in an evolutionary
framework (Fig. 3D). In conclusion, due to the observed high levels of molecular variability,
unique ITS sequences and oligonucleotide motives define and sustain morphologically
distinguished taxa such as subspecies, species, series and sections within genus Acer. A set of
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Tab. 1 Group-specific indels within the ITS of Acer spp. (modified from Grimm 2003)

length ITS1 IDI ID2 ID3 ID4 ID5 lengthITS2 ID6  ID7  IDY!

Dipteronia sinensis ~ 233bp - - - - - 238bp - - I
sect. Acer 233-242bp - - - (+) = 233-242bp  (+) - -
ser. Arguta 237/238bp - - - - - 234bp - - -
sect. Ginnala 234/235bp - - - - - 250/251bp - + -
ser. Grisea 231-233bp - - - - 4 216-219bp - - -

A. carpinifolium,

sect. Indivisa 220/2276p - (+) - - + 243bp - - -
A. diabolicum,

ser. Lithocarpa 232/233bp - = = = + 235/236bp = - -
sect. Macrantha 234-236bp - - - - - 227-238bp - - I/D
sect. Rubra 221/222bp - - - - + 233-235bp - - -

A. buergerianum,
ser. Trifida 230bp - - + - + 236bp - - -

Legend: +, group-specific indel (ID) always realized at this position; (+), realized in some accessions of the group
(series/section).

[1] Macrantha genotype 1 exhibits + 6 bp (I), D. sinensis + 5 bp, in comparison to the consensus nucleotide compo-
sition, Macrantha genotype 2 lacks 6 bp (D).

divergent sequences as detected for the ITS of Acer (Fig. 4) and the ETS of Solanum (see be-
low) can be directly used to depict molecular phylogenies with standard computer-based analy-
sis methods.

Compared to Acer; the overall level of ITS sequence variability in the genus Zelkova is
markedly lower. Nevertheless, the data can be successfully used for taxonomic purposes.
Prominent length polymorphism is here restricted to a single region within the ITS1, where
ITS clones of two taxa (i.e. Z. schneideriana and some clones of Z. serrata) exhibit a 24-bp
long deletion. Analogous to the ITS of Acer, the ITS of Zelkova is composed of regions, that
preferentially accumulated and fixed point mutations, and of conserved regions, in which no
changes were detected. However, in contrast to Acer markedly less mutations were fixed dur-
ing the speciation of Zelkova and, therefore, the mutations are of high taxonomic weight. Re-
markably, most of the point mutations in Zelkova have been detected only in some ITS clones,
whereas the other clones are identical to the consensus of all Zelkova species (DENK and
GrimMM 2005). Here, the taxonomic identity is not given by a unique ITS sequence; instead the
intraindividual variability has to be taken into account. Such a less differentiated data set pro-
duces phylogenies, wherein sequences of different individuals and species, respectively, part-
ly intermix with each other (Fig. 5A). Possible paralogous ITS sequences that interfere with
the standard molecular analysis were found in Z. serrata and Z. carpinifolia. As a result, the
ITS accessions of both taxa are either mixed with Z. schneideriana and Z. abelicea/sicula
clones, respectively, or form distinct clades. To clarify this “ambiguous™ placement, we de-
fined and correlated series of mutations (oligonucleotide motif variants) found for the ITS of
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Fig. 3 Difficulties arising from a fixed alignment of indels, an example from the LP2 motif in Acer sect. Platanoidea
(modified from GrRimM 2003). (A) Scheme of the ITS; position of the LP2 indicated by the black arrow. (B) Align-
ment with a minimum of alignment gaps meeting MP and ML criteria for individual nucleotide sites. (C) Derivation
of complete motives meeting MP and ML criteria; 8-bp and 11-bp long motives differ in single mutations from each
other. (D) Putative molecular evolution of LP2 according to the complete ITS data; the initial 3-bp insertion is later
compensated by 3-bp deletions, and (E) the accordingly optimized alignment. Each box equals one nucleotide: black
= guanine, blue = cytosine, red = thymine. Abbr.: ID, indel; LP, length polymorphic region; tr., transition; tv., trans-
version.

Zelkova with morphological data and the fossil record. This allowed us (i) to identify subre-
cent introgression between Z. schneideriana and Z. serrata and (ii) to depict ancestral ITS mo-
tives (example given in Fig. 6, for details refer to DENK and GrRiMM 2005). Furthermore, we
showed that the ancestral motives shared between the nowadays western Eurasian taxa Z.
abelicea, Z. carpinifolia, Z. sicula, and the Japanese Z. serrata and the co-occurring taxon-
specific derived motives can be correlated in detail to morphological characteristics found in
western Eurasian macrofossil assemblages of Zelkova.

Intraindividual polymorphism of ITS is even more pronounced in species of the genus Fa-
gus (DENK et al. 2002, Grimm 2003, DENK et al. 2005). Similar to the situation in Zelkova,
length polymorphism is restricted to two regions in ITS1 and ITS2, respectively. The occur-
rence of a 15-bp long indel within the ITS1 in approximately 50 % of all clones representing
different individuals of F. engleriana and F. japonica (forming the subgen. Engleriana) is char-
acteristic for these two species and, hence, represent a genetic synapomorphy of the subgenus
Engleriana. This indel is always accompanied by several point mutations in other parts of the
ITS, which are also restricted to this subgenus (GriMM 2003). Again, the detected intraindi-
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Fig. 4 Maximum likelihood (ML) molecular phylogeny of Acer as inferred from ITS sequence data based on a
Bayesian inference (BI) analysis (Grimm 2003). Numbers at nodes indicate posterior probabilities. Branches with
< 50 % probability are collapsed.

vidual variability and differentiation are of high taxonomic importance. The encountered in-
traspecific and -individual divergence in genus Fagus is equal to or higher than the mean in-
terspecific divergences. In the case of subgenus Engleriana, the detected intraindividual vari-
ability is even comparable to the levels of interserial and -sectional molecular differentiation
in Acer (Tab. 2). On the other hand, nearly identical ITS sequences (< 1 % difference) can be
found in all Eurasian taxa of the subgenus Fagus, although these taxa are morphologically well
distinguishable. Consequently, the mode of ITS sequences variability strongly interferes with
the phylogenetic reconstruction based on standard molecular analyses; Eurasian species of
subgenus Fagus are not subdivided, only the positions of subgenus Engleriana and the North
American F. grandifolia are clearly defined (Fig. 5B). In addition, individuals of the two en-
demic East Asian species F. hayatae and F. longipetiolata show a remarkable polymorphism
with sequences that group together with the other Eurasian species, whereas the remaining se-
quences form a distinct clade. ITS variants related to intraindividual genetic polymorphism
may indeed represent paralogs. The question is, do they really confuse phylogeny? A detailed
reinvestigation and correlation of the ITS data to the fossil record and an accompanying mor-
phological cladistic analysis (GRiMM 2003, DENK et al. 2005) revealed (i) an ancient genetic
polymorphism, which is still present in modern individuals of F. hayatae and F. longipetiola-
ta (East Asian relict species, characterized by the lack of derived morphological features), and
(ii) horizontal gene flow between populations of Fagus throughout space and time. Thus, the
at a first glance somewhat confusing ITS variability in Fagus (Fig. 5B) can be incorporated
into a comprehensive framework taking into account the complex intrageneric differentiation
history of the genus. Phases of unhindered horizontal gene flow resulted in intraindividual ge-
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of detected SV2 types serving as well MP as ML criteria. Right, evolution of the SV4 motif in course of species
differentiation: the dendrogram is based on molecular (ITS), morphological, and fossil evidence; distribution of
motives is indicated by coloured circles. Abbr.: LP, length polymorphism: SV, series of site variabilities.

netic variability reflected by possibly paralogous ITS sequences. This paralogy is not hinder-
ing the phylogenetic reconstruction; instead it is a clue to understand the lack of strict mor-
phoclines in macrofossils and the restriction of certain morphological characteristics within
recent Fagus species. Uniparentally inherited molecular markers such as the cpDNA marK
were not able to reproduce the actual reticulate history of this genus and consequently pro-
duced molecular phylogenies (STANFORD 1998, MANOS and STANFORD 2001) that contradict-
ed both morphological (SHEN 1992, DENK 2003) and fossil data.

Comparison of the 5’ETS sequences allows successful taxonomy reconstruction in sect.
Petota of the genus Solanum. In the 5’ ETS two major structural regions can be distinguished:
(i) a variable region (VR), demonstrating significant structural rearrangements, and (i) a con-
servative region (CR), evolving mainly by base substitutions (Fig. 7). In VR, a conservative
element (CE) was detected. Ribosomal DNA with one CE in the 5’ETS (ancestral structural
variant A) was found in European out-group species (S. dulcamara, S. nigrum), in non-tuber-
bearing South American species of ser. Etuberosa, and in Central American tuber-bearing
diploids. Duplication of CE occurred in the 5’ETS of South American diploid species of sers.
Commersoniana and Circaeifolia (variant B). All other South American diploids and Central
American polyploids of superser. Rotata also possess two CE, and additionally two duplica-

Nova Acta Leopoldina NF 92, Nr. 342, 129145 (2005) 137



I

8¢

(S00T) SF1-6T1 “THE "IN 76 AN vuipjodoa] vy BAON

Tab. 2 KIMURA-2-parameter distances calculated for Acer and Fagus

mean interspecific mean [ mean mean mean
intraspecific diversity!!! interspecific intraspecific  interspecific interspecific
diversity!!! (group mean) diversity!!! diversity!"! diversity!'l  diversity!"
(other groups) (within (other
subgenus) lineages)
D. sinensis 0.001 n/c 0.001 subgen. F. engleriana 0.091
0.086 0.097
sect. Acer 0.08 0.101 0.109 Engleriana | F. japonica 0.086
sect. Ginnala 0.050 n/c 0.050 F. grandifolia 0.014 0.039 0.053
ser. Grisea 0.006 0.019 0.026 F. hayatae 0.035 0.040
Acer-clade o o 0.049
sect. Indivisa 0.005 n/c 0.005 subgen. F. longipetiolata 0.034 0.034
sect. Rubra 0.002 0.004 0.006 Fagus F. lucida 0.028"! 0.032
ser. Trifida 0.008 n/c 0.008 F. crenata 0.016 0.030 056
ser. Arguta 0.004 0.010 0.015 Georgian F. sylvatica ~ 0.025 0.029 )
ser. Caudata 0.049 0.021 0.070 other F. sylvatica 0.014 0.028
Palmata-clade ser. Cissifolia 0.002 0.003 0.005
ser. Negundo 0.010 n/c 0.010
sect. Palmata 0.011 0.067 0.078
ser. Lithocarpa 0.013 n/c 0.013
ser. Macrophylla  0.000 n/c 0.000
Platanoidea-clade o oy
sect. Macrantha ~ 0.014'%) 0.041% 0.06
sect. Platanoidea  0.009 0.042 0.051

[1] Within group averages calculated via Kimura 2-parameter substitution model, gamma-distributed (MEGA 2.1®).

[2] In the case of taxa of sect. Macrantha the comparably low intraspecific diversity and the high interspecific diversity is due to the occurrence of two distinct genotypes.

Species which can be assigned to the same genotype are basically identical (not differentiated on a molecular level).

[3] Mainly due to interlocality variability
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tions around CEI are present in VR (variant C). Finally, 18S-25S rDNA with six CE in the
S’ETS was found in tomato (S. lycopersicum) and related wild species (variant D). Amplifi-
cation of CE occurred independently at least two times, in “potato”- and “tomato”-lineages
(Vorkov et al. 2003, Komarova et al. 2004). Phylogenetic dendrograms derived from the
comparison of the 752-bp portion of 5’ETS upstream of the 18S rRNA coding region (i.e. ex-
cluding all major structural rearrangements detected in VR) agree well with the biogeograph-
ical and morphological data and showed that the structural variants A-D found in the S’ETS
are characteristic for different clades and, therefore, can be used as taxonomically significant
diagnostic “macrocharacters” in the sect. Petota.

CE Xbal Variant A

TIS Variant D
CE Xbal —_—

CE1 CE2 Variant B

CE1 CE2 VariantC

Tis

Fig. 7 Independent amplification of CE in the ETS of Solanum species. Abbr.: CE, conservative element; TIS, tran-
scription initiation site.

2.2 Intraspecific Differentiation

Comparison of rDNA spacer regions is mainly used to describe interspecific differentiation.
In combination with cloning, rDNA spacer sequence data can be useful for intraspecific stud-
ies. DENK et al. (2002) compared the patterns of ITS variability in individuals of Fagus syl-
vatica from western Eurasia with the lack of decent morphoclines in this taxon (DENK
1999a.b). Our results showed that the overlapping intraindividual variability is in accordance
with the morphological variability detected in the respective populations. The combined data
indicated a Transcaucasian origin of F. sylvatica and a subsequent loss of genetic variability
towards central and western Europe, which could be further confirmed by additional molec-
ular and morphological data from the remaining taxa of the genus (DENK 2003, GrRimm 2003,
DENK et al. 2005). General observations for the genus Fagus clearly point towards a north-
ern Pacific origin of the genus and to East Asia as centre of diversification and modern refuge
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for primitive taxa. Transferring the assembled morphological, fossil, and ITS data into this
evolutionary framework, it is possible to reconstruct the gene pools (i.e. ITS pools in a strict
sense) of extinct ancestral taxa and their modern relatives (Fig. 8). In strong correlation to the
fossil record, these gene pools reflect an ancestral intraspecific differentiation that gave rise
to the extant and morphologically distinct species.

Hungary/Slovenia
Germany

Turke i
sylvatica

Spain/Italy

p oa ~ haidingeri

stuxbergii

evenensis

Fig. 8 Ancient and recent ITS pools in Fagus. Note that specific ITS molecular characteristics are shared by differ-
ent taxa. Species’ I'TS boundaries are indicated by accordingly coloured circles. Assumed position of extinct prede-
cessors (in white font) of modern species is given by the correlation with morphological and palacobiogeographical
evidence (cf. DENK 2003, Grimm 2003, DENK et al. 2005).

Lathyrus pannonicus, a member of the basal subgenus Orobus sect. Lathyrostylis, shows a re-
markable intraspecific differentiation in regard to phytosociological, morphological, and mo-
lecular genetical characteristics (ITS and ETS data) of analyzed populations throughout Eu-
rope (SCHLEE et al. 2003, M. SCHLEE, W. SAUER, and V. HEMLEBEN, in prep.). Apparently, an
ancient ITS polymorphism, which occurred in species of Siberia (subsp. multijugus), has been
retained in a derived form throughout all sampled populations and each distinguished sub-
species of L. pannonicus. Molecular peculiarities found in the ITS polymorphs of each popu-
lation further allow the reconstruction of putative migration pathways. Moreover, intraspe-
cific differentiation related to an ecological shift from dry to wet ecotypes in the Pannonian
area is also reflected in the ITS polymorphs. Populations and subspecies which are adapted to
more wet ecological conditions share exclusive point mutations and intraindividual site vari-
abilities, which are not found in the dry adapted counterparts. This is confirmed by ETS data
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(Fig. 9) from selected individuals: A maximum likelihood analysis places an ecologically in-
termediate individual of L. pannonicus subsp. varius from Istria in between and basal to clades
comprizing either the dry adapted subspecies collinus (including suevicus) or the more moist
tolerant subspecies pannonicus. The latter one was established in course of the ecological shift
in the Pannonian area and is suggested to be the ancestor of the further derived subspecies
longestipulatus, which extended the species’ range to the Atlantic and northern Spain, re-
spectively (Fig. 9).

Lpp16217AKalksburgWien

Lpl50z24EOteruelosSoria
Lpl50z28EOteruelosSoria
Lpl37z20EReinosa

Lpl50z13EOteruelosSoria

Lpp16z11AKalksburgWien

Lpv14z08$LODivaca
Lpc45z13FCevennes

Lpcd5z19FCevennes

Lpc20z06AEichkogelWien

dry

€ Lpc12z3HBudapest

Lpc12z06HBudapest

Lpc12z09HBudapest
Lpcs18z19DTuebingen Lpc12z1HBudapest

pcs18z06DTuebingen

Fig. 9 ML phylogram based on the 5" ETS of individuals of Lathyrus pannonicus out of different relevées repre-
senting wet and dry stands (inferred via BI). Clone labels: Lpp, subsp. pannonicus, Pannonicum; Lpl. subsp.
longestipulatus, Spain: Lpc(s), subsp. collinus including suevicus, Central Europe. Numbers at nodes are computed
posterior probabilities.

2.3 Identification of Hybrids

Horizontal gene flow as a consequence of interspecific hybridization represents a common
evolutionary feature of flowering plants (GRANT 1981). Accordingly, the pathways of specia-
tion are often reticulate and not dichotomous. In the case of recombinational speciation
(GRANT 1981) interspecific hybridization occurs at the same (mainly diploid) ploidy level, and
aderived hybrid contains a “mix” of chromosomes of both parents (cf. Fig. 2). This could ap-
ply to the ITS situation detected for Zelkova and Fagus (see above), which are considered to
comprise mainly diploid species (with the exception of the triploid Z. sicula). Respectively,
in these genera, intragenomic heterogeneity of rDNA may indicate introgression of genetic in-
formation from a related species. Such situation was observed in our investigations of genus
Lathyrus (M. SCHLEE, W. SAUER, and V. HEMLEBEN, in prep.). In L. filiformis most ITS clones
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are nearly identical for individuals of different populations. However, in a Moroccan individ-
ual 5 clones showed ITS types which are either typical for L. bauhinii or for populations of
L. pannonicus subsp. longestipulatus in northern Spain. Contamination (e.g. by alien pollen
on the leaf surface) can be fairly ruled out, since (i) the studied individual was the only Larhy-
rus specimen in the used collection (Herbarium FB) and (ii) L. bauhinii and L. pannonicus
are not found in Morocco. Hence, these data would indicate subrecent horizontal gene flow
between L. bauhinii, L. filiformis and L. pannonicus with respect to the ancestors of the L. fili-
formis populations nowadays native to Morocco (data not shown).

In hybrids, comparison of rDNA spacer sequences allows identification of a species do-
nating the rDNA-bearing chromosome. Generally, phylogeny obtained for molecular markers
located at different chromosomes should have the same topology if no reticulate evolution
takes place. In our studies of diploid Solanum species of sect. Petota the same phylogeny up
to the level of series was produced, both for 5S rDNA spacer sequences (VoLkoV et al. 2001)
and 5° ETS of the 18-25S rDNA (VoLkov et al. 2003), which are located at chromosome
I and I1, respectively (GEBHARDT et al. 1991). In contrast, ETS sequences of members of the
S. brevicaule complex (UGENT 1970) never grouped together, but were distributed between
other species of ser. Tuberosa, illustrating reticulate evolution in the group and demonstrating
that the S. brevicaule complex is composed of morphologically similar but not always geneti-
cally closely related species (VoLKoOV et al. 2003).

Another mode of hybridization in plants represents allopolyploidization, which produces
polyploid species containing complete chromosomal sets of diploid parents (cf. Fig. 2). In this
case comparison of ITS/ETS sequences could be also applied to trace back the origin of the
allopolyploid genome as it was shown in our investigations for several polyploid species of
potato (VoLkov et al. 2003). In contrast, the tetraploid Acer pseudoplatanus and the octaploid
A. rubrum and A. saccharinum ITS sequences were found to be extremely homogeneous and
obviously distinct from all ITS sequence variants found in related diploid Acer species; there-
fore, the origin of the Acer polyploids still remains unclear. A possible explanation could be
that the parental forms are extinct. It is also possible that the rDNA variants of modern al-
lopolyploids endured intensive concerted evolution, which resulted in homogenization/elim-
ination of repeats of one of the diploid parents and even additional rearrangement of 18S-25S
rDNA of the other parent. In this case, only one type of rDNA would be observed, which ap-
pears rather uniform. A similar phenomenon was described for the tetraploid tobacco (Nico-
tiana tabacum; VOLKOV et al. 1999). However, the maintenance of the 18S-25S rDNA from
both parents was demonstrated in other species, e.g. in Brassica (CHEN and PIKAARD 1997)
and Solanum (VoLKovV et al. 2003), suggesting either a recent origin of the respective al-
lopolyploids and/or different rates of homogenization in different taxonomic groups.

3. Conclusion and Outlook

The rDNA spacer sequences obtained for several plant genera represent most valuable mo-
lecular data sets for all kinds of detailed studies addressing various aspects of intrageneric evo-
lution and the origin and differentiation of species. Since PCR and sequencing is a rather easy
and fast method, the determination of taxon-specific rDNA based characteristics provides
valuable tools for taxonomic and systematic studies. This is especially of importance for the
estimation of “number of species”, which is the basis to count biodiversity. We have to keep
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in mind that certain genera are morphologically variable and include numerous accepted
species and infraspecific taxa, although they demonstrate relatively low sequence variability
in the rDNA spacer. An interesting example here represents sect. Petota of genus Solanum,
which according to HAWKES (1990) comprises 234 species. Many of these species are mor-
phologically polymorph, but differ from each other only by overlapping character states. Re-
spectively, they can be morphologically distinguished only by using numerical phenetic analy-
sis (SPOONER et al. 2000, 2001). Our data show that such species are also very similar at the
molecular level (VoLkov et al. 2003), supporting the proposal to reduce significantly the num-
ber of species recognized in sect. Petota (e.g. SPOONER et al. 2000, 2001). Other groups (e.g.
Fagus) exhibit a relatively high ITS sequence variability, but are morphologically conserved.
The example of Fagus (cf. Tab. 2) illustrates that in this genus the protection of each Asian
individual is more important than that of any European population in regard to preserve the
full genetic potential of this genus. The first group (many-species, morphologically variable
genera) is always in the focus of biodiversity and systematics, while the latter (few-species,
morphologically conserved genera) is often ignored.

Our work with selected plant model groups demonstrates that molecular and morpholog-
ical data should be combined to evaluate “taxa”, in particular to define the boundaries of
species. Moreover, the major evolutionary trends documented in the fossil record and
(palaeo)biogeographical phenomena, like migration routes, (re-)occupation of niches and eco-
logical shifting, should be considered (HEMLEBEN 1999). Especially, the detection of refugial
habitats may help to identify the hotspots of evolution, where processes of speciation are ev-
ident and prototypes of modern taxa can be found as we have already shown in case of Fagus
and Zelkova.

To reconstruct reticulate intrageneric evolution, we need information about all presump-
tive paternal lineages. Accordingly, ITS/ETS sequence comparison allows identification of
the 185-25S rDNA donors, both in diploid hybrids and in allopolyploids. Sequence poly-
morphism among members of a population may indicate introgression of genetic material of
related species. In many cases, both parental rDNA variants could be identified, especially if
“young” hybrids/allopolyploids were studied. In addition, rearrangement of genetic material
was demonstrated in “‘old” natural allopolyploids as a result of concerted evolution, which led
to homogenization/conversion of parental rDNA. Hence, introgression and allopolyploidiza-
tion, recent and ancient, respectively, may be traced back on the molecular level using se-
quence comparison of rDNA spacer sequences. It is obvious that the reconstruction of com-
plex pathways of plant speciation is dependent on as much as possible data reflecting not on-
ly interspecific differentiation, but also the intraspecific and intraindividual variability, which
can be documented by cloning and sequencing of a large number of clones.

Although the generation of a single mutation is a statistical phenomenon, its fixation at a
particular position in any gene region is a function of evolution. This is in particular true, if
not a single nucleotide with its limited number of character states (i.e. A, C, G, and T) is ad-
dressed but complexes of evolutionary linked mutations. The analysis of distribution of orig-
inal and derived ITS sequence variants among Zelkova species and the subrepeat organization
in the ETS of Solanum demonstrate that well-sustained hypotheses about phylogeny and mo-
lecular evolution can be established without relying solely on computer algorithms and stand-
ard molecular base-per-base analysis methods. Instead, molecular systematics should in ad-
dition focus on “molecular macrocharacters™ like taxon-specific sequence variants, structur-
al rearrangements, repeat patterns, etc., in comparison to complex morphological characters
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such as leaf anatomy and flower morphology, which are commonly used for taxonomic and
systematic purposes. As demonstrated for Fagus and Zelkova those basically phenomenolog-
ical analyses outperform the capabilities of computer-based, mainly statistical methods and
were found to correlate perfectly with and to round off the morphological and fossil evidences.
Crucial for future studies on the pathways of molecular evolution is a better understanding of
the molecular mechanisms that determine mutation patterns. An intriguing question is why
mutations do appear preferentially in particular positions, e.g. in ITS, in different taxonomic
groups. Especially in the case of intrageneric evolution, the major task for molecular system-
atics should not be simply the accumulation and evaluation of sequence data, but the tracking
of internal and external factors which determine speciation and molecular variability. The
identification and subsequent analysis of molecular macrocharacters may be one clue to this
problem.
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Relicts Within the Genus Complex
Astragalus/Oxytropis (Fabaceae),
and the Comparison of Diversity
by Objective Means

Matthias Schlee, Markus Goker, GuidoW. Grimm, and Vera Hemleben

Abstract Astragalus and Oxytropis represent one of the largest angiosperm genus
complexes. It is widely discussed why — and if at all — it contains so many spe-
cies. Here, we discuss how the genetic divergence in a postglacial relict species,
Oxytropis pilosa, can provide insights into the relative genetic variance of taxa.
Methods are introduced to obtain sequence clusters of similar genetic diversity and
to detect statistically significant differences. These approaches provide objective
means to identify taxa that deserve the same protection efforts, independent of a
fixed species concept. O. pilosa ITS sequences display an inter- and intra individual
variance, comparable to clusters comprising numerous accepted species. Regarding
genetic diversity, some O. pilosa populations represent relicts that deserve the same
or a higher protection status than some species of Astragalus. We discuss the need
of objectivity in identifying the evolutionary hot spots as well as the measures to
define and protect them.

1 Introduction

Astragalus (~2.500 species; Podlech 1986) and Oxytropis (~300 species) are
closely related genera, representing one of the largest angiosperm genus complexes.
Taxonomic instability within the genus complex comprising both Astragalus and
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Oxytropis results in a high number of similarities, which may differ in their assignment
to the genus. In fact, the separation of both genera is based on a single morphological
criterion only: Astragalus exhibits a mucronate keel along the adaxial side of the
legume, whereas Oxytropis is characterized by an abaxial carinate legume (Candolle
1802; Barneby 1964; Chater 1968). Molecular studies encountered difficulties in
providing sufficient resolution at the species level, independent of the sequence
marker used (nuclear and/or chloroplast DNA spacer: Sanderson 1991; Sanderson
and Doyle 1993; Wojciechowski et al. 1993, 1999; Kazempour Osaloo et al. 2003).
Efforts in chemotaxonomy were promising (Williams and Barneby 1977), but have
been only sporadically applied (Tin et al. 2007).

It has been widely discussed why so many species are recognized for Astragalus
(Sanderson and Wojciechowski 1996), but it has seldom been addressed whether
this large number of species, which is continuing to increase in local floras, opti-
mally represent the natural relationships. Astragalus underwent a considerable
radiation in all its main centers of biodiversity: Eurasia (mainly Southwest Asia),
Africa, North America, and South America. The high number of morphologically
defined species — and varieties — is caused by numerous endemics, often referred to
as “relict” species because of their isolated mountainous stands and small popula-
tions. It is rare to find widespread Astragalus species. Astragalus covers various
climates within its biogeographical areas, such as continental to arctic steppes,
stony alpine slopes, and Mediterranean mountainous rocky places or even tropical
African highland (Barneby 1964; Gillett 1964; Chater 1968). The preference for
mountainous habitats, in conjunction with (post)glacial rapid environmental
changes, may have facilitated differentiation processes leading to a split up into
numerous species and varieties.

Oxytropis shows a quite similar distribution area in Eurasia and North America
compared to Astragalus, but is absent from South America. This distribution is
comparable to that of another large genus — Pedicularis (Sauer et al. 1990).
Oxytropis exceeds more to the (arctic) North of the Northern Hemisphere than
Astragalus, and some remarkable species such as O. campestris with its distinct sub
species can be found on both continents. Oxytropis pilosa (Fig. 1) is a rare relict
species exhibiting a highly fragmented distribution area. It is mainly found in the
Pannonian Basin (Hungary to Austria) and in the Alps with prompt occurrences in
Scandinavia (including the seashore of Gotland), the Baltic as well as in the
Abruzzo (Hegi 1924; Meusel et al. 1965; M. Schlee, pers. observation). In a num-
ber of other accounts including O. pilosa (M. Schlee, G.W. Grimm, M. Goker,
V. Hemleben, in prep.), the internal transcribed spacers (ITS1 and ITS2) of the
nuclear ribosomal DNA (nrDNA) allowed reconstruction of detailed evolutionary
pathways (Schlee et al. 2003; Denk and Grimm 2005; Grimm et al. 2007) as they
are biparentally inherited, part of a multicopy gene region and undergo (to some
degree incomplete) concerted evolution as well as frequent intragenomic recombi-
nation (Arnheim et al. 1980; Hemleben et al. 1988; Baldwin et al. 1995; Volkov
et al. 2007). We detected significant intraspecific and intraindividual genetic vari-
ability in O. pilosa by cloning and sequencing a large number of nrDNA internal
transcribed spacer sequences (ITS1 and ITS2; M. Schlee, G.W. Grimm, M. Goker,
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Fig. 1 Oxytropis pilosa, xerothermic habitat on gypsum, Ascoli Piceno, Marche, Italy

V. Hemleben, in prep.). The variability found allows discussion of migratory
and evolutionary patterns for this species, which will form the subject of an
upcoming study.

Here, we make use of the large amount of sequence data obtained for O. pilosa
to conduct a comparison of the genetic diversity of clades by objective means. This
is done to find an alternative to classical methods, such as morphotaxonomy-based
approaches for the identification of units that represent hot spots of biodiversity
(here, genetic resources). We apply non-hierarchical single-linkage clustering to the
combined Astragalus and Oxytropis ITS dataset after determining the distance
threshold that optimally delimits O. pilosa. Thus, the resulting clusters represent
estimates for species boundaries obtained by the use of an operational and fully-
automated method treating O. pilosa as the standard. The clusters are expected to be
uniform, given the distance threshold and the clustering algorithm (i.e., non-hierar-
chical single-linkage, NHSL). The obtained clusters are discussed with respect to the
taxonomic affiliation (assigned species) of the comprised sequences. A character-
based approach is used to determine whether the genetic diversity of selected clus-
ters is significantly distinct. If one agrees that in conservation management major
emphasis needs to be laid on equal protection efforts for taxa that are equally diverse
(Watt 1947; Stock et al. 1999; Potthast 2000; Schlee 2004), it is crucial to compare
diversity by appropriate means. Taking into account that taxonomic affiliations and
taxonomic ranks often only poorly reflect relative genetic variance, we wonder
whether they are sufficient to determine valuable genetic resources. Here, we thus
address the question if biodiversity assessment based on substantial molecular data
is superior to estimating diversity from data linked to the recognition of mor-
phospecies and if the proposed techniques are valuable to estimate the relative need
for conservation efforts as a means to discriminate protection units. Finally, we
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briefly discuss the conservation measures that are appropriate in the case of O. pilosa,
once the most valuable genetic resources have been identified.

2 Material and Methods

In addition to our own dataset of Oxytropis ITS clones comprising the ITS1, 5.8S
rDNA, and ITS2 regions, and flanking 18S and 25S rDNA (also including some
European Astragalus; EMBL accession numbers AM401376 to AM401574;
AM943374 to AM943384; FM205750 to FM205773), we added all ITS sequences
stored in DDBJ, EMBL, and NCBI gene banks (sequences usually obtained by
direct sequencing, not by cloning; downloaded on January 2008) for the genera
Astragalus and Oxytropis. Solitary ITS1 and ITS2 sequences were combined if they
belonged to the same source according to the original literature/description. The
sequences were aligned using the POA program (Lee et al. 2002). The 5.8S rDNA
was excluded from the analyses. Phylogenetic inference was performed under the
maximum likelihood (ML) optimality criterion using RAXxML 7.0 (Stamatakis
2006; Stamatakis et al. 2008). The program implements a new fast ML bootstrap-
ping and subsequent search for the best topology. Duplicate sequences were eliminated
prior to ML analyses. Tree inference and 100 bootstrap replicates were conducted
under the CAT approximation (Stamatakis 2006), but final parameter optimization
was done under a GTR+I" model. A plain text (NEXUS) file containing the
complete alignment, GenBank accession numbers, and information on the sets of
identical sequences reduced by RAXML to a single one, respectively, is available at
http://www.goeker.org/mg/clustering/.

To obtain a non-nested sequence classification based on the given distance
(or similarity) threshold, we use NHSL clustering, as in the case of the popular tool
blastclust (ftp:/ftp.ncbi.nih.gov/blast/documents/blastclust.html; regarding hierarchi-
cal single-linkage clustering, see, e.g., Legendre and Legendre 1998, pp. 308-312).
NHSL is based on the notion of a “link”. A link is defined as any distance between
two objects (here, sequences) that is smaller than or equal to the predefined threshold.
NHSL starts by assigning the first object to the first cluster. For each of following
objects in turn, it assigns that object to the same cluster than a previously clustered
object if the distance between them is a link. If no such previously classified object is
found, the current object is assigned to a new cluster. If several such previously
classified objects are found that belong to distinct clusters, these clusters are joined.

Obviously, larger threshold values will result in larger but less numerous
clusters, whereas small thresholds will lead to numerous small clusters. A biologically
sensible threshold is usually not known a priori. However, a particularly well studied
(and monophyletic) taxon (here, O. pilosa), can be used as a standard by determining
the lowest possible threshold that results in all sequences obtained from that taxon
being assigned to a single cluster. It is easy to implement an algorithm that calculates
this value for a predefined group. Wirth et al. (1966, p. 61) who used similarities
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instead of distances define “...a similarity value, ¢, which is the largest fixed
linking similarity value for which the cluster is still an interlinked aggregate of
specimens”. For each of the n objects within the group, the distance to the least
distant object that belongs to the same group is determined; the largest of these n
values represents the result, analogous to c. This is due to the fact that in NHSL, a
single link is sufficient for an object to be assigned to a cluster. This algorithm and
NHSL have been implemented in the program optsiL (Goker et al. 2009) which is
available upon request. The determination of the standard threshold and NHSL
relied on uncorrected distances (also called “Hamming” or “p”distances; e.g.,
Swofford et al. 1996, p. 455), which represent the relative number of deviations
between two sequences. For downloaded sequences, we relied on the NCBI tax-
onomy provided in the same files to assign them to genera and species. The opti-
mal threshold calculated for O. pilosa was then applied in NHSL.

A disadvantage of the NHSL approach is that clustering methods such as single-
linkage clustering cannot be considered as valid methods of phylogenetic inference,
mainly because lower pair wise distances (or higher similarities) do not necessarily
indicate a closer phylogenetic relationship (e.g., Felsenstein 2004, pp. 165-167).
This issue has led to the widespread avoidance of UPGMA clustering (Sokal and
Michener 1958) in phylogenetic studies. However, the difficulties may be tempered
or even disappear if non-nested clustering is applied and if species are to be distin-
guished, because within-species sequence dissimilarities are expected to be rather low.
The same rationale applies to the usual arguments against uncorrected distances
because unobserved, superimposed nucleotide substitutions only play a role if
distances are large (e.g., Felsenstein 2004, p. 158).

Goker and Grimm (2008) used the well-known Shannon entropy formula (Shannon
1948) to calculate the character data of hosts (plant individuals) from the character data
of their associates (cloned sequences obtained from the respective plant individuals).
For all sequences belonging to the same individual, the entropy of each alignment
column was calculated to represent the amount of genetic divergence within each
individual using the program G2CEF designed and implemented by M. Goker (down-
loadable from http://www.goeker.org/mg/distance/). An alignment of length n will
thus result in n corrected entropy values per group. Because the variance in nucleotide
characters may depend on the number of sequences, each entropy value was corrected
by division through the maximum possible entropy for the given number of associates,
which is 0 in the case of a single associate. Accordingly, the corrected entropy values
for individuals present with a single sequence only are undefined.

For each pair of groups, n differences between the n corresponding corrected
entropy values can be determined. Subsequently, a non-parametric Wilcoxon
signed-rank test or a parametric t-test (or any other appropriate statistical test) can
be applied to assess whether the distribution of these differences significantly
deviates from O and, thus, the two original entropy distributions are significantly
different from each other. This procedure is similar to paired-site tests used to
assess whether the scores of two phylogenetic trees are significantly different, given
a sequence alignment of the same taxa (Felsenstein 2004, p. 364 ff.). Pair wise tests



110 M. Schlee et al.

were conducted with R (R Development Core Team 2005) and restricted to those
clusters obtained by NHSL that comprised more than five sequences.

3 Results

Our final data matrix comprised 437 ITS sequences of Astragalus and Oxytropis
species comprising 464 characters from ITS1 and ITS2. Of these 437 sequences,
184 were exact sequential duplicates of others; 291 of the 464 characters were
variable and 195 were parsimony-informative. After elimination of duplicates, the
alignment analyzed under ML comprised 358 distinct alignment patterns, including
a proportion of gaps and completely undetermined characters of 7.48%. The best
ML tree obtained is shown in Fig. 2. The tree was rooted along an unresolved back-
bone polytomy giving respect to a bipartition that separated all Astragalus s.str.
from the remaining Astragalus lineages and Oxytropis (in 98% of ML bootstrap
replicates). The remaining backbone could be considered to be rather well-resolved,
indicating several lineages with bootstrap support (BS) between 70 and 100.
Towards the tip of the tree, a general decrease in BS was observed (details not
shown). Particularly, the well-known Neo-Astragalus clade received little BS.
Multiple accessions of the same Astragalus species (also listed in Table 1) were
found within the same clade (with varying support), as were all ITS sequences of
0. pilosa (BS=74, new cloned data plus one directly sequenced NCBI GenBank
accession). In contrast, the two other extensively sampled species of Oxytropis,
0. arctica and O. campestris, were intermixed with each other and with several
other Oxytropis species.

Optimal distance thresholds calculated for the present species are shown in
Table 1. We obtained an optimal value for O. pilosa of about 0.0069. Results of
NHSL obtained with the optimal threshold are shown together with the ML tree in
Fig. 2.

The largest clusters and their properties are shown in Table 2. Oxytropis
campestris appeared inseparable from O. arctica as well as from a number of less
intensively sampled Oxytropis species. The clusters 39, 42, 44 and 45 each con-
tained a number of distinct Astragalus species, indicating that genetic divergence
within many accepted Astragalus species is much lower than within either O. pilosa
or the O. arctica—O campestris complex.

The results of the Wilcoxon signed-rank and t-tests, which are shown in
Table 3, confirmed this conclusion. According to the Wilcoxon test, genetic
divergence of O. pilosa was not significantly different from the O. arctica—
0. campestris complex, but significantly different (lower) from Astragalus clus-
ters 44 and 45 (species numbers given in Table 2), and significantly different
(higher) from Astragalus cluster42 and Astragalus cluster39, respectively.
According to the t-test, genetic divergence of O. pilosa was not significantly
different from any of the other clusters, whereas the O. arctica—O. campestris
complex was significantly more divergent than Astragalus clusters42 and 39,
respectively.
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Fig. 2 ML phylogram based on ITS data of Astragalus and Oxytropis, with major clusters
(see text) and clades annotated. Numbers at nodes indicate non-parametric bootstrap support
based on 100 ML bootstrap replicates. Clusters (see text) are highlighted by distinct background
shading, clade names are given at right. A, A. vogelii; B, A. epiglottis and A. pelecinus; C, clade of
Eurasian Astragalus; D, A.corrugatus and allies; E, clade of Eurasian and North American
Astragalus; F, A. alpinus; G, A. adsurgens (cf. Table 1)
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Table 1 Optimal distance thresholds (i.e., smallest thresholds for which the group is retained in
a non-hierarchical single-linkage clustering; NHSL) for the Astragalus and Oxytropis taxa present
in the molecular dataset

Taxon Optimal threshold Number of sequences
A. hoantchy, clade C 0.01609195 3
A. didymocarpus, Neo-Astragalus clade 0.01395349 4
A. adsurgens, G 0.01173709 2
O. campestris 0.01162791 23
A. lentiginosus, Neo-Astragalus clade 0.00697674 6
0. arctica 0.00692841 18
O. pilosa 0.00688073 200
A. membranaceus, clade C 0.00458716 3
A. alpinus, F 0.00440529 2
A. layneae, Neo-Astragalus clade 0.00232558 3
O. halleri 0.00229358 7
A. complanatus, Coluteoid clade 0.00229358 2
Others 0 1

An optimal threshold of 0 is due to the presence of no more than a single sequence for the respective
taxon or due to all sequences being identical. Single uppercase letters (C, F, G) after the taxon
name refer to Fig. 2

Table 2 Clusters containing more than five sequences obtained by using non-hierarchical single-
linkage clustering and the optimal distance threshold determined for O. pilosa

Cluster ~ Number Number of Average corrected
no. of species  sequences contained ~ Taxonomy entropy

89 1 200 O. pilosa 0.005865

93 16 59 O. arctica, O. campestris,  0.009686

Oxytropis spp.

44 19 19 A. spp. (Neo-Astragalus) 0.008344
45 14 16 A. spp. (Neo-Astragalus) 0.008122
42 13 16 A. spp. (Neo-Astragalus) 0.002533

39 12 16 A. spp. (Neo-Astragalus) 0.002326

The reference numbers of each cluster, the numbers, and the taxonomic affiliations of the contained
sequences, and the average corrected entropy values are shown

Table 3 Results of the Wilcoxon signed-rank tests (lower left half) and t-tests (upper right half)
applied to the five largest clusters found by NHSL

Cluster no. 89 93 44 45 42 39

89 - 0.1466 0.4906 0.4288 0.08392 0.2013
93 0.4882 - 0.7527 0.6992 0.0005%* 0.0279*
44 0.0099* 0.7671 - 0.9497 0.0291* 0.0694
45 0.0025* 0.4939 0.7987 - 0.0326* 0.0853
42 <0.0001* <0.0001* 0.1052 0.0393* - 0.9373
39 <0.0001* <0.0001* 0.004* 0.0160* 0.3964 -

Differences significantly (p<0.05) deviating from 0 are marked with an asterisk
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4 Discussion and Conclusion

Genetic variability of populations within the Astragalus-Oxytropis complex has
most often been addressed by techniques, such as allozyme polymorphisms (Karron
et al. 1988; two endemic and two widespread species), RFLP (Kulshreshtha et al.
2004; one Astragalus species comprising six varieties, two Oxytropis species, pea
as outgroup), AFLP, or RAPD (Travis et al. 1996; one variety). Only a few studies
used cloned ITS sequences to compare populations (Dong et al. 2003, eight wide-
spread species, one comprising two varieties, another comprising two sub species;
Yip and Kwan 2006, one widespread species from 23 localities divided into at least
two undefined varieties). Both studies found the marker highly conserved, and
proposed the use of 5S rDNA spacers for the future. In contrast, our results indicate
that if a sufficiently large number of cloned sequences are retrieved and if popula-
tions are sampled from a broad biogeographic range, valuable insights into the
genetic divergence of populations can be obtained. Such substantially sampled taxa
(here, O. pilosa) can be used as standards to optimize distance thresholds for non-
hierarchical clustering algorithms. The adapted clustering techniques will result in
a division of sequences into subsets of comparable genetic divergence as a basis to
define conservation units. Statistical tests based on multiple sequence alignments
allow us to compare the molecular diversity of different groups by objective means
and to identify the significant differences regarding genetic variance. In contrast,
traditional approaches such as AFLP, RAPD, RFLP, and microsatellite studies are
often methodologically restricted to the species level and are statistically difficult
to interpret (Felsenstein 2004, pp. 240f, 246f).

Results of our molecular comparison approach are in agreement with previous
studies. For instance, the fact that O. campestris and O. arctica are hardly separable
has been addressed by Jorgensen et al. (2003). Likewise, the considerably high
genetic variance observed in our O. pilosa data confirms the interpretation of that
species as a relict species. Particularly, the comparison of O. pilosa and the Neo-
Astragalus species underlines how much divergence is preserved within the former.
In fact, single populations of O. pilosa are as divergent as or even considerably
more divergent than some Astragalus species. As a consequence, they deserve the
same conservation efforts as the latter. This result is striking regarding the tendency
in literature to suggest the protection of even single alleles within a variety of
A. cremnophylax (Travis et al. 1996; for further examples, see the discussion in Soltis
and Gitzendanner 1999), one of the numerous species included in our cluster 44
(Fig. 2 and Tables 1-3). Already the limited data available on Astragalus indicates
that some species within the Neo-Astragalus clade (Table 1) are genetically more
diverse than others, which should be taken into account in course of conservation.

In our view, not each unique individual and/or morphotype should per se be
considered a relict or endemic. Biodiversity hotspots and genetic resources can be
detected by objective means, similar to the approach presented here. Suitable nature
conservation efforts should, therefore, also rely on molecular markers and algo-
rithms that identify those relict stocks with the highest potential for ongoing speciation
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processes, and those stocks that are endangered to become extinct. A highly adaptive
species complex will frequently evolve (and lose) new, unique, and locally restricted
morphotypes, but will not necessarily significantly increase its genetic diversity
(Table 3). As a consequence, such a species complex will show a high biodiversity
as reflected by the number of accepted (endemic) “species”, with only little genetic
divergence between them. On the other hand, true relict species such as O. pilosa
are morphologically and ecologically restricted or conservative (Hegi 1924), but
can harbor a high genetic diversity (cf. Tables 1-3).

Focusing on the genetic diversity within the ITS regions may only be part of the
story. Most likely, amplifying additional genes will result in additional insight into
ecology and morphology. However, because of a lack of both time and funding, it
is hardly realistic to do such multi gene sequencing for a broad sample size, and to
detect and protect each individual that is a potential founder organism. Rather, one
should focus on the identification and protection of at least some of the remaining
true relicts in our rapidly changing world. Even though the cost of sequencing is
continuously decreasing (because of recent advances in high-throughput tech-
niques), there will always remain a trade-off between the number of loci amplified
per individual and the number of individuals examined. As demonstrated above, it
is easy to quantitatively determine units with similar genetic diversity, as long as a
sufficient number of sequences is amplified for an appropriate reference taxon
(here, O. pilosa). Accordingly, focusing on a single molecular locus, preferably one
for which a large number of sequences are already deposited in public databases, is
likely to remain the method of choice in many future studies. Once the most valu-
able genetic resources have been identified, using the methods described above
(or any other appropriate means), protection measures for these resources can be
laid out. Phytosociological studies can provide valuable insights into a species’
habitat needs. Such studies are necessary, particularly if the genetic divergence
within single individuals is so high that they deserve considerable conservation
efforts, as confirmed by the present study for O. pilosa. In such a case, conservation
should aim at preserving as much of the estimated genetic richness as is possible.
The monitoring of relicts should be intensified, in general, using the combination
of molecular and phytosociological methods to detect the evolutionary hotspots and
endangered genetic resources as well as the means to protect them. Phytosociological
surveys were conducted for O. pilosa using the Braun-Blanquet approach to
quickly obtain detail-rich relevées (Schlee et al. 2003; M. Schlee, G.W. Grimm,
M. Goker, V. Hemleben, in prep.). As a conclusion from these surveys, conserva-
tion efforts need to include more suitable land-use of the habitats. A management
system should prefer a grazing over a cutting regime. The toxicity of Astragalus
and Oxytropis species, in general, is here of lesser importance because food aver-
sions can be conditioned if they do not already exist in grazing animals (Ralphs and
Provenza 1999). Hairiness of the plants (e.g., O. pilosa) or spines (many Astragalus
species) then remain the species’ natural means of protection. If disturbances are
too weak, networking concepts for habitats (e.g., NATURA 2000 for Europe) fail.
However, if the natural linkage between habitats cannot be restored, networking is
not necessarily desirable when speciation is in progress because it might be
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thwarted by artificial hybridization or homogenization among populations. The
protection of ecological processes is, therefore, highly recommended instead of
pursuing a networking concept at all cost. As a consequence, conservation efforts
must hastily be improved to protect the disjunct populations of O. pilosa and to
retain their genetic diversity as a valuable natural resource.
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The endangered European relict species complex Lathyrus pannonicus shows distinct morphological variation,
reflected by the number of subspecies recognized, and complicated patterns of genetic variation. The traditionally
recognized subspecies appear to possess different ecological preferences and disjunct distributions, particularly in
the western range of the species. In this study, L. pannonicus was investigated by the correlation of distance
matrices based on phytosociological, ecological, molecular and morphological data. Ecological characteristics of
selected stands of L. pannonicus throughout Europe were assessed using ‘Ellenberg values’ of all the constituent
taxa in phytosociological relevés. Genetic distances were calculated using recently developed methods to analyse
high degrees of intra-individual nuclear-encoded internal transcribed spacer variability. We found that the
remarkable genetic (and morphological) diversity in L. pannonicus could not be explained solely by the fragmen-
tation of the distributional range. Instead, patterns of morphological and genetic differentiation were a reflection
of the moisture regime in the sampled stands. Two major lineages could be identified: (1) a lineage adapted to dry
conditions (Ellenberg indicator F-value = 3.5) and (2) a lineage preferring moist conditions (F-value = 4.5).
Although both lineages occurred in close proximity in the Pannonian area, they appeared to be reproductively
isolated in general. Further data are needed to determine whether these genetically and ecologically defined
lineages, or ecospecies, within the L. pannonicus species complex can be formalized as (Linnaean) species or
subspecies. © 2011 The Linnean Society of London, Botanical Journal of the Linnean Society, 2011, 165, 402—421.

ADDITIONAL KEYWORDS: ecospecies — genetic variation — intra-individual variability — matrix correlation
— morphological variation — multiple evidence approach — phytosociological relevés — speciation.

INTRODUCTION sativum L.) and lentils (Lens culinaris Medik.). Seeds
and other parts of Lathyrus are potentially edible
(Allen & Allen, 1981), but contain variable amounts of
the neurotoxic B-N-oxalyl-L-o,3-diaminopropionic acid
(e.g. Fikre et al., 2008; Sanchez Vioque, de los Mozos
Pascual & Rodriguez Conde, 2009), which can cause
a disease known as neurolathyrism (Selye, 1957;
Spencer & Schaumburg, 1983; Spencer et al., 1986).
Lathyrus sativus L., the grass pea, has traditionally
been cultivated as food for humans and animals
*Corresponding author. E-mail: guido.grimm@nrm.se (e.g. Mera etal., 2000; Ur-Rehman et al., 2008;

Lathyrus L. is a species-rich genus of herbaceous
plants in Fabaceae (tribe Fabeae Rchb., formerly
Vicieae DC.) with 42 accepted species in Europe
(Flora Europaea, 1998-2005). Members of the five
genera of Fabeae (Lathyrus, Lens Mill., Pisum L.,
Vavilovia Fed., Vicia L.) are common throughout
Europe and include crops such as peas (Pisum
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Smulikowska et al., 2008) in North Africa, South Asia,
(eastern) Europe and South America, especially in
areas affected by frequent or widespread famines (e.g.
mediaeval Europe, Barrow, Simpson & Miller, 1974;
modern Ethiopia, Getahun et al., 2005; Bangladesh,
Haque et al., 1996).

Among the European species of Lathyrus, L. pan-
nonicus Garcke is exceptional because of the large
number of accepted subspecies (five in Flora Europaea,
1998-2005; one in Central Asia; Béssler, 1981) and
a relict/disjunct distribution. According to Béissler
(1981), Meusel, Jiger & Weinert (1965), Ball (1968),
Flora Europaea (1998-2005) and data compiled for the
Global Plant Checklist (IOPI, 1996-2007), the distri-
bution can be roughly described as a belt ranging from
the Altai Mountains (Russia and north-east Kazakh-
stan) via the Crimean Peninsula and the Balkans to
northern and central Spain (Table 1). However, this
distribution is highly fragmented (Fig. 1). In addition
to the disjunct populations defining the western
(Spain, mainly Cantabrian Mountains; cf. Gallego
& Talavera, 1999) and eastern (Altai; Crimean
Peninsula; cf. Fedchenko, 1972 [1948]) borders, (small)
isolated populations are (were) found in the Cevennes
(southern France), in the Loire Valley (central France:
Coste, 1937; Guinochet & de Vilmorin, 1984; the latter
possibly extinct: Fournier & Hubert, 2005 onwards;
M. Schlee, pers. observ., June 2001), the Maritime
Alps (Chas, 1994; Aeschimann et al., 2004), south-
western Germany (Albvorland/Neckarland; population
near Gau-Algesheim in Rheinhessen extinct, Béssler,
1981; Schlee, Sauer & Hemleben, 2003) and the Italian
Apennines (Pignatti, 1982; Mortellaro & Colasante,
1997; Fig. 1). An isolated population in the southern
foothills of the Italian Alps (Monte Baldo, Veneto;
Bissler, 1981; Pignatti, 1982) has probably been lost
(M. Schlee, pers. observ., June 2001 and June 2002;
already doubtful in Goiran, 1900; herbarium specimen
stored in Florence [FI], cited in Béassler, 1981, is a
donation from Barbarin to Parlatore dated January
1842). In Italy, the species is still relatively abundant
around Trieste and on the Istrian Peninsula (Pignatti,
1982; Poldini, 1989; M. Schlee, pers. observ., May—
June 2000). A more or less closed distribution area is
confined to the Pannonian Basin and central Balkans
(Jacquin, 1773; Bassler, 1981; Fischer, Adler &
Oswald, 2005). Populations are under considerable
threat and the species is categorized as ‘endangered’ in
several European states (Schnittler et al., 2001). The
occurrence and abundance are drastically declining in
Austria (cf. Janchen, 1956-1960; Fischer et al., 2005;
M. Schlee, pers. observ., 2000-2004) and Germany
(compare Haeupler, Schonfelder & Schuhwerk, 1988
with Lang & Wolff, 1993; cf. Schlee et al., 2003),
and require special protection (Niklfeld & Schratt-
Ehrendorfer, 1999; Worz, 1992; Breunig & Demuth,

1999; Welk, 2002; see also Fournier & Hubert,
2005 onwards, for France; Cervosky et al., 1999, for
Slovakia; and Witkowski, Krél & Solarz, 2003, for the
Carpathians). Herbaria contain numerous L. pannoni-
cus specimens of various provenances (Béssler, 1981;
M. Schlee, pers. observ.) including extinct populations
(e.g. Loire Valley; Monte Baldo).

Mayer (1925) and Bassler (1981) suggested that the
steppes of the Pontian-Pannonian and the Altai rep-
resent the original habitats of L. pannonicus and its
close relative L. ledebourii Trautv. (‘L. ledebour?’,
spelling corrected according to the Vienna Code Art.
60C.1/60.11). One reason why L. pannonicus has
become a relict with a highly disjunct distribution
may be the loss of suitable open landscapes and the
decline in extensive livestock farming, e.g. sheep
farming. Grazing animals locally damage and thereby
open up the vegetation cover for plants such as L.
pannonicus (Schlee, 2004). For example, mass popu-
lations found in the Abruzzo (central Italy; this study)
were associated with paddocks. Within fringe commu-
nities, one of the typical habitats of L. pannonicus in
central and western Europe, individuals are typically
found in disturbed places, e.g. along footpaths. The
vegetation coverage is generally < 100% (Table S1, see
Supporting Information). Management systems for
nature protection areas that prefer cutting to grazing
to protect marginal and improvident vegetation units
throughout Europe are disadvantageous for L. pan-
nonicus (Schlee et al., 2003; Schlee, 2005). The moni-
toring of German relict populations and those close to
Vienna (Wiener Hausberge) revealed that stands of
L. pannonicus are highly susceptible to overgrowth by
Robinia pseudoacacia L. and other shrubs (Bocker &
Dirk, 2004; M. Schlee, pers. observ., 1996 onwards).
In fringe communities, the species is not only over-
grown by shrubs and trees, but also crowded out by
commonly associated herbs (e.g. Geranium san-
guineum L., Peucedanum cervaria Cusson ex Lapeyr.)
and grasses (e.g. Arrhenatherum elatius P.Beauv.,
Brachypodium pinnatum P.Beauv.; Table S1; Schlee,
2004; Hédl, Kopecky & Komarek, 2010).

Preliminary data on nuclear-encoded rDNA spacers
(internal transcribed spacers ITS1/ITS2 and 5 exter-
nal transcribed spacer) revealed a remarkably
increased intraspecific diversity and intra-individual
ITS variability within members of the L. pannonicus
species complex (Schlee et al., 2003; Grimm et al.,
2005). This is in contrast with the general pattern
that rare species have lower genetic diversity than
common species (Gitzendanner & Soltis, 2000; Cole,
2003; but see, for example, Gunnarsson, Hassel &
Soderstrom, 2005; Kang, Jiang & Huang, 2005;
Schlee et al., 2010). High levels of intraspecific
(Schlee et al., 2003; this study) versus low levels
of interspecific variation have, to date, hindered
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Table 1. Current infraspecific classification of Lathyrus pannonicus and (historical) distribution range (see text)

Taxon Synonyms™* Distributiont
L. ledebourii Trautv. L. pannonicus subsp. ledebourii Altai; Omsk and Krasnojarsk oblast;
(Trautv.) Bassler Minusinsk area.
Orobus intermedius Ledeb. Partly sympatric with L.
O. ledebouri (Trautv.) Roldugin pannonicus subsp. multijugus
L. pannonicus subsp. asphodeloides O. asphodeloides Gouan From west France ()i to the Alps
(Gouan) Béssler L. asphodeloides (Gouan) Gren. & and south Italy$§
Godr.

L. versicolor auct.

L. pannonicus subsp. collinus L. austriacus (Crantz) Wissjul. Disjunct: east-central and east Europe

L. lacteus (M.Bieb.) Wissjul. (Pannonian Basin; northern part of
L. pannonicus subsp. pannonicus Balkan peninsula); south-west
var. versicolor auct. Germanyf{; south France/north-east
- Spain**; Crimeaft
L. pannonicus subsp. longestipulatus L. lacaitae Czefr. North-eastern part of the Iberian
Lainz L. pannonicus subsp. hispanicus peninsula: central and north Spain,
(Lacaita) Béssler east Spain (?)%t
Orobus hispanicus Lacaita
L. pannonicus subsp. multijugus L. multijugus (Ledeb.) Czefr. Altai; Omsk and Krasnojarsk oblast;
(Ledeb.) Bassler L. pannonicus var. multijugus northern part of east Kazakhstan;
(Ledeb.) Schischk. Mongolia (?).
L. p. var. paucijugus (Ledeb.) Partly sympatric with L. ledebourii
Schischk.

? Orobus lacteus var. paucijugus

Ledeb.
L. pannonicus subsp. pannonicus L. pannonicus subsp. velebiticus Disjunct: east-central Europe
(Degen & Lengyel) Béassler (Pannonian Basin); north-western
O. pannonicus Jacq. part of Balkan peninsula (C
Bosnia-Herzegovina); Romania (near
Cluj)§$
L. pannonicus subsp. varius (Hill) O. versicolor J.F.Gmel. Central and north-east Italy into west
P.W.Ball O. varius Hill Slovenia (Istrian peninsula) and
L. varius (Hill) C.Koch{{ west Croatia

*Selection; for a comprehensive list of synonyms, see Béssler (1981).

7Based on Flora Europaea (1998-2005) and Béssler (1981); cf. Introduction and Figure 1 for details and corrections.
FPopulations in central and western France (Loire Valley) are extinct.

§According to IOPI (1996—2007) and Flora Europaea (1998-2005); Bissler restricts this ‘Sippe’ to France. Isolated
population in northern Italy (Monte Baldo, Veneto) is extinct.

f[Near Tibingen; Palatinate population(s) are extinct.

**These putative relicts of subsp. collinus in western Europe have been commonly lumped with subsp. asphodeloides
(France) and subsp. longestipulatus (= subsp. hispanicus; Spain).

TiBased on Béssler (1981). Subspecies not treated in Flora Europaea (1998-2005).

#fRevisited populations and herbarium specimens from north-eastern Spain are of the collinus morphotype.
§§According to Bassler (1981).

I9qP. W. Ball used this taxon as the basionym (cf. IOPI, 1996-2007).

traditional phylogenetic analyses and a molecular phological variation and distinguished six ‘geographic
division at and below species level in Lathyrus races’ of L. pannonicus as subspecies: subsp. aspho-
(Asmussen & Liston, 1998; Kenicer et al., 2005). deloides (Gouan) Béssler, subsp. collinus (Ortmann)
Béssler (1981) noted remarkable intraspecific mor- So06, subsp. longestipulatus M.Lainz (= L. pannonicus

© 2011 The Linnean Society of London, Botanical Journal of the Linnean Society, 2011, 165, 402—421



127307 ‘69T ‘1103 ‘4701908 uvouury ayj Jo [pULNOp [DoIUDIOG ‘UOPUOT Jo K}O10S UBLUUIT YL T10% O

S, suevicus, varius

ies pannonicus, asphode
_‘__‘ “- ‘ 3 ' h e

e

P

Figure 1. Distribution of subspecies of Lathyrus pannonicus in Europe modified after Meusel et al. (1965), Flora Europaea (Ball, 1968) and Béssler (1981)
including personal observations performed in the field (M. Schlee, 1999-2010). Stands of L. pannonicus in Europe analysed here are indicated using the
corresponding relevé labels (relevés provided in Table S1). For three stands (‘K1|K2’, 91H|92H |S50”, ‘R2|R3’), the relevés cover several years. “’, Populations
that have gone extinct in historical times; ‘?, occurrence needs further verification.
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subsp. hispanicus [Lacaita] Béassler), subsp. multiju-
gus (Ledeb.) Béassler (= L. multijugus [Ledeb.] Czefr.),
subsp. pannonicus and subsp. varius (Hill) P.W.Ball.
His concept largely followed that of Flora Europaea
(Ball, 1968). Two of the subspecies recognized by
Béssler occur sympatrically (subsp. collinus and
subsp. pannonicus; Table 1; Fig. 1) and are considered
to be ecologically isolated (Béssler, 1981).

That most subspecies of L. pannonicus sensu
Bassler have clearly distinct geographical ranges
(Table 1; Béssler, 1981) may explain why the isolated
westernmost stands of subsp. collinus (north-east
Spain; Cevennes) have been overlooked by Béssler
(1981) and local taxonomists (e.g. Gallego & Talavera,
1999). Although these individuals have been com-
monly assigned to subsp. asphodeloides and subsp.
longestipulatus, they are morphologically distinct.
Most individuals, from herbaria or in the field, can be
unambiguously identified to subspecies level using
the morphological parameters provided by Bassler’s
concept if the roots, subaerial vegetative parts and
flowers are available (Schlee et al., 2003; this study).

Prior to Béssler and Ball, Meusel et al. (1965) rec-
ognized only two ecologically different subspecies
based on the shape of the storage roots (following
Gams, 1924; cf. var. ‘microrrhizus’ and ‘macrorrhizus’
in Mayer, 1914, and earlier studies, e.g. Ortmann,
1853): (1) a more or less xerophytic subsp. collinus
(including most of subsp. varius) with thin storage
roots, and (2) subsp. pannonicus (including subsp.
asphodeloides and longestipulatus and part of subsp.
varius; Meusel et al., 1965: map K254d) with thick
storage roots and typically found in more moist habi-
tats (Béassler, 1981; Schlee etal., 2003). Thus
intraspecific differentiation in L. pannonicus may not
be caused merely by the geographical fragmentation
of the populations, but also by additional factors such
as shifts in habitat preferences (adaptive radiation).

Habitats can be characterized by the set of taxa that
co-occur (the plant community) and their abundance
using the survey technique of Braun-Blanquet (Braun-
Blanquet, 1964; Mueller-Dombois & Ellenberg, 1974:
58ff.; an extended fine-scale classification is described
in Dierschke, 1994). This approach, known as ‘phyto-
sociology’, considers a plant community to reflect
local ecological parameters; differences in plant com-
munities indicate differences in ecology (Braun-
Blanquet, 1964). In addition, Ellenberg indicator
values (Ellenberg, 1979; Ellenberg et al., 1992) of the
taxa recorded can serve as a means of defining the
(ecological) similarity or dissimilarity between habi-
tats. Ellenberg indicator values are ‘quick estimates
for ecological interpretations’ (Ellenberg et al., 1992:
249). In combination with the phytosociological infor-
mation, the general ecological setting of the habitat
can be described (Ellenberg et al., 1992), even if the

data matrix is incomplete (Ewald, 2003). The set of
taxa forming a plant community is also a function of
the geography, as many species are geographically
restricted. Hence, the geographical distances between
the analysed populations ought to be considered when
investigating the correlation between ITS divergence,
morphology and habitats (ecological setting).

Using L. pannonicus as a model organism, we
explored its habitat preferences, geographical,
molecular (ITS region including ITS1, 5.8S rDNA and
ITS2) and morphological differentiation patterns to
address the following questions.

1. Is there a statistically significant correlation
between the plant communities of the habitats,
the geographical position of the habitats and the
genetic and morphological divergence of the
L. pannonicus subspecies that typify each habitat?

2. To what extent do ITS sequence variation and
morphological differentiation reflect the geographi-
cal setting? Further, is there evidence for an eco-
logical signal in the genetic or morphological
divergence that is independent of the (bio-)
geographical setting?

A straightforward way to answer these questions
is to test the correlation of distance matrices based
on the four datasets using Spearman’s correlation
values and permutational probabilities (Legendre &
Lapointe, 2004; for further applications, see Auch
etal., 2006; Goker & Grimm, 2008). Habitat dis-
tances are based on either the presence/absence or
abundance (Braun-Blanquet, 1964), or on ecological
properties (‘behaviour’; Ellenberg et al., 1992). Geo-
graphical distances can be established using the GPS
coordinates of the analysed stands. Inter-stand ITS
distances can be calculated using the transformations
described by Goker & Grimm (2008) that allow the
transformation of data matrices of ‘associates’ (here:
cloned ITS data) into those of ‘hosts’ (here: stands).
Morphological distances are based on a matrix of
discrete and continuous characters, mainly assembled
from Béassler (1981). Understanding the relationship
between the level of genetic (here: ITS) and morpho-
logical differentiation in L. pannonicus, the (ecologi-
cal) characteristics of the preferred habitats of its
subpopulations and the influence of the geographical
distribution on the other three datasets will be a first
step to identify the major forces in the evolution and
speciation of L. pannonicus and to define protection
units, i.e. populations warranting protection.

MATERIAL AND METHODS
DATA MATRICES

The analyses are based on 21 Braun-Blanquet surveys
(relevés, Table S1) covering 17 stands of L. pannonicus
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(Fig. 1). Three of the stands have been repeatedly
surveyed for 2 or 3 years. The stands were selected to
cover most of the ecological and biogeographical range
inhabited by subspecies of L. pannonicus in Europe
(Fig. 1). The genetic diversity of L. pannonicus was
assessed using a representative set of 112 cloned ITS
sequences obtained from 25 individuals growing at the
17 surveyed stands (voucher information and acces-
sion numbers provided in Table S2, see Supporting
Information). Cloned sequences were obtained follow-
ing the procedures detailed by Denk et al. (2002)
with the following modifications: amplification used
the primer pair 5-GCGAGAATTCCACTGAACCT-3’
(forward) and 5-ACGAATTCCCTCCGCTTATTGATA
TGCTTA-3’" (reverse). Clones were sequenced using
the facilities of the University of Tibingen and by
a commercial laboratory. For comparison, 153 ITS
sequences from additional individuals of L. pannoni-
cus and L. ledebourii are available. They were not
included in the analysis owing to the lack of corre-
sponding phytosociological data. The morphological
data matrix relied mainly on characters provided by
Béssler (1981); the same characters were used to
identify the subspecies in the field. We refrained from
sampling plants for new morphometric data because of
the threatened status (often only a few individuals) of
L. pannonicus at the surveyed stands.

ESTABLISHMENT OF INTER-STAND
HABITAT DISTANCES

To identify a potential ecological signal, distances that
reflect the similarity of the habitats at the analysed
stands can be used. A direct phytosociological approach
is to consider the similarity between two habitats to be
dependent on the proportion of shared species. More
sophisticated distances consider the abundance of the
species or their ecological properties (here: using
Ellenberg indicator values). Thus, the taxon sets pro-
vided by the Braun-Blanquet surveys (phytosociologi-
cal relevés; Table S1) were used to compute Bray—
Curtis distances (Legendre & Legendre, 1998: 287)
between the stands. The abundance information was
either scored as presence/absence data, applying a
cut-off between the abundance codes ‘r’ (‘rare’ one
individual) and ‘+ (‘few’: two to five individuals; Braun-
Blanquet, 1964), or transformed into an ordinal scale
between 0 and 10 (for the original values v, ‘r’, ‘+, ‘1’,
2m’, ‘2a’, 2b’, ‘3’, ‘4’ and ‘5’, in order; for definitions,
refer to Braun-Blanquet, 1964 and Dierschke, 1994).
In addition, mean Ellenberg indicator values, such as
L (‘light figure’, Ellenberg et al., 1992), indicating the
exposure to light, T (‘temperature figure’), referring to
the temperature regime (Arctic-Mediterranean;
alpine level-lowland), K (‘continentality figure’, occu-
pied range in western Eurasia), F' (‘moisture figure’),

R (‘reaction figure’, soil acidity and lime content),
N (‘nitrogen figure’, availability of inorganic nutrients,
such as nitrogen, potassium, phosphorus and magne-
sium) and S (‘salt figure’, salinity), were used to
generate ecologically interpretable distances between
relevés. Ellenberg indicator values for most recorded
taxa (Table S4, see Supporting Information) follow
Ellenberg et al. (1992, compiled on diskette: Version
3.1, July 1993). Again, presence/absence coding, using
the average indicator values of the plants judged as
‘present’, and abundance coding were applied. For the
latter, we calculated the weighted average for each
stand as the sum of the products of the recoded
abundance (as weight; see above) and the indicator
value for all species in the stand, divided by the sum of
all their weights. A small number of taxa not consid-
ered in the list of Ellenberg et al. (1992) were removed
prior to the calculation of the mean indicator values
(Ewald, 2003). In principle, the original values defined
by Ellenberg et al. (1992) are valid only for Central
Europe. The same rules can be used to generate
analogous values for other areas (Hill et al., 2000),
which is unnecessary in our case. Conditions found, for
example in Spain, were directly comparable with those
found in Central Europe because they were azonal
(respectively mountainous) within the Mediterranean.
Being relict stands, they offer basically the same
habitat and inventory of concomitant flora as found in
Central Europe.

ESTABLISHMENT OF GEOGRAPHICAL DISTANCES
BETWEEN STANDS

Geographical distances were calculated as Euclidean
distances (Legendre & Legendre, 1998: 278) between
data points with the longitude and latitude measures
as coordinates. Because these distances were linearly
correlated with the more realistic Chord (Legendre &
Legendre, 1998: 279) distances, and because a non-
parametric correlation was used (see below), Euclid-
ean distances were sufficient for our purpose. They
represent the linear (air-line) distance between two
stands as a lower bound for the effective geographical
distance, which might be longer because of geographi-
cal barriers. It can be assumed that these coordinate-
based distances reflect, to some degree, the effective
distances to be overcome by pollinators and seeds,
which are crucial for the maintenance of gene flow.

ESTABLISHMENT OF INTER-STAND GENETIC
(ITS) DISTANCES

In the light of the high intra-individual variability
and potential inter-individual variation, genetic dis-
tances between the stands (here: based on ITS) can be
calculated using the transformations described by
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Goker & Grimm (2008) that allow transformation of
data matrices of ‘associates’ into those of ‘hosts’. The
sequence character matrix of 112 L. pannonicus
clones (as associates; see Supporting Information
S3), including data for ITS1, 5.8S rDNA and ITS2, or
a matrix of pairwise distances based on these
sequence data, was used as input data. The stands
are defined as hosts. In this particular case, this is
possible because the Lathyrus populations at each
stand appeared to be morphologically homogeneous;
hence, it can be assumed that they are members of
the same biological unit (closest relatives). The
program G2CEF (Goker & Grimm, 2008; available
at http://www.goeker.org/mg/distance/) permits the
transformation of the primary character matrix
(cloned data, as associates) into character matrices of
the stands (hosts). The transformed characters repre-
sent either the frequency of a nucleotide at a specific
sequence position within all clones representing a
stand (FRQ) or the modal (MOD) and strict (CON)
consensus of nucleotides. Uncorrected pairwise dis-
tances between the stands (hosts) were then com-
puted on the basis of the transformed character
matrices using PAUP* version 4b10 (Swofford, 2002).
The program PBC (Goker & Grimm, 2008; also avail-
able at http://www.goeker.org/mg/distance/) allowed
the transformation of genetic distances between the
associates (ITS clones) into distances between the
hosts (stands) using the transformations PBC (‘phy-
logenetic Bray-Curtis’; see Goker & Grimm, 2008 for
an explanation) and MIN (inter-host distance equals
the minimal found distance between clones of either
stand).

ESTABLISHMENT OF INTER-STAND
MORPHOLOGICAL DISTANCES

Morphological distances for the correlation with the
other data matrices were established as follows: mor-
phological features differing at the infraspecific level
were tabulated and coded as discrete or continuous
characters. In total, 12 morphological characters were
compiled from the literature following Béssler (1981)
and his subspecies concept (Table S5, see Supporting
Information); the same concept was used to identify
individuals of a certain subspecies in the field. Plants
at each stand were morphologically uniform and
can be considered to belong to the same subspecies.
Individuals at one stand (Rovere, Abruzzo) were found
to be morphologically intermediate between the
described subspecies, and were treated as a distinct
entity. In contrast with Bassler (1981), the south-
western German populations (L. suevicus A.Mayer)
were treated as a distinct taxon at the level of subspe-
cies following Mayer (1914, 1925; see also Worz, 1992).
Mayer (1925) described it as a ‘Rasse’ (race) within the

‘Formenkreis’ (species complex) of L. pannonicus that
differs from other races, such as subsp. collinus and
subsp. pannonicus. Of the 12 morphological charac-
ters, one is constant among the subspecies covered by
this study. As for the Ellenberg indicator values,
morphology-based distances between the stands were
established for each character individually and for the
complete set. To compute distances, morphological
features were treated as continuous characters and
brought to the same scale by ranging (Legendre &
Legendre, 1998: 38). Because we apply nonparametric
correlations (see next paragraph), the presence/
absence or transformation series characters could be
integrated into the same dataset via coding as ordinal
characters. The range and inference of Manhattan
distances and the calculation of Euclidean distances as
used above were implemented in the program EUKDIS
available at http:/www.goeker.org/mg/distance/ (full
data given in Table S5).

CORRELATION OF DISTANCE MATRICES

The significance of correlation between distance
matrices was established using the software CADM
(Legendre, 2001), which calculates the permutational
probability of the Spearman rank correlation values
between distance matrices, the null hypothesis H,
being that the correlation is no higher than expected
by chance. We applied 10 000 random permutation
replicates for each pairwise comparison. Results
(including all calculated Spearman correlation values
and probabilities of H,) are given in Table S6 (see
Supporting Information).

VISUALIZATION

The distance matrices based on transformed ITS data
were visualized using the neighbor-net algorithm
(Bryant & Moulton, 2002, 2004) implemented in
SplitsTree 4 (version 4.10; Huson & Bryant, 2006).
The neighbor-net algorithm computes a planar phy-
logenetic network based on a distance matrix and,
hence, allows the accommodation of incompatible
splits proposed by the data in contrast with phyloge-
netic trees. Because of the likelihood of nontreelike
signals, we opted for phylogenetic networks instead of
a tree to visualize the genetic distance matrices.

Similarity between habitats based on the abun-
dance and presence/absence scored Braun-Blanquet
surveys were visualized by subjecting the distance
matrices to principal coordinates analysis (PCoA;
Legendre & Legendre, 1998: 424-426). Principal coor-
dinates were calculated using AxPCoords (Stamatakis
et al., 2007), and the two coordinates with the largest
eigenvalues were plotted using R (http:/www.r-
project.org/) version 2.6.2.
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RESULTS

A total of 112 ITS sequences was obtained from 25
individuals of 17 stands. The individuals at each
stand were identified on the basis of morphology. In
most cases, they were identified as members of one of
the six recognized subspecies: asphodeloides, collinus,
longestipulatus, pannonicus, suevicus and varius; one
morphologically ambiguous type was collected in
Rovere, Abruzzo (‘Rovere type’ in the following). None
of the investigated stands showed a mixture of sub-
species or morphotypes. The 17 stands were phytoso-
ciologically mapped using the survey technique
established by Braun-Blanquet (Table S1). For the
purpose of the present study, the relevés were not
interpreted following the phytosociological classifica-
tion system of Braun-Blanquet, i.e. no formalized
plant associations were used. In total, 209 different
plant species and subspecies were recorded at the
investigated stands. Eleven additional taxa were not
determined to the species or were not included in
Ellenberg’s list, and had to be removed before calcu-
lating average values (Table S4).

HABITAT DISTANCES BASED ON
PHYTOSOCIOLOGICAL SURVEYS

The final character matrix comprised all 21 relevés
and 209 characters (recorded plant taxa). The results
of a PCoA based on the two matrices of Bray—Curtis
distances between the relevés revealed a clear biogeo-
graphical signal (Fig. 2). Repeated relevés at the same
localities (91H, 92H and S50; K1 and K2; R2 and R3)
were clustered. Therefore, one relevé was randomly
selected per locality and used in the subsequent analy-
ses. Geographically close stands were -clustered
(Fig. 2). Exceptions were geographically close stands of
L. pannonicus subsp. varius in Istria (Fig. 1): R11
(Divaca, Slovenia) and R13 (Trieste, Italy) resembled
the stands of L. pannonicus subsp. collinus in Hun-
gary, whereas R12 (Sezana, Slovenia) was most similar
to the Austrian stands (subsp. collinus and subsp.
pannonicus), in particular R1 (Kalksburg, Vienna).
Classification of the habitats according to their mean
Ellenberg F-values, reflecting the moisture regime of a
stand (Table 2), revealed the first evidence for an
additional ecological signal. A line could be drawn
separating stands with a dominance of taxa indicating
dry conditions (F < 4) from those with a dominance of
taxa characteristic of moist habitats (F' > 4; Fig. 2).
Using this line as a guide, the stands that were
inhabited by the defined infraspecific taxa of L. pan-
nonicus showed a conspicuous pattern: dry stands of L.
pannonicus subsp. collinus appeared to be more
similar to those of the dry-adapted subsp. suevicus and
drier stands of subsp. varius, whereas moister stands
of subsp. collinus and subsp. varius were more similar

to those of the moist-adapted subsp. longestipulatus,
subsp. pannonicus and the Rovere type.

PATTERNS OF GENETIC (ITS) AND MORPHOLOGICAL
DIFFERENTIATION IN L. PANNONICUS

In L. pannonicus, intra-individual ITS variability
was as high as the variation among individuals from
the same or different stands (Table 3; comprehensive
data can be found in Table S7, see Supporting Infor-
mation). Thus, genetic differentiation between the
17 surveyed stands was analysed using accordingly
transformed data and phylogenetic reconstructions
that accounted for incompatible signals. Contrary
to the results from habitat distances (Fig. 2), the
ecological signal (Table 2), reflected to some degree
by the detected subspecies (Fig.2), was stronger
than the biogeographical signal in the phylogenetic
network based on inter-stand, PBC-transformed,
genetic distances (Fig. 3). Exceptions were stands
R2/R3 and R13, both represented by a limited number
of clones (stand R6 could not be included because only
a single ITS clone was obtained). Their position in the
graph could be a sampling artefact. Contrary to the
results above (Fig. 2), a biogeographical subdivision
could be recognized within each ecological cluster
(Fig. 3; cf. Table 2).

Although individuals in each stand (local popula-
tions) could be assigned to the same subspecies of L.
pannonicus, a strict association between morphotype
(subspecies) and habitat was not found. On the one
hand, members of the morphologically similar sub-
species collinus and suevicus (pairwise mean morpho-
logical distance MD = 0.042; Table S5) occurred in dry
habitats (Fig. 2; Table 2), and stands comprising the
morphologically similar subsp. pannonicus and the
enigmatic Rovere type (MD =0.04; Table S5) were
dominated by taxa indicating moist conditions (Fig. 2;
Table S1). On the other hand, morphologically highly
similar populations, e.g. populations representing
subsp. collinus in the Maritime Alps and the Pannon-
ian Basin, occurred in both dry and relatively moist
habitats (Table 2). The same applies to members of
subsp. varius (Istrian Peninsula). These two ecologi-
cally more variable taxa (subsp. collinus and subsp.
varius) are morphologically distinct (MD =0.34;
Table S5), despite their relative geographical proxim-
ity (Fig. 1).

CORRELATION OF DISTANCE MATRICES

The transformations applied to the ITS data showed no
correlation with the number of associates (ITS clones)
per host (stand), indicating the absence of a sampling
size bias. Overall, the (varying) number of clones
sampled per stand had no statistically significant
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Figure 2. Principal coordinates analysis (PCoA) of Bray—Curtis habitat distance matrices. Distances are based on the
relevé data (Table S1) using two scoring systems. A, Abundance (recoded Braun-Blanquet codes) scoring. B, Presence/
absence scoring (see text). Relevé labels (e.g. ‘K1’) refer to Figure 1 and Table S1. Mean F-values of each stand are listed
in Table 2. In online version of figure, Gradual coloration refers to mean F-values (moisture regime, Ellenberg et al., 1992)
of the corresponding habitat: dry (red, F' < 3.5) to moist (blue; F > 5).
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Table 2. Mean Ellenberg indicator values (moisture value F) of stands used for correlation

Mean F-value (category)f

Associated subspecies Absence/presence
Relevé* Region (type) of L. pannonicus Abundance scoring scoring
91H South-west Germany Subsp. suevicus 3.40 (dry) 3.30 (dry)
K1 South-west Germany Subsp. suevicus 3.57 (dry trend) 3.58 (dry trend)
R8 Hungary Subsp. collinus 3.76 (dry trend) 3.81 (dry trend)
R9 Hungary Subsp. collinus 3.60 (dry trend) 3.54 (dry trend)
R10 Hungary Subsp. collinus 3.32 (dry) 3.29 (dry)
R11 Istrian Peninsula Subsp. varius 3.61 (dry trend) 3.66 (dry trend)
R12 Istrian Peninsula Subsp. varius 4.25 (moist trend) 4.23 (moist trend)
R13 Istrian Peninsula Subsp. varius 3.64 (dry trend) 3.57 (dry trend)
R18 South-central France Subsp. collinus 4.23 (moist trend) 4.00 (intermediate)
Gap South-east France Subsp. asphodeloides 4.77 (moist) 4.74 (moist)
R3 Austria Subsp. collinus 4.56 (moist) 4.57 (moist)
R6 Austria Subsp. collinus 4.33 (moist trend) 4.20 (moist trend)
R1 Austria Subsp. pannonicus 5.72 (moist) 5.41 (moist)
R7 Austria Subsp. pannonicus 5.44 (moist) 5.3 (moist)
R15 Central Italy Rovere type 5.29 (moist) 5.33 (moist)
R16 North-east Spain Subsp. longestipulatus 5.00 (moist) 5.32 (moist)
R17 North-east Spain Subsp. longestipulatus 4.91 (moist) 5.00 (moist)

*See Table S1 for details.
TCategories labelled as follows. Indicators of dry sites dominate (F' = 3; Ellenberg et al., 1992): ‘dry’, mean F-value < 3.5;
‘dry trend’, mean F-value = 3.5—-4. Indicators of moist sites dominate (F =5; Ellenberg et al., 1992): ‘moist trend’, mean

F-value = 4-4.5; ‘moist’, mean F-value > 4.5.
The driest and wettest stands are highlighted in bold.

Table 3. Intra- and inter-individual internal transcribed spacer (ITS) variability in Lathyrus pannonicus

Number of Maximum Maximal
individuals Number of ITS intra-individual inter-individual
included in clones included distance in this distance in this

Taxon analysis in analysis taxon taxon

Subsp. asphodeloides 1 7 0.013 -

Subsp. collinus 6 23 0.022 0.022

Subsp. longestipulatus 2 13 0.028 0.024

Subsp. pannonicus 2 13 0.017 0.017

Subsp. suevicus 7 11 0.010 0.017

Subsp. varius 6 38 0.026 0.028

Rovere type 1 7 0.019 -

effect on the inferred inter-stand distance matrices.
The resultant genetic distances were significantly cor-
related with each other (P = 0.0022; see Table S6 for a
complete list). The highest correlation was found
between PBC- and MIN-transformed distances (0.88),
the lowest between CON and MOD (0.32). The two
scoring schemes, presence/absence versus abundance
scoring, for the taxon lists of Braun-Blanquet relevés
showed a strong correlation. In other words, the abso-
lute abundance of taxa was of minor importance in

characterizing the differences between stands. This
was also found for the Ellenberg indicator value-based
distances: the correlation between Ellenberg value-
based mean distances using presence/absence and
abundance scoring was 0.94. The lowest correlation
was found for the distances based on the salinity
values (S-value). Some of the Ellenberg values showed
a significant correlation between each other. For
instance, distances based on the moisture values
(F-value) showed a correlation with distances based on
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Figure 3. Neighbor-net splits graph based on inter-stand genetic distances. Inter-stand genetic distances are based on

‘phylogenetic Bray—Curtis’ (PBC)-transformed, cloned internal

transcribed spacer (ITS) data (as ‘associates’) defining the

stand as ‘host’ (Goker & Grimm, 2008; this study). Stands are addressed by the corresponding relevé labels (cf. Figs 1,
2; Table 2). Gradual coloration refers to the mean F-value (moisture regime, Ellenberg et al., 1992) for the corresponding
stand: dry (red) to moist (blue; Fig. 2; Table 2). Edges are scaled in terms of the expected number of substitutions per site.

the continentality values (K-value; abundance
scoring), and nutrition (V) and salinity (S) values (both
scoring schemes). Of 12 morphological characters, two
were found to correlate with most other morphology-
based distances, namely leaf length and length ratio of

inflorescence to leaf (LIL). These showed the highest
correlation (0.76) among all morphology-based matri-
ces. A relatively high correlation was also found
between LIL (and leaf length) and plant height and
length of flower.
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Statistically significant correlations (for a
summary, see Table 4) were found between the inter-
stand habitat distances and the geographical dis-
tances. This applies to the Bray-Curtis distances
and to the Ellenberg indicator values. A significant
correlation was also found between several of the
morphology-based and Ellenberg value-based dis-
tance matrices, but no such correlation was found
between morphology and Bray—Curtis distances. Low
(0.28-0.36), but statistically significant (P = 0.0068),
correlation was found between the mean F-value
(moisture regime) and mean S-value (salinity),
respectively, and two or four of the transformations
applied to the ITS data. Transformed ITS data and
morphology were not correlated with geography. In
conclusion, the patterns of genetic ITS differentia-
tion (and morphology) were influenced by a series of
factors other than, or in addition to, the biogeo-
graphical setting (disjunct distribution patterns).
The Ellenberg indicator value-based distances that
showed the highest correlation with ITS data and
morphology were those based on the F-value (mois-
ture regime).

DISCUSSION
EFFECT OF GEOGRAPHY AND BIOGEOGRAPHY

The similarity between plant communities containing
L. pannonicus is mainly controlled by their geographi-
cal position (Fig. 2; Table 4), although there are ascer-
tainable differences in the habitats as reflected by the
ecological properties of the stands (e.g. mean F-value;
Fig. 2; Table 2). For instance, the plant communities
of Hungarian stands (relevés R8, R9, R10; Fig. 2) are
most similar to each other and to the adjacent Istrian
stands, and less similar to relevés of stands in central
and western Europe, in particular Germany and
France.

Given that L. pannonicus is a species in decline,
one might have expected that the patterns of mor-
phological and ITS differentiation would have been
predominantly a result of the disjunct distribution of
contemporary populations and would have been geo-
graphically associated (disrupted gene flow; e.g.
Templeton et al., 2001; Wares, 2001; Schonswetter,
Popp & Brochmann, 2006; Qiu et al., 2009; Clark
et al., 2010; McCraney et al., 2010). In contrast, we
did not find a correlation between inter-stand geo-
graphical and morphological and/or genetic distances
(Table 4). Adjacent stands do not necessarily repre-
sent genetically closest relatives (Fig. 3). The subspe-
cies longestipulatus (north Spain) and varius (Istrian
Peninsula) differ from geographically adjacent stands
of subsp. asphodeloides (south-east France), subsp.
collinus (north-east Spain; south France; Hungary)

and the Rovere type (central Italy). This implies that
the pattern of morphological and molecular differen-
tiation seen in European L. pannonicus is not the
result of a single event or process of area disruption,
but rather reflects multiple events of (adaptive) radia-
tion and area shifts. Similar observations have been
made in other European (complex) species, including
several species of Ranunculaceae (Turesson, 1931)
and Biscutella laevigata Sibth. & Sm. (Brassicaceae)
(Parisod & Besnard, 2007).

MORPHOLOGY AND INFRASPECIFIC CLASSIFICATION

The morphological differences between the subspecies
of L. pannonicus appear to reflect ecological adapta-
tions (Figs 2, 3; Tables 2, 4), but are not entirely
congruent with the character suites used to discrimi-
nate infraspecific taxa by Béssler (1981). In view of
our results, Bassler’s (1981) concept of subspecies
recognized too many taxa. Phytosociological, ecologi-
cal and genetic evidence (Figs 2, 3; Table 2) allows
two major lineages to be distinguished: a moisture-
loving lineage (comprising subspecies asphodeloides,
pannonicus and longestipulatus and the Rovere type)
and a dry-adapted lineage (comprising subspecies
collinus, suevicus and varius; Fig. 1; Table 5; see also
Meusel et al., 1965). The character with the best
correlation to the mean Ellenberg indicator values is
the length ratio of inflorescence versus leaf (LIL;
Tables S4 and S6). Morphotypes that occur at stands
with a mean Ellenberg F-value of = 5 (Table 2) also
exhibit increased LIL (2—4; 1-2.5 in the dry-adapted
lineage; Table 5; cf. Béassler, 1981). In addition to LIL,
two further characters show a significant correlation
with the F-value (Table S6). Only the combination of
thick storage roots with high LIL would unambigu-
ously indicate a member of the moisture-loving
lineage, whereas other combinations would be unin-
formative (Table 5). As our morphological data matrix
is based on the literature and Béssler’s concept of
subspecies, not on primary field data, a formal taxo-
nomic revision would be premature at this point.
Lathyrus pannonicus is an endangered species; hence,
our collection comprises an insufficient number of
complete specimens that could be used for morpho-
metric analyses. Nevertheless, the present study has
pinpointed those characters (some of which have been
used for infraspecific taxonomy by Béassler [1981] and
others) that may be of high systematic value for
circumscribing the two major lineages (LIL, thickness
of storage roots; see Table 5).

We found no significant correlation between mor-
phology and patterns of ITS differentiation, with one
exception: the ecologically informative LIL ratio
correlates with MIN-transformed ITS distances
(Table 4). Morphological and genetic differentiation is
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Table 4. Spearman correlation (top right triangle) and H, probabilities (bottom left triangle) of selected distance matrices

Genetic distances F figure Relevés Morphology

PBC MIN (abund.)  (pres./abs.) (abund.) (pres./abs.) Geography RT LIL Mean
PBC-transformed ITS data ~ 0.8839 0.2928 0.3368 -0.0341 0.0018 -0.0341 0.1328  0.1634  0.2304
MIN-transformed ITS data 0.0001 ~ 0.4950 0.5198 0.0579 0.0756 —-0.0380 0.2533 0.2519 0.2062
Moisture regime, F' figure (abund.) 0.0049 0.0002 ~ 0.9472 0.3040 0.3083 0.0289 0.5321 0.3791 0.1426
Moisture regime, F figure (pres./abs.)  0.0024 0.0002 0.0001 ~ 0.3155 0.3188 0.0313 0.6066 0.4604  0.2147
Relevés (abund.) 0.6133 0.3155 0.0049 0.0012 ~ 0.9660 0.5193 0.1634 0.1849 0.1419
Relevés (pres./abs.) 0.5005 0.2533 0.0033 0.0008 0.0001 ~ 0.5365 0.1454 0.1958 0.1577
Geography 0.6206 0.6483 0.3049 0.2736 0.0001 0.0001 ~ 0.0929  0.2693 0.2716
Morphology, RT 0.0791 0.0116 0.0005 0.0003 0.0772 0.0948 0.1210 ~ 0.6255 0.4171
Morphology, LIL 0.0683 0.0082 0.0034 0.0007 0.0989 0.087 0.0263 0.0005 ~ 0.7637
Morphology, mean 0.0244 0.0252 0.0841 0.0231 0.1720 0.1439 0.0273 0.0023 0.0001 ~

Significant correlations (P = 0.01) are highlighted in bold. Abbrev.: abund., abundance; ITS, internal transcribed spacer; LIL, length ratio of inflorescence to leaf;
PBC, MIN, acronyms of transformation devised by Goker & Grimm (2008); pres./abs., presence/absence; RT, thickness of storage root. The complete table is

provided as online supporting material (Table S6).
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Table 5. Morphological and taxonomic circumscription of ecologically relevant lineages in Lathyrus pannonicus

F figure
(min/max values,
both scorings) Comprised morphotypes

LIL (Iength ratio of
inflorescence to leaf)

Length ratio calyx
teeth to calyx tube

Storage root

Moist-preferring lineage 4.7/5.7 Subspecies asphodeloides [Al,
longestipulatus [Ll,
pannonicus [P],

Rovere type [R]

Dry-tolerant lineage 3.3/4.6 Subspecies collinus [C],

suevicus [S], varius [V]

Lathyrus ledebourii ?

Variable: 1-1.2 [A];
2-3 [PR]; 3—4 [L]

Constrained: 1-1.2 [C,S];
1.5-2.5 [V]
Constrained: 1-1.2

0.5 [all morphotypes]

0.5-0.8 [C,S]; 1.0 [V]

0.67-1

Thick [L,P,R] or
thin [A]

Thin [C,V] or
intermediate [S]
No storage roots

Morphological data are based on Béssler (1981) (see Table S5).
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not generally congruent in L. pannonicus (Fig. 3).
Morphological data (circumscription of subspecies;
Bassler, 1981) are not in full agreement with either
the ecological characteristics of the investigated
stands (Tables 2, 4) or the molecular differentiation
patterns (Fig. 3). On the other hand, molecular data
are highly consistent with the distinction of two evo-
lutionary lineages defined by different habitat prefer-
ences, two ‘ecospecies’ (Turesson, 1922a, b, 1925; for
more recent applications, see Kalinganire, Pinyo-
pusarerk & Williams, 2002; Brosse, Grossman & Lek,
2007), within a polytypic ‘morphospecies’ L. pannoni-
cus (Fig. 3; Tables 4, 5). The picture may become
clearer when more data are available. With respect to
the situation in the field (threatened populations com-
prising few individuals; evidence for extinction in
historical times, e.g. Loire Valley, central France,
Fournier & Hubert, 2005 onwards, and south-west
Germany, Lang & Wolff, 1993), such morphometric
data will need to incorporate data from the large
collections in herbaria in addition to further molecu-
lar and phytosociological surveys (Schlee et al., 2003;
M. Schlee, unpubl. data). These data were not
included in the present study, because we wanted to
test the correlation of all four datasets.

ECOLOGICAL DIFFERENTIATION IN L. PANNONICUS

Patterns of ITS and morphological differentiation con-
verge if the mean Ellenberg F-values of a stand are
used as an additional source of information (Figs 2, 3;
Tables 2, 4, 5). This is remarkable considering the
complex and, to some degree, puzzling morphological
and genetic differentiation found in the L. pannonicus
species complex (Tables 3, 5) and the discontinuity of
its distribution (Fig. 1; Meusel et al., 1965; Béssler,
1981). The fragmentation of the distribution area may
have accelerated the fixation of these patterns (cf., for
example, Templeton et al., 2001; Clark et al., 2010),
but is apparently not the major force behind them
(Figs 2, 3; Tables 2, 4). Based on our results, we
hypothesize that the conspicuous pattern of morpho-
logical and genetic differentiation in L. pannonicus is
primarily a result of an ecological shift. The modern
distribution of L. pannonicus (and its assumed close
relative, L. ledebourii; Bassler, 1981; cf. Table 1) sug-
gests that the species (complex) originated in steppe-
like habitats (dry grasslands) in Central Asia at some
point in the Neogene. Most species of section Lathy-
rostylis (Griseb.) Béassler are confined to steppe-like
environments in Central Asia or Asia Minor, e.g.
L. armenus (Boiss. & Huet) Celak., L. cyaneus
(Steven) C.Koch, L. karsianus P.H.Davis, L. nivalis
Hand.-Mazz. and L. digitatus (Bieb.) Fiori, the latter
also occurring in southern Europe (Béassler, 1981).

With the uplift of the Tibetan plateau in the Neogene,
Central Asia became progressively drier. Conse-
quently, the open landscapes typical of the Altai foot-
hills in modern Kazakhstan were shaped that host (or
have hosted) a significant population of L. pannonicus
(subsp. multijugus) and L. ledebourii (Béssler, 1981;
more recent census data are not available). Increased
continentality also affected most parts of western
Eurasia from the late Miocene onwards: the Pliocene
to Holocene of large parts of Europe was character-
ized by the extension and shrinking of steppe-like
environments and vegetation (Mai, 1995). During one
or several dry episodes, L. pannonicus could have
extended its range to the Balkans and the Pannonian
Basin, the modern centre of abundance of the dry-
adapted lineage in Europe. Primarily adapted to drier
environments, but also tolerant of moisture to a
certain degree (Table 2), one ecotype of L. pannonicus,
subsequently forming the moisture-loving lineage,
was able to adapt further to generally moister, but
still relatively open, habitats, such as forest fringe
communities like those found today near Vienna
(Mucina & Kolbek, 1993: 275ff.; Schlee et al., 2003;
Aeschimann et al., 2004; for historical context, see
Wilmanns, 1988). From Central Europe, both lineages
could have colonized more western localities using
suitable corridors north and south of the Alps. Colo-
nization was possibly asynchronous because of the
different ecological requirements of the lineages (this
study): during wetter periods, the dry-adapted popu-
lations were probably isolated from each other
(increased genetic drift) and came into contact with
the expanding wet-loving populations, permitting the
possibility of locally restricted inter-lineage gene flow,
whereas the latter underwent a period of increased
intra-lineage gene flow and homogenization (the situ-
ation was reversed in dry periods).

LATHYRUS PANNONICUS, ONE SPECIES OR TWO?

If one applies a traditional, ‘pattern-based’ definition
of species and subspecies, as advocated by Mallet
(1995), we need to focus on the differentiation pat-
terns that emerge(d) when two (potential) sibling
species come (or came) into contact (see Mallet, 1995,
and literature cited therein; for examples, see Grant
& Grant, 2006; Wake, 2006). If they ‘easily fuse’,
for example by producing numerous intermediates,
they can be considered to be subspecies and, if they do
not prevalently fuse, they can be considered to be
species (Mallet, 1995; see also Mallet, 2001, 2008,
2010; Grant & Grant, 2006; and literature cited
therein). The relative similarity between neighbour-
ing stands, such as Gap and R18 (Fig. 3; Tables 2, 5)
and the collinus-type individual at stand R2/R3 (cf.
Appendix S1), could mirror occasional unhindered
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gene flow and intermixing in (former) contact zones
that lead to the formation of intermediate (or ambigu-
ous) types. On the other hand, if the moisture-loving
lineage evolved by an ecological shift from popula-
tions of the dry-adapted lineage (a ‘budding’ event),
the morphological resemblance of some moisture-
loving ecotypes to dry-adapted ecotypes could be a
relict or a lineage-sorting phenomenon accompanying
speciation.

Despite these potentially contact-related phenom-
ena, our data indicate that there are, indeed, substan-
tial barriers to unhindered gene flow between the two
lineages within L. pannonicus on a rather small geo-
graphical scale and in the absence of geographical
barriers (Fig. 1). For example, the dry-adapted and
moisture-loving lineages are readily distinguishable
in the Pannonian Basin, where they occur in closest
proximity, but in different habitats (Figs 1-3; Table 5;
cf. Béssler, 1981; Schlee et al., 2003). Both lineages
are, with the exception of one stand (R2/R3; details
given in Appendix S1), morphologically distinct
(Tables 5, S5). This is comparable with the situation
in eastern Kazakhstan and the Russian Altai. There,
L. pannonicus occurs sympatrically with its close
relative L. ledebourii (Nosova, 1965; Bassler, 1981;
M. Schlee, unpubl. ITS data), the latter being distin-
guished from L. pannonicus by the lack of storage
roots (Tables 1, 4; Bassler, 1981). Furthermore,
ecotypes representing both lineages, the dry-adapted
(Hungary, south-west Germany, Istrian Peninsula,
south France) and moisture-loving (Austria, central
Italy, south-east France, north Spain) lineages, are
found scattered throughout the range of the mor-
phospecies L. pannonicus (Fig. 1; Meusel et al., 1965:
map K251d). Phases of temporary contact can be
assumed (see above); however, characteristic genetic
(or morphological) signatures of the two primary
ecotypes were not lost or obscured during migratory
(range-shaping) processes. Thus, it is reasonable to
argue that the complex (polytypic) morphospecies
L. pannonicus (Ball, 1968; Bissler, 1981) actually
comprises two (eco-)species.

Breeding and cultivation experiments under con-
trolled conditions would be helpful. For example,
would individuals from the Gap population (a member
of the moisture-loving lineage lacking the typical LIL
ratio; Table 5) be able to adapt their morphology if
placed in more moist environments, or would the
moisture-loving ecotypes in Austria or Spain (see
Table 5), with their highly distinct morphology, adapt
to, or thrive in, dry habitats? Mayer (1925, referring to
a letter from A. Tscherning, Vienna) reported an
experiment conducted by the Austrian professor
J. Wiesbaur near Kalksburg, Vienna. Wiesbaur appar-
ently found that the differences between the two
morphotypes found near Vienna (already treated as

ecologically distinct races or varieties at that time), the
generally dry-standing (Wiesbaur in litt.; Mayer, 1925)
L. pannonicus ‘versicolor’ (synonym of subsp. collinus)
and the generally moist-standing (Wiesbaur in litt.;
Mayer, 1925) L. pannonicus ‘austriacus’ (synonym of
subsp. pannonicus), increased when cultivated next to
each other for several years. This would further
support the idea that the dry-adapted and moisture-
loving lineages cannot merge freely and would be
better treated as two (Linnaean) species (‘L. collinus’,
‘L. pannonicus s.str’), rather than as subspecies
(Meusel et al., 1965), in analogy with the treatment of
L. ledebourii as a distinct species.

CONCLUSIONS AND OUTLOOK

Combined analyses of inter-stand distances based on
phytosociological (habitat), morphological and genetic
data suggest two major evolutionary lineages (ecospe-
cies) within the morphospecies L. pannonicus. Using
matrix correlation, we found that the moisture regime
is linked to the detected complex patterns of molecu-
lar and morphological differentiation. The next step is
to better circumscribe these two major lineages by
collecting sufficient morphometric data in addition to
more broadly sampled molecular data. Herbarium
specimens commonly lack detailed information about
the environment (stand, habitat). Nevertheless, the
inclusion of data from such specimens is indispens-
able if the original stand is difficult to access, not
available any longer (Loire Valley; Palatinate; Monte
Baldo) or highly threatened as in the case of
L. pannonicus (Tibingen, south-west Germany;
Cevennes; Abruzzo). Testing whether the differentia-
tion patterns remain stable within analyses of a
larger dataset will resolve whether the two major
lineages should be treated as subspecies or species,
and formalize the appropriate taxa.

A distance analysis framework is advantageous for
addressing the question of how different divergence
patterns are linked. Combining phytosociological
monitoring, including information from Ellenberg or
other ecological indicator values, broadly sampled
molecular data, patterns of geographical distribution
and morphological differentiation, it is also possible to
define units that require protection efforts as they
represent evolutionary stepping stones.
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