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1. Einleitung und Problemstellung

1.1 Einleitung

Die Schaffung und nachhaltige Bewirtschaftung moglichst arten- und strukturrei-
cher Mischwélder streben moderne Forstverwaltungen und Waldbesitzer meist unter dem
Gesichtspunkt einer verbesserten betrieblichen Sicherheit an. Bei der waldbaulichen Be-
handlung der einzelnen Bestdnde wird oft die Frage nach der Mischungsregulierung oder
der anzustrebenden Zielbestockung gestellt und diskutiert. Populationsokologische oder
gar genetische Gesichtspunkte treten vielfach in den Hintergrund.

Ein Mischbestand ist ein Kollektiv, das sich kleinraumig aus mehreren, mindestens
jedoch zwei, Baumarten zusammensetzt. Struktur und Systematik der Mischungsform
konnen sehr unterschiedlich sein. Die Differenzierung der beteiligten Arten in Haupt- und
Nebenbaumart erfolgt unter 6kologischen Gesichtspunkten, meist nach deren Konkur-
renzkraft. Wegen ihrer Vorherrschaft im Bestand werden die Hauptbaumarten in der
Okosystemforschung dominante Arten genannt, wahrend die meist weniger konkurrenz-
kraftigen Nebenbaumarten als rezedente Arten bezeichnet werden. Rezedente (seltenere)
Arten, i. e. nicht dominante und daher meist zerstreut vorkommende, bilden jedoch die
Basis fiir alle Anstrengungen, Biodiversitat in Okosystemen nachhaltig zu erhalten. Ins-
besondere die vergleichsweise geringe Populationsdichte der rezedenten Arten ermoglicht
einerseits das Nebeneinander vieler verschiedener Arten auf kleiner Flache, birgt ander-
seits aber die permanente Gefahr einer lokalen Extinktion.

Allein das Vorhandensein rezedenter Arten in der Lebensgemeinschaft dominan-
ter wirkt sich in jedem Fall biodiversitdatserhohend aus. Ihre Funktion fiir die Sta-
bilitét von Okosytemen ist bisher wenig untersucht. Allgemein bekannt ist jedoch, daB
diese Arten sich durch spezielle Ausbreitungsmechanismen auszeichnen, die es ihnen
ermoglichen, entstandene Liicken schnell zu schlieffen. Sie sorgen dadurch fiir Kontinuitat
im Néahrstoffkreislauf, bis diese ehemaligen Liicken wieder von konkurrenzstérkeren Arten
besetzt werden. Somit spielen die rezedenten Baumarten eine Schliisselrolle bei der Sta-
bilisierung von Okosystemen gegeniiber meist kleinraumigen Storungen.

Die Stabilitit eines Okosytems basiert im wesentlichen auf der AngepaBtheit und
Anpassungsfiahigkeit der Populationen aller Arten, die das Okosystem représentieren.
Angepafitheit und Anpassungsfahigkeit an heterogene Umweltbedingungen fuflen auf der
Existenz und Ausnutzung der genetischen Variation fiir die Anpassung (GREGORIUS
1996). Dies trifft in besonderem Mafle fiir Waldokosysteme zu. Eine nachhaltige Be-
wirtschaftung biologischer Ressourcen mufl daher mit dem Vorhandensein und der Dauer-
haftigkeit von ausgeglichenen Anteilen genetischer Variation innerhalb der Arten und
ihren Populationen einhergehen. Die Erhaltung und Erzeugung genetischer Variation wird
durch die Mechanismen des genetischen Systems der Arten gesteuert. Sie leisten somit
einen wesentlichen Beitrag zur Sicherung des Artenbestands. Wegen ihrer rdumlichen
(sozialen) Isolation und der vielfach als gering einzustufenden Populationsgrofie benétigen
rezedente Arten sehr gut abgestimmte Mechanismen des genetischen Systems (Repro-
duktionsmodus, Paarungssystem und Genflulsystem) fiir die Erhaltung der genetischen
Variation innerhalb der Arten.



Stellvertretend fiir eine rezedente Art ist die Vogelkirsche (Prunus avium L.) aus der
Familie der Rosaceen als zu untersuchende Modellbaumart vorgesehen.

1.1.1 Kurzportrat der Vogelkirsche

Die Vogelkirsche (Prunus avium L.) wird botanisch der Familie der Rosaceen zu-
geordnet, die sich wiederum in mehrere Unterfamilien gliedert. Die Prunusarten wer-
den aufgrund der ihnen eigenen Steinfriichte in der Unterfamilie Prunoideae gefiihrt.
Die Begriffe Wild- bzw. Waldkirsche werden in der Literatur fiir die Vogelkirsche syn-
onym verwendet. Auch der ehemalige botanische Name Cerasus avium (L.) MOENCH
ist in dlteren Werken zu finden. Es handelt sich um eine diploide Laubbaumart (2n=16),
die als forstlich wertvolle Mischbaumart der Edellaubholzgesellschaften unter giinstigen
Wuchsverhaltnissen Baumhohen bis zu 30 Metern erreichen kann. Haufig kommt sie
jedoch an Waldrandern oder als Einzelbaum in der freien Landschaft vor. Neben
holzwirtschaftlichen haben auch landschaftsésthestische Aspekte zur Verbreitung der
Vogelkirsche beigetragen. Das Kirschenholz wird in der Mobel- und Funierherstellung
gern verwendet. Archéologische Funde in den Pfahlbauten am Bodensee zeigen, dafi Vo-
gelkirschen wegen ihrer wohlschmeckenden Friichte bereits im 9. Jh. v. Chr. gesammelt
wurde. Schon die Griechen und Rémer beherrschten Vermehrungs- und Veredelungstech-
niken fiir Zier- und Obstgeholze. Der Ursprung der Kirschenkultur in Mitteleuropa wird
in frithe germanisch-rémische Verbindungen datiert (KUPPERS 1979). Das Verfahren
hat sich bis in die Gegenwart erhalten. Die Kultursorten werden auf Unterlagen von
Vogelkirsche oder anderen Prunusarten gepfropft. Neben der ziichterischen Auslese von
StuBkirschen war die Wildform in den Waldern eine gesuchte Baumart der Waldimker,
auch Zeidler genannt. Solange Honig der einzige Stoff zum Siilen war, hat die Vogelkirsche
durch den Menschen eine bewufite Férderung erhalten. Lichte Waldbewirtschaftungsfor-
men wie Nieder- oder Mittelwald haben die Vogelkirsche begiinstigt, da sie sich in diesen
sowohl generativ als auch vegetativ ausbreiten konnte.

1.1.2 Besonderheit der Vogelkirsche fiir populationsgenetische Betrachtun-
gen rezedenter Arten

Die Vogelkirsche (Prunus avium L.) bildet aus waldbaulich 6kologischer Sicht keine
zusammenhangenden Waldbestande und wird wegen ihres in Mischwaldern meist zer-
streuten Vorkommens den rezedenten Waldbaumarten zugeordnet. Als wérmeliebende
Mischbaumart nahrstoffreicher Buchen- und besonders Eichenwélder ist die Vogelkirsche
besonders haufig in ehemaligen Mittelwaldern vertreten. Eine Vielzahl kirschenrei-
cher Mischbestande unterliegen einer nennenswerten Habitatzerstorung sowie als insek-
tenbestaubte Art einer heftigen Pollenkontamination durch Kulturkirschensorten. Gera-
de der zuletzt genannte Aspekt stellt die genetische Integritat der Art in Frage, da auch
eine Vielzahl anerkannter Saatgutbestiande und Produktionssamenplantagen in nicht all-
zu grofler Entfernung zu Kulturkirschenvorkommen in Obstplantagen oder Hausgérten
liegen und der Umfang des effektiven Pollenfluges zwischen Vogel- und Kulturkirsche
kaum bekannt ist. Die Samenverbreitung erfolgt meist durch Saugetiere und Vogel
(TURCEK 1961), soweit die herabgefallene Frucht nicht im unmittelbaren Kronenbereich
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des Samenelters liegenbleibt.

Als Pionierbaumart ist die Vogelkirsche in der Lage, offene Liicken oder freie Flachen
schnell zu besiedeln. Dabei wird sie haufig raumlich und zeitlich von ihrem Ursprungs-
bestand so stark reproduktiv isoliert, dafl ihr zunéchst nur das Vermogen, Wurzel-
brut zu bilden, ein langerfristiges Uberleben am Ort sichert. Dariiber hinaus verfiigen
diploide Rosaceen, somit auch die Vogelkirsche, iiber ein gametophytisches Inkompati-
bilitatssystem, das Selbstbefruchtungen sowie Paarungen zwischen Individuen mit identi-
schem S-Genotyp verhindert. CRANE & LAWRENCE (1929) haben dies erstmals fiir die
Stikirsche beschrieben. Asexuelle Reproduktion durch Wurzelbrut und ein gametophytis-
che Inkompatibilitatssystem bei einer Pionierbaumart, wie der Vogelkirsche, scheinen
ein Okologisches Paradoxon zu sein, das den reproduktiven Zusammenhalt der Art eher
gefahrdet als sichert. FEntstehen durch Wurzelbrut eine Vielzahl von Kopien des ur-
spriinglichen Individuums, tragen diese auch den gleichen S-Genotyp und sind daher bei
Erreichen des Bliihalters vollstandig inkompatibel. Ein Fruchtansatz kann somit erst
nach Fremdbefruchtung erwartet werden. Fiir isolierte Einzelbaume und weit verstreute
Vorkommen der Vogelkirsche ist daher der Pollenflug zwischen den Individuen unter-
schiedlichen S-Genotyps von grofiter Bedeutung. Der reproduktive Zusammenhalt basiert
somit auf dem Paarungskontakt der Population zu anderen. Der Transport von Genen

zwischen den Individuen (Genflu}) ist ein weiterer Aspekt des Pollenflugs.
1.2 Problemstellung

Die Fragestellung der vorgelegten Arbeit wird sich mit der Analyse der Mechanismen
des genetischen Systems, die einen wesentlichen Einflufl auf den reproduktiven Zusam-
menhalt einer Art haben, befassen. Konkret untersucht werden der Reproduktionsmodus,
das Paarungs- und Genfluflsystem im Hinblick auf deren Beitrag fiir die Erhaltung der
genetischen Variation innerhalb der Art.

Da jeder evolutiondre Anpassungsprozefl auf genetischer Variation basiert und sich
in der Haufigkeitsverteilung genetischer Typen einer Population niederschlagt, kann
die Veranderung genetischer Strukturen zur Abschatzung der Anpassungsfihigkeit einer
Population genutzt werden. Die Zahl unterschiedlicher genetischer Typen an einzel-
nen Genorten entzieht sich ihrer direkten Beobachtung. Da nur Genmarker mit ho-
her Umweltstabilitdt und bekanntem Vererbungsmodus sich fiir diese Zwecke eignen,
sind zur Beobachtung genetischer Marker bei Waldbaumen biochemisch-genetische oder
molekularbiologische Methoden erforderlich. Zu den bei Waldbaumen gegenwartig
gebrauchlichsten Verfahren zur Erfassung genetischer Strukturen gehort die Starkegel-
Elektrophorese von Isoenzymen, die im Stoffwechsel spezifische katalytische Funktionen
besitzen. Eine Klasse der Isoenzyme bilden die Ribonukleasen (E.C. 3.1.4.23), kurz
RNasen, die in den weiblichen Reproduktionsorganen verschiedener Angiospermen deren
Inkompatibilitat gegeniiber Eigenpollen manifestieren und daher S-RNasen genannt wer-
den. FEine detaillierte Darstellung des gametophytischen Inkompatibilitatssystems wird
in 2.2.1 erfolgen. Eine wesentliche Grundlage fiir die nachfolgenden Analysen bildet die
Erfassung genetischer Variation an einzelnen Genloci der Vogelkirsche, darunter auch am
S-Genlocus.



Mit Hilfe von Genmarkern soll versucht werden, den Mechanismen des genetischen
Systems nachzuspiiren und deren Einflufl auf den reproduktiven Artzusammenhalt zu
verdeutlichen.

1.2.1 Reproduktionsmodus

Grundsatzlich kann die Vogelkirsche sowohl generativ als auch asexuell repro-
duzieren. Das genaue Ausmaf ist noch weitgehend unbekannt. Eine ausschlieflliche asex-
uelle Reproduktion wiirde die Bildung von sexuellen Reproduktionsorganen iiberfliissig
erscheinen lassen, da hiermit ein enormer Verbrauch an Ressourcen verbunden ist. Geneti-
sche Variation lafit sich andererseits durch die generative Reproduktion erhalten. In
diesem Kontext stellen sich daher folgende Fragen:

a) Wie grofl sind die Anteile asexueller und generativer Reproduktion in verschiedenen
Vorkommen der Vogelkirsche?

b) Welche raumliche Verteilung ergibt sich fiir die vegetativen Abkémmlinge in Popula-
tionen?

c) Welche Konsequenzen ergeben sich aus dieser Zusammensetzung fiir die langfristige
Erhaltung einer Population?

1.2.2 Paarungssystem

Die Vogelkirsche besitzt ein gametophytisches Inkompatibilitatssystem, das nur
Paarungen zwischen kompatiblen Individuen zulafit. Die Pollen werden von Insekten
transportiert. Die Reichweite des Insektenflugs bestimmt die Transportweite des Pollens,
die somit eine zentrale Funktion fiir das Paarungsgeschehen einer Population einnehmen.
Sowohl Inkompatibilitat als auch raumlich beschrankter Insektenflug bestimmen poten-
tiell den reproduktiven Zusammenhalt der Vogelkirsche. Es gilt daher zu klaren, ob
a) Vogelkirschen bevorzugt mit ihren Nachbarbdumen oder eher zufallsméfiig mit allen
potentiellen Paarungspartnern paaren,

b) tatséchlich alle in einer Population moglichen Paarungen realisiert werden und

c) das Selbstinkompatibilitatssystem einen Einflul auf die Zusammensetzung der poten-
tiellen Paarungspartner hat.

1.2.3 Genfluf3system

Der Austausch genetischer Information zwischen Individuen oder Kollektiven ver-
hindert eine Differenzierung und férdert somit den reproduktiven Artzusammenhalt. Das
Ausmafl, mit der Genflufl stattfindet, ist bei der Vogelkirsche noch weitgehend unbekannt.
Daher sollen in diesem Zusammenhang folgende Fragen beantwortet werden:

a) Wie hoch sind die Anteile importierten Pollens?

b) Spielt die asexuelle Reproduktion eine Rolle fiir den Genflufi?

c) Welche Auswirkungen hat das gametophytische Inkompatibilitdtssystem auf den Gen-
fluB innerhalb und zwischen Kollektiven?

Anhand dieser wenigen Fragen wird bereits klar, dafl das gametophytische Inkom-
patibilitatssystem eine zentrale Stellung bei den Analysen einnehmen wird. Auf der Basis
der Ergebnisse dieser Analysen sollen abschlielend Schlufifolgerungen fiir eine nachhaltige
Bewirtschaftung von Vorkommen der Vogelkirsche abgeleitet werden.



2. Material und Methoden

Zu Beginn eines jeden Untersuchungsprogramms mufl die Eignung des Unter-
suchungsmaterials hinsichtlich der Beantwortung der eingangs genannten Fragestellungen
iiberpriift werden. Jeder Mechanismus des Reproduktionssystems bei der Vogelkirsche
erfordert moglicherweise eine spezielle Zusammensetzung der zu untersuchenden Kollek-
tiven, so dal letztlich mehrere unterschiedliche Vorkommen zur Erklarung aller Fra-
gen genetisch zu inventieren sind. Ein wichtiges Kriterium zur Abgrenzung der unter-
schiedlichen Vorkommen bildete z. B. die vermutete Form ihrer Regeneration aus Samen,
Wurzelbrut oder Stockausschlag. Im Folgenden werden in 2.1 die untersuchten Vorkom-
men, die jeweils untersuchten Gewebearten (Knospen, Griffel oder Samen) sowie deren
besondere Eignung zur Beantwortung der gestellten Fragen erlautert. Daran anschliefend
werden in 2.2 ff. die auf einzelne Fragestellungen abgestimmten und verwendeten Meth-
oden zur Analyse vorgestellt.

2.1 Material

Die Grundlage fiir die Analyse des genetischen Systems bilden genetische Strukturen
einer Art, die in verschiedenen ontogenetischen Stadien (Zygoten, Gameten) erhoben
werden. In der vorliegenden Untersuchung wurden die genotypischen Strukturen ver-
schiedener Vogelkirschenvorkommen und von Saatgut mit Hilfe von Isoenzymgenmarkern
inventiert. Fiir die Typisierung der Individuen einer Population wurden Knospen im
Ruhezustand untersucht. Die Strukturen werden fiir die Analyse des Reproduktions-
modus (asexuelle und sexuelle Reproduktion) bendtigt und bilden die Basis fiir die
Vererbungs- und Kopplungsanalyse. Demgegeniiber stellen Samen das erste mit Isoen-
zymen analysierbare Stadium einer Zygotenpopulation nach sexueller Reproduktion dar
(Paarungs- und Genflufisystem). Einzelbaumweise geerntete Samen eignen sich bei Kennt-
nis des samenelterlichen Genotyps fiir Vererbungsanalysen und unter sehr speziellen Vor-
aussetzungen auch fiir Kopplungsanalysen. Fiir die Analyse des Inkompatibilitdtssytems
wurden S-RNasen, gewebespezifische Isoenzyme, aus Griffeln der Kirschbliite isoliert
und elektrophoretisch getrennt. Auch die Bliihphanologie einer Population entscheidet,
welche Individuen potentiell paaren kénnen (Paarungssystem). Neben Enzymgenmar-
kern bildet die individuelle Blattmorphologie ein weniger verlaflliches, jedoch manchmal
zusétzliches Charakteristikum, das zur Klonidentifikation herangezogen werden (Repro-
duktionsmodus) kann. In Ermangelung genetischer Marker, die die Zuordnung eines
Samen nach seiner Verbreitung zu seinem Samenelter ermoglichen, wurden die morpho-
logische Eigenschaften des Samens erfaf3t, um ihre Eignung fiir den Nachweis von Genflufl

einzuschéatzen.

Keines der ausgewahlten Vorkommen ist geeignet, alle eingangs aufgelisteten Fragen
umfassend zu beantworten. Daher werden die verschiedenen Aspekte in unterschiedlichen
Populationen behandelt. Insgesamt wurden drei Vogelkirschenvorkommen in der Umge-
bung von Gottingen, vier westdeutsche Samenplantagen und Saatgut von 16 Populationen
fiir die vorliegende Arbeit ausgewéhlt, die im Folgenden hinsichtlich ihrer Zusammenset-
zung und Eignung beschrieben sind.



Um Beerntungen und Beobachtungen ohne erheblichen Zeitaufwand durchfiihren zu
konnen, wurden drei Vogelkirschenvorkommen in der Umgebung von Goéttingen ausge-
sucht, die in der Ubersichtskarte (Abbildung 2-1) wiedergegeben sind.

=
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Abb. 2-1: Ubersichtskarte der Géttinger Vogelkirschenvorkommen

(1) Da ein isoliertes Einzelbaumvorkommen nicht verfiighar war, wurde eine weitge-
hend isolierte, aus 11 einzelnen Baumen bestehende Population, deren Abstammung
aus asexueller Reproduktion anhand der einheitlichen Blithphénologie, Fruchtfarbe und
-grofle vermutet wurde, in die Untersuchungen einbezogen. Es handelt sich um eine
Griinderpopulation, da in einem Umkreis von ca. 600 Metern keine Vogelkirschen
vorhanden sind. Die Isolation ergibt sich aus den Entfernungen zur Bebauungsgrenze
(Hausgérten mit SiiBkirsche) und zum néchsten Waldbestand mit Vogelkirsche. Das
Vorkommen, das im Folgenden mit Weende bezeichnet wird, befindet sich an der nord-
exponierten Seite des Bahndammkorpers der eingleisigen Nebenstrecke von Gottingen
nach Bodenfelde unmittelbar nach deren Abzweigung von der ehemaligen Hauptstrecke
in Richtung Hannover. Alle Vogelkirschen wurden fiir die Dauer der Untersuchung nu-
meriert und unter der Kurzbezeichnung BD 1 bis BD 11 (BD von Bahndamm) gefiihrt.
Die Lage der Baume ist in Abbildung 2-2 wiedergegeben. Die Kreisdurchmesser in Ab-
bildung 2-2 entsprechen den Proportionen der Stammdurchmesser in 1,3 Meter Hohe.
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Abb. 2-2: Lage der Vogelkirschen im Vorkommen Weende

Fiir die genetischen Inventuren wurden von allen Baumen Zweige mit Knospen im
Ruhezustand sowie zu einem spéateren Zeitpunkt Bliihreiser geworben. Fiir die Analyse
des Inkompatibilitatssystems wurden Pollen und Griffel einzelbaumweise gewonnen. 1998
wurden die Friichte einzelbaumweise fiir die Vererbungs- und Kopplungsanalyse sowie fiir
die GenfluBuntersuchungen geerntet und aufbereitet. 1998 konnten mit Ausnahme der
Kirsche BD 1, die keine Friichte trug, alle beerntet werden. 1999 fiel der Fruchtansatz
gegeniiber 1998 deutlich geringer aus, so dafl nur eine vergleichsweise kleine Erntemenge
von jedem Baum geworben und aufbreitet werden konnte. Daher wurden nur Saatgut-
stichproben des Samenjahres 1998 genetisch untersucht.

(2) Die Vogelkirschen in einem zweischichtigen Traubeneichenbestand mit unterstandiger
Hainbuche sind, auf der Bestandesbeschreibung der Forsteinrichtung von 1991 fuflend,
vorwiegend aus Stockausschlag hervorgegangen und eignen sich wegen dieser Vorin-
formation gut fiir die Uberpriifung ihres tatséchlichen Reproduktionsmodus. Neben
der Vogelkirsche enthalt der Bestand weitere seltene Laubbaumarten des mesophilen
Kalkbuchenwalds, wie Elsbeere, Feld- und Spitzahorn. Dieser Bestand wird unter der
Abteilung 1 a; der Forstgenossenschaft Wibbecke gefithrt und wurde gesichert iiber
langere Zeit als Mittelwald bewirtschaftet. Seine Flache umfafit 10,1 ha. Der Kirschenan-
teil wird mit 0,5 ha angegeben. Das wirtschaftliche Alter der Vogelkirsche wird mit 90
Jahren beziffert (Stand: 1991). Der Bestand wird im Norden gleichermafien durch Wald
eines anderen Eigentiimers wie durch einen Fichtenriegel (Abteilung 1 as) umschlossen.
Im Osten und Siiden ist er durch die sich anschlielende, kirschenfreie Feldmark begrenzt,
wobei sich am Siidrand ein ca. 0,25 ha grofles Feldgeholz mit fiinf Vogelkirschen befindet.
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Nach Westen setzt sich die Bestandesstruktur fort, wobei in einer Tiefe von ca. 100 Me-
tern keine weiteren Vogelkirschen vorhanden sind. Die einzelbaum- bis gruppenweise vor-
kommenden Kirschen sind wegen der auflerordentlichen Schaftqualitdt von der Deutschen
Kontrollvereinigung fiir forstliches Saat- und Pflanzgut e. V. als Teilbestand der Kontroll-
zeichenherkunft Gottinger Wald anerkannt.

Die Zweige aller Vogelkirschen in dem Bestand sowie von weiteren fiinf aus einem
vorgelagerten Feldgeholz wurden mit Hilfe der Tell-Methode (WALDSCHMIDT 1992)
geworben, was bei Baumhohen zwischen 20 und 25 Metern bei der Reisergewinnung
teilweise nur mit erheblichem technischen und zeitlichen Aufwand moglich war. Neben
der genetischen Inventur der Vogelkirschen wurden phéanologische Studien zur FKEin-
schiatzung der Blithverlaufs, der unmittelbare Auswirkungen auf das Paarungssystem hat,
durchgefithrt. Eine Vogelkirsche (Nr. 23) ist wahrend der Untersuchungen im Rahmen
einer Durchforstung gefallt worden, so dafl zwar deren Knospen genetisch untersucht sind,
aber keine phanologischen Daten vorliegen. Das Vogelkirschenvorkommen wird im Fol-
genden unter der Bezeichnung Wibbecke gefiihrt. Die Verteilung der Vogelkirsche in dem
Bestand ist in Abbildung 2-3 dargestellt.
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Abb. 2-3: Verteilung der Vogelkirschen im Vorkommen Wibbecke
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(3) Ein blithphénologisch weitgehend isolierter Einzelbaum AS 1 in der Gemarkung Geis-
mar befindet sich im Dreieck der Straflen Adolf-Sievert-Strale, Bornbreite und Teich-
strale und bildet mit sieben Kirschen (BB 1 und 2, EIS 1, WB 1 bis 4) der né&heren
Umgebung das dritte zu untersuchende Vorkommen, das in der vorliegenden Arbeit mit
Geismar bezeichnet wird. Die relativ frithblithende, daher zeitlich isolierte Vogelkirsche
AS 1 wurde 1999 als weiblicher Paarungspartner fiir die Kreuzungsversuche im Frei-
land und Bestaubungsversuche in vitro verwendet. Der Fruchtansatz nach kiinstlicher
Bestaubung bzw. freier Abbliite bildete die Grundlage fiir die Einschatzung des Befruch-
tungserfolgs. Knospen im Ruhezustand bildeten das Material fiir die genetischen Unter-
suchungen. Dartiber hinaus wurden Bliiten geerntet, die als Griffel bzw. Pollen in den
Inkompatibilitdtsuntersuchungen Verwendung fanden.

TeichstraBe

Abb. 2-4: Lage der Vogelkirschen im Vorkommen Geismar

(4) Samenplantagen der Vogelkirsche, deren Pfropflinge aus einer Vielzahl von Popula-
tionen geworben wurden, bieten eine einigermaflen hinreichende Gewahr dafiir, daf sie
einen reprasentativen Querschnitt von unterschiedlichen regionalen Vorkommen in West-
deutschland bilden. Vier Samenplantagen wurden mit Hilfe von biochemisch-genetischen
Markern charakterisiert und bilden die Grundlage fiir Aussagen zur genetischen Varia-
tion der Vogelkirsche in Deutschland. Es handelt sich um zwei Erhaltungs- sowie zwei
Produktionssamenplantagen. Die Erhaltungssamenplantagen sind von der Forstverwal-
tung des Landes Rheinland-Pfalz angelegt worden. Eine der beiden Produktionsplanta-
gen befindet sich im Eigentum der Forstverwaltung des Landes Nordrhein-Westfalen und
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die andere im Privatbesitz der Firma C. Appel mit Geschéftssitz in Darmstadt. Es ist
verbiirgt, dal jede Samenplantage aus vollstandig verschiedenen Ausgangspopulationen
abgepfropft wurde. In ihrer Gesamtheit bieten sie daher einen verbesserten Uberblick der
genetischen Variation in westdeutschen Vogelkirschenvorkommen.

(5) Fiir orientierende Untersuchungen zur Samenmorphologie wurde Saatgut verschiede-
ner Einzelbdume aus den Vorkommen Gottingen- Geismar, Gottingen- Weende, Huitt-
ners Hochzucht und Stiddeutschland sowie Saatgutmischproben weiterer Vogelkir-
schenvorkommen verwendet und gegeniibergestellt. Die verwendeten Vorkommen sind
zusammen mit den untersuchten Samenplantagen in Abbildung 2-5 kartenméafig wieder-
gegeben.
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Abb. 2-5: Karte der samenmorphologisch untersuchten Vorkommen bzw. biochemisch-
genetisch charakterisierten Samenplantagen
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2.2 Methoden

Markergestiitzte Inventuren der ausgewahlten Vorkommen, phanologische Beobach-
tungen sowie raumliche und soziologische Erhebungen dienen der Herleitung von Hypothe-
sen iiber Mechanismen des genetischen Systems, die die genetische Variation erhalten
und generieren. Dies betrifft im wesentlichen den Reproduktionsmodus, das Paarungs-
und GenfluBsystem. Das Inkompatibilitatssystem, ein Untersystem des Paarungssystems,
spielt eine zentrale Rolle fiir alle weiteren Betrachtungen.

Beginnend mit Bestaubungsversuchen am Baum, fortsetzend mit Versuchen zum Pol-
lenschlauchwachstum in vitro und abschlieSend mit neueren Techniken zur Identifikation
von Inkompatibilitatsgenotypen mittels Elektrophorese werden die verwendeten Metho-
den zur Analyse des Inkompatibilitdtsystems im Folgenden dargestellt.

2.2.1 Analyse des Inkompatibilitatssystems

Einen bedeutenden Beitrag zur Erhaltung der genotypischen Variation als Basis
einer ausreichenden Anpassungsfahigkeit leistet das Paarungssystem einer Population.
Das Inkompatibilitatssystem als wichtige Komponente des Paarungssystems einer Popu-
lation beeinflufit das Paarungsverhalten zwischen den an den Paarungen beteiligten
Individuen durch Wechselwirkungen zwischen den Inkompatibilitatsgenen dieser Indi-
viduen. Die Interaktionen sind an bestimmte Phasen der genetischen Information (Haplo-
bzw. Diplophase) der beteiligten Individuen gebunden.

STEINER (1992) definiert Inkompatibilitdt allgemein als die Abwesenheit von Zu-
fallsfusion zwischen den eine Bestaubungeinheit bestdubenden Pollen und den iiber diese
Bestaubungseinheit erreichbaren Eizellen. Im Idealfall ist Zufallsfusion realisiert, wenn
jeder auf einer Narbe gelandeter Pollen die gleiche Chance hat, um die Befruchtung der
iiber diese Narbe erreichbaren Eizellen zu konkurrieren. Im Gegensatz dazu hat sowohl die
Zuriickweisung oder Wachstumshemmung einzelner Pollentypen als auch die Forderung
bestimmter anderer Pollentypen eine Abweichung von der Zufallsfusion zur Folge. Sind
diese Typisierung der Pollen und die anschlieBende Hemmungsreaktion genetisch bedingt,
1aB3t sich das Inkompatibilitdtsverhalten analysieren.

Inkompatibilitat ist ein Mechanismus, der bei kosexuellen Pflanzen Selbstbefruchtung
verhindert. Aus genetischer Sicht bietet sich eine Einteilung der Inkompatibilitatssysteme
nach der Art ihrer genetischen Kontrolle an, was der klassischen Unterscheidung nach
sporophytischen und gametophytischen Systemen entspricht. Im Fall des sporophytischen
Systems sind die jeweiligen diploiden Genotypen des Pollenspenders und -empfangers fiir
den moglichen Erfolg einer Bestdubung verantwortlich; die Pollenkeimung unterbleibt,
wenn das gleiche dominante Allel im Pollen der bestdubenden und in der Narbe der
bestaubten Pflanze aktiv ist. Beim gametophytischen System treten der haploide Genotyp
des Pollens (Gametophyt) und der diploide Genotyp des Pollenempfangers in Wechsel-
wirkung und 16sen bei Ubereinstimmung des Allels im Pollen mit einem der beiden kodo-
minanten Allele des bestaubten Sporophyten die Inkompatibilitdtsreaktion aus. In beiden
Fallen ist es aufgrund der genetischen Steuerung der Erkennungsreaktion unerheblich, ob
es sich um Eigenpollen oder Pollen einer inkompatiblen anderen Pflanze handelt. Die Be-
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fruchtung und ein Fruchtansatz bleiben aus, wenn die beschriebene Art der genetischen
Ubereinstimungen zwischen Pollen und Fruchtknoten bestehen. In Kreuzungen zwischen
jeweils zwei Individuen lassen sich deren Inkompatibilitatsreaktionen nachweisen und sich
diese anschliefend bestimmten Inkompatibilitatsgruppen zuordnen. Gametophytische In-
kompatibilitét ist an Rosen- und Nachtschattengewichsen nachgewiesen worden (EAST
& MANGELSDORF (1925), CRANE & LAWRENCE (1929)). Die biochemischen Reak-
tionen des Inkompatibilitatsgenlocus bei inkompatiblem und kompatiblem Pollen hat DE
NETTANCOURT (1977) in folgendem Schema, das in Abbildung 2-6 wiedergegeben wird,

skizziert.

Bestiubungsreaktionen
Bestdubung
(Arteigener Pollen landet auf der Narbe)
2 2
Enzymaktivitaten des Griffels und des Pollens
4
Polypeptide des Pollens interagieren mit den Botenproteinen der Narbenoberflache
4
Griffelspezifische Polypeptide werden gebildet und freigesetzt
2 2
Interaktion zwischen pollen- und griffelspezifischen Polypeptiden
2
Griffelspezifische Polypeptide werden Griffelspezifische Polypeptide reagieren
von pollenspezifischen Polypeptiden nicht mit pollenspezifischen Polypeptiden;
inaktiviert; das Pollengenom bleibt inaktiv das Pollengenom wird aktiviert
2 2 2 2
Pollenschlauchwachstum stoppt, wenn Pollenspezifische Polypeptide
seine Ressourcen verbraucht sind deaktivieren den Griffel-S-Genort
2 2 2 2
Griffelgenom bewirkt Reparatur des Griffelspezifische Polypeptide
durch Pollenschlauchwachstum begiinstigen Pollenschlauchwachstum
entstandenen Schadens
¥ 2 2
Zurickweisung des Pollenschlauchs Akzeptierung des Pollenschlauchs
inkompatibel kompatibel

Abb. 2-6:Reaktionen nach Bestdubung mit inkompatiblen und kompatiblen Pollen (nach
DE NETTANCOURT 1977)

Aus Abbildung 2-6 wird ersichtlich, dafl beim gametophytischen Inkompatibilitats-
system die Hemmung des Pollenschlauchs erst wahrend des Pollenschlauchwachstums im
Griffelgewebe stattfindet. Ein erster Nachweis von S-RNasen als Genprodukten des S-
Genlocus gelang MCCLURE et al. (1989) in der Bliite vom Tabak (Nicotiana alata).
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Verschiedene genetische Varianten von griffelbiirtigen S-RNasen bei der Kulturkirsche
haben BOSKOVIC & TOBUTT (1996) identifiziert und damit einen wesentlichen Beitrag
zur Beobachtbarkeit des Inkompatibilitdtssystems geleistet. CERTAL et al. (1999) weisen
S-RNasen im Griffel entlang des wachsenden Pollenschlauches beim Apfel nach.

KAO & McCUBBIN (1996) stellen zwei physiologische Wege vor, nach denen die
Hemmung des Pollens erfolgen konnte, und identifizieren S-RNasen als Proteinklasse, die
fiir die Inkompatibilitatsreaktionen verantwortlich sind. Die Wechselwirkung mit dem
S-Allel im Pollen ist noch vollig ungeklart (KAO & McCUBBIN 1996).

DE NETTANCOURT (1977) hat erste Vorstellungen entwickelt, wie die pollen-
und griffelspezifischen Reaktionen im Genom aktiviert bzw. deaktiviert werden. Dem-
nach setzt sich der Inkompatibilitdtsgenlocus aus drei Segmenten der DNA zusammen,
von denen eines der kodierende Bereich der Inkompatibilitat, das Spezifizierungssegment
S;, darstellt, wahrend die beiden anderen A, bzw. A fiir die Aktivierung des Spezi-
fizierungssegments S; zustandig sind. A, aktiviert dabei nur im Pollen und A nur im Grif-
fel die Spezifizierungsregion S;, wie in Abbildung 2-7 fiir die drei Kompatibilitdatsklassen
(inkompatibel, semikompatibel und vollstindig kompatibel), die fiir Paarungen von je-
weils zwei S-Genotypen existieren, dargestellt ist.

Fruchtknoten

inkompatibel semi-kompatibel vollstiindig
kompatibel

Abb. 2-7: Funktion des S-Genlocus eines S-Genotyps nach der Paarung mit unter-
schiedlichen Polleneltern (verdndert nach DE NETTANCOURT 1977)

DE NETTANCOURT (1977) begriindet das Vorhandensein von phasenspezifischen
Aktivierungssegmenten mit der Tatsache, dal Pollen durch Mutationen in eine inak-
tivierte Form tiberfiihrt werden kann und anschlieend selbstfertil ist, wahrend das Griffel-
gewebe seine Inkompatibilitdtseigenschaft beibehalt. Die Wirkungsweise der Aktivierung

13



und Deaktivierung wird in Abbildung 2-7 an drei Kreuzungen eines S-Genotyps mit drei

unterschiedlichen S-Genotypen schematisch aufgezeigt, wie sie bereits bei ARASU (1968)

beschrieben ist.

In Abbildung 2-7 sind drei Bliiten des Genotyps 5155 schematisch dargestellt, wobei
eine Reduktion auf Narbe, Griffel, Fruchtknoten und zwei Eizellen erfolgt ist. Nur S;-
und S;-Pollen werden gehemmt, wahrend S3- und S4-Pollen zur Befruchtung der Eizellen
fiihren. Im ersten Fall spricht man von Inkompatibilitdt. Da sich auf der zweiten Narbe
nach der Bestdubung durch Pollen einer Pflanze mit dem Genotyp 5154 nur Sy-Pollen
entwickeln kann und der Sp-Pollen gehemmt wird, kann es dennoch zu einer Befruch-
tung einer der Eizellen kommen. Diese Kreuzung ist daher nur zur Halfte kompati-
bel bzw. inkompatibel und wird mit dem Begriff semikompatibel belegt. Von Pollen-
schlduchen beider Pollentypen S5 und S, kann der Griffel erfolgreich durchwachsen wer-
den, wie es beim dritten Griffel der Fall ist. Diese Kreuzung ist somit vollstandig kom-
patibel.

Da der S-Genotyp eines Individuums vor der Einfiihrung biochemisch-genetischer
Marker nicht direkt beobachtet werden konnte, bildeten seine Paarungen mit anderen
die Grundlage fiir die Zuordnung jeder Paarung zu einer der drei Kompatibilitatsklassen.
Im Kreuzungsexperiment lassen sich semi- und vollstandig kompatible Paarungen erst
nach einer Riickkreuzung der Nachkommen mit beiden Eltern unterscheiden. Unter der
Annahme von Zufallsfusion unter den kompatiblen Gameten ergeben sich die folgenden
Kompatibilitatsverhaltnisse:

(1) Jeder Nachkomme aus einer vollstdndig kompatiblen Kreuzung ist zu jedem der bei-
den Eltern und zur Halfte aller Nachkommen semikompatibel. Zu einem Viertel der
Nachkommen besteht vollstandige Kompatibilitat und zum anderen Viertel Inkom-
patibilitat.

(2) Wihrend die Nachkommen aus einer semikompatiblen Kreuzung zu ihrem Samenel-
ter immer semikompatibel sind, ist nur eine Halfte der Nachkommen zum Pollenelter
semikompatibel und die andere Halfte inkompatibel. Untereinander verhalten sie
sich jeweils zur einen Héalfte semikompatibel und zur anderen inkompatibel.

Trotz der Einstufung der Kompatibilitdt einer Paarung bleibt die Identitat des S-
Genotyps unbekannt. Um jedoch den S-Genotyp eines Individuums durch den Besitz ganz
bestimmter Allele exakt charakterisieren konnen, mufl ausgehend von einem festgelegten
Genotyp 51955 in zahlreichen Kreuzungsexprimenten, bei denen jedes nachweislich neue
S-Allel eine fortlaufende Nummer erhélt, ein Referenzkollektiv fiir alle nachgewiesenen
S-Genotypen aufgebaut werden, wie TSUKAMOTO et al. (1999) das fiir Petunia azillaris
praktiziert haben.

CRANE & LAWRENCE (1931) beobachteten den Fruchtansatz von Kreuzungen
zwischen 19 Kirschenkultursorten und ordneten diesen fiinf Inkompatibilitatsgruppen zu.
KOBEL et al. (1938) untersuchten das Inkompatibilitétssystem der Kulturkirschen in der
Schweiz mit dhnlichen Ergebnissen wie CRANE & LAWRENCE (1931). Aufbauend auf
spateren Arbeiten von CRANE & BROWN (1955) wurden von MATTHEWS & DOW
(1969) die zu der Zeit bekannten Inkompatibilitdtsgruppen, i. e. verschiedene Kultur-
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sorten der Stiflkirsche mit jeweils gleichem S-Genotyp, mit S-Allelbezeichnungen verse-
hen, die noch heute als Richtlinie fiir die Bestimmung neuer Sorten dienen (SCHMIDT
et al. 1999a). Fiir die Kulturkirsche zeigen SCHMIDT & TIMMANN (1997) die seit
langem praktizierten Moglichkeiten auf, einerseits mit Hilfe von Kreuzungen am Baum
und andererseits durch Beobachtung von Pollenschlauchwachstum in vitro einzelne Kul-
tivare hinsichtlich ihres S-Genotyps zu charakterisieren. Aus der Sicht der Ziichtung ist
dies eine langjahrige Prozedur, da die Kreuzungen jahrlich zur Absicherung der Ergeb-
nisse wiederholt und beim Erscheinen neuer Sorten durchgefiihrt werden miissen. Die
von SCHMIDT & TIMMANN (1997) beschriebenen Methoden sind auch im Rahmen der
vorgelegten Arbeit verwendet worden und werden im Folgenden vorgestellt.

2.2.1.1 Kiunstliche Bestaubungen am blihphdanologisch isolierten Einzelbaum

Kiinstliche Bestaubungen mit Einzelbaumpollen wurden mit dem Ziel, die Kreuzbar-
keit und den Kreuzungserfolg verschiedener Vogelkirschen der raumlich isolierten Po-
pulation Weende zu dokumentieren, an einem blithphanologisch isolierten Einzelbaum
AS 1 durchgefiihrt. Der bendtigte Pollen wurde Ende Méarz 1999 nach Einstellen von
Bliithreisern ins Gewéchshaus geworben. Dazu wurden geoffnete Bliiten gepfliickt und
deren Antheren mit einer Pinzette in eine Petrischale abgestreift. In der pollendicht ver-
schlossenen Petrischale springen die Pollensacke nach kurzer Lagerung bei Zimmertem-
peratur auf. In diesem Zustand werden die Pollen in den Petrischalen im Kiihlschrank
bei etwa 4 °C bis zur Einkreuzung aufbewahrt. Mit Ausnahme der Vogelkirschen BD
6 und BD 8, die kaum Bliitenansatz an den eingestellten Bliihreisern zeigten, konnte
von allen Baumen Pollen gewonnen werden. Ziel der durchgefiihrten Kreuzungen ist die
Differenzierung des Vorkommens in kompatible und inkompatible Individuen in Bezug
auf den ausgewahlten Einzelbaum AS 1. Da die Struktur der Inkompatibilitatstypen
zum Zeitpunkt der Bestaubung unbekannt war, wurden acht Fremdbestaubungen sowie
die obligatorische Selbstbefruchtung von AS 1 durchgefiihrt. Sieben Pollenspender aus
dem Vorkommen Weende, von denen ausreichend Pollen zur Verfiigung stand, kamen
zur Anwendung. Im einzelnen waren dies die Ba&ume mit den Nummern BD 1, 2, 4, 5,
7, 9 und 10. Zusatzlich wurde noch ein Vertreter aus dem Vorkommen Geismar, der
Baum BB 2, eingekreuzt. Dieselbe Pollensammlung, erganzt um Pollen einiger weiterer
Vogelkirschen, wurde auch fiir die Bestaubungsversuche in vitro verwendet, womit eine
zusétzliche Methode zur Uberpriifung der Pollenviabilitit zur Verfiigung stand.

Bei nafikalter Witterung wurden am 15. April 1999 zunéchst an den fiir die
Kreuzungsversuche markierten Zweigabschnitten des isolierten Einzelbaums AS 1 alle
Bliiten entfernt, deren Bliitenstadium das Ballonstadium einer ungeoffneten Bliite
iiberschritten hatten. Als Ballonstadium wird die Phase kurz vor der Offnung der Bliite
bezeichnet, bei der sich die weilen Kronblatter gleichsam wie ein Fesselballon aufstellen.
Diese Bliiten wurden mit Hilfe einer Spezialschere bearbeitet, die eine gleichzeitige Ent-
fernung der Staubblitter und der Bliitenkrone erlaubt, so dafl bei der Emaskulierung
der zentrale Griffel erhalten bleibt. Ziel war es etwa 50 bestdubungsfahige Narben fiir
jeden Kreuzungsgang zu erhalten. Nach Beurteilung der Rezeptivitiat samtlicher Nar-
benoberflachen wurde mit definiertem Einzelbaumpollen zweigabschnittsweise bestaubt.
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Diese emaskulierten Bliiten wurden nach der kontrollierten Bestaubung nicht eingehiillt,
wie das bei windbestdubten Arten notwendig ist, da sie durch das Entfernen der Kron-
blatter und anhaftenden Nektarien keinerlei Attraktivitdt mehr fiir die natiirlichen
Bestduber (z. B. Bienen und Hummeln) besteht. Windbestdubung bei der Kirsche wird
durch den Pollenkitt weitgehend verhindert. Weiterhin sorgte in diesem Fall die kiihle
Witterung der folgenden Tage wahrend dieser Kunstbestaubungsphase fiir ein deutlich
verringertes Pollenangebot aus der Umgebung. Die Anzahl bestdubter Narben wurde
protokolliert. Zum Vergleich mit der freien Abbliite wurde der Bliitenansatz und spétere
Fruchtanhang an drei weiteren, ebenfalls markierten, Zweigabschnitten erhoben. Am
30. Juni wurden die reifen Friichte jeder einzelnen Kreuzung — soweit vorhanden — geern-
tet, das Fruchtfleisch entfernt und die Samen eingelagert.

2.2.1.2 Bestaubungsversuche und Pollenschlauchwachstum nach etablierten
Verfahren

Ausgehend von Bestaubungsversuchen zwischen Einzelbaumen, die mit entsprechen-
den Wartezeiten bis zur Feststellung der paarungsspezifischen Vertraglichkeit verbunden
sind (CRANE & LAWRENCE 1929), haben sich neuere Methoden der frithzeitigen Ein-
schatzung von Kompatibilitat und Inkompatibilitat entwickelt, von denen ein weitgehend
standardisiertes Verfahren bei SCHMIDT & TIMMANN (1997) detaillierter beschrieben
ist. Es beruht im wesentlichen auf der empirisch abgeleiteten Erkenntnis, dafl Pollen
bei ausreichender Viabilititdt und entsprechender Kompatibilitdt binnen 24 Stunden
gekeimt, das Griffelgewebe des Paarungspartners durchwachsen und zu einer erfolgrei-
chen Befruchtung einer der beiden vorhandenen Eizellen gefiihrt haben (STOSSER 1966,
1980). Ausgehend von den S-Genotypen bereits bekannter Kultivare der Siiflkirsche
bilden Kreuzungsdiagramme die Grundlage fiir alle Bestaubungsversuche, die zur Identi-
fikation der Inkompatibilitatsgenotypen neuer Sorten fithren sollen. Fiir die Vogelkirsche
konnen diese Verfahren, ausgehend von den bekannten Siiflkirschensorten, zur Bestim-
mung gemeinsam genutzter S-Allele dienen.

Die einzelnen Arbeitsginge sind im Folgenden chronologisch aufgelistet:

1. Beginnend mit der Gewinnung ungeoffneter Einzelbaumbliiten, die im giinstigsten
Fall das spiate Ballonstadium bereits erreicht haben, werden fiinf, in unserem Fall sechs,
davon, wie fiir Kreuzungen dargestellt, emaskuliert und in vorbereitete, geschlossene Kul-
turgeféfle mit Agarmedium eingesetzt. Nach dem Einsetzen wird das Gefafl immer wieder
verschlossen. Dabei hat sich die Verwendung jeweils eines Kulturgefafles fiir jeden Pol-
lenelter bewahrt, um Pollenkontaminationen in jedem Fall ausschlieen zu konnen. Die
Bliiten verschiedener Baume in einem Gefafl werden durch beschriftete Kartonstreifen
entsprechend separiert.

2. Parallel zur Emaskulierung wird der benétigte Pollen in Form von Antheren in
pollendichten Petrischalen eingesammelt und gegebenenfalls bis zur Verwendung kiihl
zwischengelagert. In evakuierten Glasrohrchen lafit sich die Keimfahigkeit des Kirschen-
pollens bei kiihler Lagerung iiber mehrere Jahre erhalten.

3. Nach dem Einsetzen der Bliiten wird die Weiterentwicklung der Narbenoberflachen
bei Raumtemperatur beobachtet, bis diese einen feucht-glanzenden Schimmer als Anzei-
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chen fiir glinstige Bedingung der Pollenkeimung annehmen.

4. Entsprechend den Vorgaben eines Kreuzungsdiagramms werden die klebrigen Nar-
ben mit Pollen der definierten Paarungspartner bestaubt. Wie bereits unter 1. erwahnt,
sollte nur ein Pollenelter pro Gefafl verwendet werden. Statt mit einem in 70%igem
Athylalkohol sterilisierten Glasstab fiir die Polleniibertragung auf die Narben kann auch
ein auf die gleiche Weise gereinigter Finger zum Einsatz kommen. Es ist jedoch stets da-
rauf zu achten, dafl nach jedem verwendeten Pollenelter eine erneute, intensive Reinigung
der Ubertragungswerkzeuge notwendig ist. Das Kulturgefif wird nach jedem Offnen stets
wieder verschlossen.

5. Fiir 48 Stunden werden die bestaubten Bliiten zur Pollenkeimung und Entwicklung
der Pollenschlauche bei Raumtemperatur sich selbst iiberlassen. Da diese Untersuchun-
gen ausschlieflich wihrend des Frithjahrs moglich sind und eine Vielzahl paralleler Ak-
tivitaten die sofortige Aufbereitung in den seltensten Fallen zulafit, wird mit dem folgen-
den Arbeitsschritt erst mit einigem zeitlichen Abstand fortgefahren. Um die Qualitat der
spateren Praparate zu gewahrleisten, erfolgt eine kiihle Zwischenlagerung. Fiir die hier
vorgestellten Untersuchungen wurde jedoch sofort mit der Aufbereitung der bestdubten
Bliiten begonnen.

6. Die weitere Praparation der Bliiten, die im wesentlichen noch aus dem Grif-
fel, dem Fruchtknoten und dem Bliitenboden mit anhangendem Stiel bestehen, erfolgt
fir jede Kreuzung separat durch 10miniitiges Kochen in 1 n Natronlauge (NaOH).
Nach dem Abkiihlen und intensiven Spiilen unter flieBendem Wasser werden die Bliiten
fir eine Stunde in 0,1%iger Anilinblau-Losung gefarbt. Mit der Herstellung von
Quetschpréaparaten fiir die Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop wird der letzte
Arbeitsschritt vorbereitet.

7. Abschlieflend wird das Pollenschlauchwachstum jeder einzelnen Bliite nach einem
festen Boniturschema bewertet, das in der folgenden Tabelle 2-1 wiedergegeben wird:

Tab. 2-1: Boniturschema fiir Pollenschlauchwachstum nach 48 Stunden

Wertung Kriterium

Pollenkérner auf der Narbe gekeimt

Pollenschlauch ein Viertel des Griffels durchwachsen
Pollenschlauch die Halfte des Griffels durchwachsen
Pollenschlauch drei Viertel des Griffels durchwachsen
Pollenschlauch in der Nahe des Fruchtknotens
Pollenschlauch am Fruchtknoten

1 Pollenschlauch im Fruchtknoten

2 bis 5 Pollenschlauche im Fruchtknoten

mehr als 5 Pollenschlauche im Fruchtknoten

© 00 N O U = W N

Nur die Wertungsnoten 1 und 2 sowie 7 bis 9 erlauben klare Aussagen zur Inkompa-
tibilitat bzw. Kompatibilitdt der Paarung. In allen iibrigen Fallen sollten die Paarungen
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wiederholt werden, um zu eindeutigen Aussagen hinsichtlich deren Einordnung zu kom-
men.

Das Kreuzungsdiagramm, das in Tabelle 2-2 wiedergegeben ist, zeigt die durchgefiihr-
ten Paarungen in vitro. Wegen der begrenzten Anzahl von Bliiten und Pollen wur-
den bevorzugt benachbarte Baume auf ihre Kompatibilitat iiberpriift. Um jedoch die
vollstandige Information iiber die Kompatibilitat der in dem Vorkommen vorhandenen
Baume zu erhalten, hatte ein Diallel, in dem jeder Pollenspender mit jedem Eizellendo-
nator gepaart wird, durchgefithrt werden miissen — fiir Studien in grofleren Populationen

ein kaum zu realisierender Aufwand.

Tab. 2-2: Kreuzungsdiagramm fiir die Kompatibilitatspriifung in wvitro

Pollenspender
BD1/BD2 BD3 BD4/ BD5 BD7 BD9 BD 10 BD 11 AS1| BB 2| EIS 1
BD 1 + +
BD 2 + +
« BD3
-8 BD 4 + + + +
c BD5 ¥ %
2BD7 + | o+ | o+
SBDg + + +
o BD10| +
@ BD 11 + | o+ |+
< AS1 + +
BB 2 +
EIS1 .

2.2.1.3 Analyse von S-RNasen

Die elektrophoretische Methode zur Identifikation von S-RNasen in Griffeln einer
Vielzahl bekannter Kulturkirschensorten wurde an der britischen Forschungseinrich-
tung Horticulture Research International entwickelt und der Vererbungsmodus der
S-RNasen nachgewiesen (BOSKOVIC & TOBUTT 1996, 1998 sowie BOSKOVIC et
al. 1997a). Neben den sechs bei der Kulturkirsche weitverbreiteten und in Kreuzungs-
untersuchungen bisher entdeckten S-Allelen konnten mit dieser Methode weitere sowohl
bei der Kultur- wie auch bei der Vogelkirsche entdeckt werden (BOSKOVIC pers. Mitt.).
Wiéhrend eines Forschungskurzaufenthaltes im September 1999 beim Horticulture Re-
search International in East Malling wurden ausgewahlte Vogelkirschen der eingangs
beschriebenen Untersuchungspopulationen hinsichtlich ihres Inkompatibilitatsgenotyps
analysiert. Im einzelnen handelt es sich bei den Kirschen um die Klonbasis der Samen-
plantage Neuhemsbach und die Vorkommen Weende und Geismar. Vor Ort wurden
die Arbeiten von Herr Dr. Radovan Boskovi¢ betreut, der sich zu diesem Zeitpunkt in
Grof3britannien aufhielt. Die methodische Vorgehensweise wird im Folgenden detailliert
vorgestellt.
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Die Gene der S-RNasen werden nur in den reifen Sexualorganen exprimiert (BELL
1995); bei der Kirsche befinden sie sich im Griffel der Bliite. Nach der Extraktion von S-
RNasen aus Griffeln werden diese in einem speziellen Elektrophoreseverfahren, der isoelek-
trischen Fokussierung (IEF), aufgetrennt. Anders als bei der klassischen Elektrophorese,
bei welcher die Molekiile nach ihrer Grofle und pH-spezifischen Nettoladung separiert
werden, trennt die IEF die Molekiile nach ihrem isoelektrischen Neutralpunkt, der nur
bei einem spezifischen pH-Wert erreicht wird. Im IEF-Gel herrscht ein pH-Gradient
von basisch bis alkalisch. Der am Gel angelegte elektrische Stromflufl bewirkt die Mo-
bilitat der Molekiile. Durch die spezielle Nachweisreaktion, die hier zu einer Entfarbung
des blau kolorierten Gelhintergrundes fithrt, konnen die Enzymreaktionen der S-RNasen
sichtbar gemacht werden. Das typische Muster der S-RNasen besteht aus zwei einzelnen
Banden, da die Allele am S-Genlocus nur in heterozygoter Form vorliegen. Selbstfertile
Kulturkirschen, deren Vorfahren im wesentlichen aus Bestrahlungsversuchen stammen,
besitzen die inaktivierte Form eines bekannten S-Allels, das sich in der IEF fast wie
seine Urform verhalt. Weiterhin existieren Nullallele, die im Zymogramm nicht nachweis-
bar sind. Die entsprechend heterozygoten Genotypen erzeugen daher im Zymogramm
nur Einzelbander. Sowohl die genetische Interpretation als auch die genetische Kontrolle
dieser Einzelbanden sind nachgewiesen (BOSKOVIC pers. Mitt.).

Die Methode der Probenaufbereitung und Elektrophorese ist im Anhang ausfiihr-
licher wiedergegeben.

2.2.2 Isoenzymanalysen

Unter Isoenzymen versteht man sehr allgemein strukturell unterschiedliche Molekiil-
varianten eines Enzyms mit identischer oder fast identischer katalytischer Stoftwechsel-
funktion. Sind Isoenzyme infolge von Genmutationen als Produkte verschiedener Allele
eines einzigen Genlocus entstanden, werden diese auch als Alloenzyme bezeichnet. Un-
terschiede in der Molekiilstruktur dieser Isoenzyme fithren bei einem definierten pH-Wert
zu spezifischen Nettoladungen, welche die Wanderungsgeschwindigkeit der Isoenzyme in
einem elektrischen Feld determinieren und somit zu deren Trennung in der Elektrophorese
genutzt werden. Durch spezifische histochemische Reaktionen sichtbar gemacht, dienen
die visualisierten Isoenzymphénotypen als Basis fiir die Analyse von Enzymsystemen, fiir
die Etablierung von Methoden ihrer genetischen Interpretation sowie fiir die Verwendung
von identifizierten Isoenzym-Genmarkern fiir genetische Inventuren in Waldbaumpopu-
lationen. Der besondere Vorteil der Isoenzyme liegt in der kodominanten Auspragung
der Phénotypen (GILLET 2000). Erste Arbeiten zur genetischen Kontrolle von Isoen-
zymphénotypen bei der Fichte wurden u. a. von BARTELS (1971) und BERGMANN
(1971) veroffentlicht. Seitdem ist eine Vielzahl von populationsgenetischen Untersuchun-
gen mit Isoenzymen durchgefiihrt worden. Zahlreiche Anwendungsbeispiele finden sich
bei MULLER-STARCK & ZIEHE (1991) und FINESCHI et al. (1991).

Isoenzymuntersuchungen bei Kirschen sind von KAURISCH et al. (1988, 1991) und
GRANGER et al. (1993) an Kultursorten von Prunus avium L. sowie von SANTT (1988)
und SANTI et al. (1990) fiir die Vogelkirsche durchgefiihrt worden. Wahrend KAU-
RISCH et al. (1988, 1991) Stédrkegele zur Trennung der Isoenzyme benutzen, setzten
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SANTT (1988) und SANTI et al. (1990) Polyacrylamid und GRANGER et al. (1993)
Zelluloseacetat als Trennmedien bei der Elektrophorese ein. Ausgehend von Standardver-
fahren der Stérkegel-Elektrophorese, wie sie fiir die Rotbuche (Fagus sylvatica L.) bereits
entwickelt sind, wurden verschiedene Modifikationen am Trennsystem vorgenommen, um
die Trennscharfe der Zymogramme zu optimieren. Folgende Enzymsysteme wurden in
der vorliegenden Arbeit auf mdogliche Polymorphismen untersucht (s. Tabelle 2-3) und
davon solche ausgewahlt, an denen unterschiedliche genetische Varianten des jeweiligen

Isoenzyms nachgewiesen werden konnten.

Tab. 2-3: Auf mogliche Polymorphismen bei der Vogelkirsche untersuchte Enzymsysteme

Enzym EC-Nummer Abkiirzung
Aconitase 4.2.1.3 ACO
Alaninaminopeptidase 3.4.11.1 AAP
Alkoholdehydrogenase 1.1.1.1 ADH
Diaphorase 1.6.2.2 DIA
Formiatdehydrogenase 1.2.1.1 FDH
Glucose-6-phosphatdehydrogenase 1.1.1.49 G6PDH
Glutamat-Oxalat-Transaminase 2.6.1.1 GOT
Isocitratdehydrogenase 1.1.1.42 IDH
Leucinaminopeptidase 3.4.11.1 LAP
Malatdehydrogenase 1.1.1.37 MDH
Malatenzym 1.1.1.40 ME
Menathionreduktase 1.6.99.2 MNR
Nicotinamid-adenin-dinucleotid- 1.6.99.5 NDH
dehydrogenase

Phosphoglucoisomerase 5.3.1.9 PGI
Phosphoglucomutase 2.75.1 PGM
6-Phosphoglucosedehydrogenase 1.1.1.43 6PGDH
Polyphenoloxidase 1.14.18.1 PPO
Saure Phosphatase 3.1.3.2 SAP
Shikimatdehydrogenase 1.1.1.25 SKDH
Superoxiddismutase 1.15.1.1 SOD

Eine Vielzahl von Enzymsystemen, fiir die in anderen Arten Polymorphismen
beschrieben sind, erwiesen sich als monomorph. Das gilt bei der Vogelkirsche fiir ADH,
FDH, MNR, NDH, SAP und SOD. AAP und LAP zeigen bei ihrer Anfarbung identische
Zymogramme, so dal von einer Unspezifitat der jeweils vorliegenden Aminopeptidase
(AP) hinsichtlich der reagiblen Proteine ausgegangen werden kann. Bei allen folgenden
Untersuchungen wurde zwar nur noch Leucin als Substrat verwendet; die Bezeichnung
LAP fiir das vorliegende Enzymsystem wére aber irrefithrend, so dafy im weiteren Textver-
lauf nur noch vom Enzymsystem AP gesprochen wird.
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In den Routineuntersuchungen wurden daher ausschliellich die polymorphen En-
zymsysteme MDH, ACO, und PGI im Puffersystem TRIS-Citrat pH 7.0; AP, GOT und
PPO in ASHTON pH 8.5 sowie SKDH, 6PGDH, IDH und PGM in TRIS-Maleat pH 7.5
getrennt. Ausfithrlicher ist die Methode der Probenaufbereitung und Elektrophorese im
Anhang beschrieben.

Die Isoenzymphanotypen bilden die Grundlage sowohl fiir die Beschreibung klonaler
Strukturen als auch fiir eine eingehende Vererbungsanalyse. Sie dienen somit letztendlich
der Dokumentation genetischer Strukturen in Populationen.

2.2.3 Analyse des Vererbungsmodus

Die bisher veroffentlichten Interpretationen von Zymogrammen der unterschiedlichen
Enyzmsysteme bei Kirsche (KAURISCH et al. (1988, 1991), SANTI (1988), SANTI
et al. (1990), GRANGER et al. (1993), GRANGER (1996b)) bildeten die Basis
fiir die Einordnung der in den hier vorgestellten Untersuchungen gefundenen Isoen-
zymphanotypen bei der Vogelkirsche. Dazu werden die einzelnen Zymogramme zunachst
erlautert (2.2.3.1) und anschliefend die verwendete Methode zur Vererbungsanalyse
(2.2.3.2) kurz beschrieben. Die Systematik der Kopplungsanalyse wird zusammen mit
den zugehorigen Ergebnissen in 3.2.2 dargestellt.

2.2.3.1 Beschreibung der Zymogramme

Mit Hilfe von DIPLOGEN, einem computergestiitzten Auswertungsprogramm fiir
Zymogramme (GILLET 1998), wurden fiir die vorliegenden Isoenzymmuster zunéchst Hy-
pothesen zur Anzahl der kodierenden Genloci und Allelvarianten formuliert und tiberpriift
(s. a. Spaltungsanalyse).

Grundlage fiir eine genetisch einwandfreie Beschreibung von Zymogrammen ist die
zweifelsfreie Erklarung ihres Vererbungsmodus.

Jedes Isoenzymmuster setzt sich aus einem oder mehreren Zonen zusammen, die von
der Anode kommend mit fortlaufenden Grofibuchstaben (A, B, ...) bezeichnet werden.
Innerhalb der Zonen wiederum erhalten die verschiedenen Banden eine entsprechende nu-
merische Bezeichnung in Abhéngigkeit von ihrer Wanderungsgeschwindigkeit; hier wurde,
beginnend mit der Nummer 1 fiir das langsamste Band, das jeweils néchstschnellere mit
der jeweiligen Folgenummer bezeichnet. In diploidem Gewebe sind jeweils zwei Allele an
jedem Genlocus vorhanden. Sind diese in ihrer Struktur und Wanderungsgeschwindigkeit
identisch, spricht man von homozygoten Genotypen (z. B. A3As). Im Fall struktureller
und ladungsinduzierter Unterschiede handelt es sich um heterozygote Genotypen, die
entsprechend der beiden nachgewiesenen Banden (z. B. A1 As) bezeichnet werden. SANTI
(1988), SANTT et al. (1990), GRANGER et al. (1993) und GRANGER (1996b) wenden
innerhalb der variablen Zonen eine hiervon abweichenden Bezeichnung an, in dem sie die
schnellste Bande mit a und die nachstlangsamere mit b usw. bezeichnen. Nur SANTI
(1988) und SANTT et al. (1990) weisen zudem Zonen von der Anode kommend mit einer
fortlaufenden Numerierung aus.

Aus der Kenntnis der Zusammensetzung der verschiedenen Enzyme aus Polypepti-
den lassen sich diese in unterschiedliche Gruppen einteilen. So werden Enzyme, die aus
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exakt einem Polypeptid bestehen, als monomere Enzyme bezeichnet. Eine dimere Struk-
tur bedeutet, dafl das eigentliche Enzym aus zwei Polypeptidmolekiilen zusammenge-
setzt ist. Das Wissen um diese Quartarstruktur ist fiir die genetische Interpretation von
Isoenzymmustern hilfreich. In der folgenden Tabelle 2-4 werden die untersuchten Enzym-
systeme der Vogelkirsche beziiglich ihrer Quartarstruktur (nach ACQUAAH 1992), die
artiibergreifend weitgehend identisch ist, klassifiziert und die Zahl vorhandener Genloci
und die an den polymorphen Loci nachgewiesenen Genvarianten (Allele) aufgelistet.

Tab. 2-4: Ubersicht der interpretierten Enzymsysteme bei der Vogelkirsche

Enzym-| Quartérstruktur Anzahl | Anzahl Anzahl
system | nach ACQUAAH | Genloci | polymorpher | Allele
(1992) Genloci

ACO monomer 2 1 2
AP monomer 2 1 2
PGM monomer 2 1 2
PPO monomer 3 1 2
GOT dimer 3 1 2
IDH dimer 2 1 2
MDH dimer 2 1 2
PGI dimer 2 1 3
SKDH | dimer 2 1 2
6PGDH| dimer 2 1 2

2.2.3.2 Spaltungsanalyse

Waéhrend anfanglich noch aufwendige Kreuzungsprogramme notwendig waren, um
den Vererbungsmodus der Isoenzyme verlafilich und reproduzierbar zu analysieren, wur-
den spater modellgestiitzte Methoden entwickelt, die - zundchst noch auf den Mendelge-
setzen basierend (GILLET & HATTEMER 1989) - kontinuierlich konzeptionell weiter-
entwickelt wurden (GILLET 1991, 1996, 1997, GILLET & GREGORIUS 2000). Die
Entwicklung derartiger Methoden wurde erforderlich, weil nicht bei allen Arten die
Moglichkeit besteht, Nachkommen aus kiinstlichen Bestaubungen zu erzeugen. Diese
Methoden bauen daher im Vergleich zu den klassischen Verfahren nicht ausschliefSlich auf
den Nachkommen eines Elternpaares oder eines Samenelters aus freier Abliite auf, sondern
sind fiir allgemeine Kollektive mit bestimmten Eigenschaften giiltig. Diese Eigenschaften
lassen sich im wesentlichen durch die genetische Abgeschlossenheit und die ausreichende
Stichprobengrofie fassen.
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Genetische Abgeschlossenheit eines Kollektivs bedeutet in diesem Zusammenhang,
daf} samtliche Isoenzymmuster, die als mogliche Kombinationen des zu untersuchenden
Vererbungsmodus auftreten kénnten, auch tatséchlich im untersuchten Kollektiv vorhan-
den sind. Am besten 148t sich dies durch eine ausreichend grofie und somit reprasentative
Stichprobe aus dem gesamten Kollektiv absichern, wenn eine vollstandige Untersuchung
wie bei individuenreichen Populationen kaum moglich erscheint. Die Berechnung der mi-
nimalen Stichprobengroéfle richtet sich nach der Wahrscheinlichkeit, mit der eine seltene
Allelvariante in einem Kollektiv diploider Individuen entdeckt werden kann (GREGO-
RIUS 1980).

Ausgehend von den Isoenzymmustern eines genetisch abgeschlossenen Kollektivs
diploider Individuen und unter Beriicksichtigung bestimmbarer qualitativer Gesetzméaflig-
keiten fiir die Interpretation von Einzelbanden (GILLET 1996), generiert DIPLOGEN
(GILLET 1998) systematisch alle Hypothesen zum Vererbungsmodus dieser Muster. In
mehreren untersuchten Fallen hat sich die vollstandige Konsistenz mit den Ergebnissen
aus Kreuzungsexperimenten ergeben.

Das computergestiitzte Auswertungsprogramm fiir diploide Individuen DIPLOGEN
(GILLET 1998) erméglicht die Identifikation aller durch den jeweiligen Datensatz nicht
falsifizierten Vererbungsmodi.

Diesem Verfahren liegt folgende Konzeption zugrunde: Die Ausprigungen geneti-
scher Merkmale sind durch sexuelle Reproduktion entstanden. Sind Merkmale genetisch
kontrolliert, 148t sich durch die Kombination von Einzelinformationen deren Vererbungs-
modus feststellen. Eine wichtige Voraussetzung hierbei ist die genetische Abgeschlossen-
heit von Kollektiven, was gleichbedeutend mit dem Vorhandensein aller moglichen geneti-
schen Varianten der betrachteten Merkmale ist.

Erst aus Kenntnis samtlicher in einem Kollektiv, besser noch in der gesamten Art,
vorhandenen Isoenzymmuster 1afit sich bei diesem Verfahren deren Vererbungsmodus
zweifelsfrei ergriinden. Das Verfahren ist vom Grundsatz her gleichermaflen fiir die Ana-
lyse von kodominanten und dominanten Genwirkungssystemen geeignet. In der vorliegen-
den Arbeit wurde das Verfahren auf kodominant exprimierte Isoenzyme angewandt.

Die Grundlage der kombinatorischen Analyse bilden die Lage sémtlicher Einzelban-
den in den Zymogrammen und ihre Verteilung auf die einzelnen Zymogramme. Alle
nachgewiesenen Isoenzymmuster, die sich in Lage und Anzahl der Einzelbanden un-
terscheiden, werden erfaffit und ergeben den Datensatz eines Kollektiv. Die Lage jedes
Einzelbandes wird als Elementarzone bezeichnet, die mit verschiedenen Bedeutungen hin-
sichtlich ihrer genetischen Interpretation behaftet sein kénnte (Hauptbande, Intralocus-
und Interlocus-Hybridbande usw.). Das Programm priift unterschiedliche Vererbungs-
hypothesen, indem es iiber alle Zymogramme die einzelnen Elementarzonen auf unter-
schiedliche Weise zu Genloci gruppiert und innerhalb der Gruppierungen die Konsistenz
ihrer Vererbung analysiert.

DIPLOGEN (GILLET 1996) unterscheidet hierbei zwischen fixierten und nicht fi-
xierten Elementarzonen. Fixierte Elementarzonen sind in allen Isoenzymmustern iden-

tisch vorhanden. Diese sind entsprechend als fixierte Genloci interpretierbar. Die nicht
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fixierten Elementarzonen lassen sich nochmals hinsichtlich der Abhéngigkeit bzw. Un-
abhangigkeit ihres Auftretens mit anderen unterteilen. Eine nicht fixierte Elementar-
zone ist dann abhangig, wenn zu dieser stets eine zweite Elementarzone vorhanden
ist, die mit der abhangigen ersten zugleich an- oder abwesend ist. Die Abhangigkeit
besteht daher zunéchst in beide Richtungen, wobei die Art der Hypothesengenerierung
und letztlich ihrer Interpretation als Haupt- und Nebenbande entscheidet, welches
Abhangigkeitsverhaltnis das wahrscheinlichere ist. Die Hauptbande reprasentiert im-
mer einen korrespondierenden Genlocus, wahrend die Nebenbande in polymeren Sy-
stemen als entweder Intralocus- oder Interlocus-Hybridenzym angesprochen werden kann.
Abhéngigkeit kann auch iiber mehr als zwei Elementarzonen hinweg bestehen. Zwei nicht
fixierte Elementarzonen sind voneinander unabhéngig, wenn die eine oder die andere oder
auch beide gleichzeitig anwesend sind. Die Vererbungsanalyse dieser beiden Elementarzo-
nen entscheidet wiederum, ob sie entweder zu einem Genlocus oder zu zwei unabhangigen
Genloci gehoren.

Die Isoenzymmuster von iiber 400 verschiedenen Vogelkirschen aus Altbestanden
in verschiedenen Teilen Deutschlands sind in die Untersuchungen eingeflossen. Um sel-
tene Varianten mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit im Kollektiv zu entdecken, sind
entsprechende Stichprobengréfien anzustreben (GREGORIUS 1980). Um mit 99%iger
Wahrscheinlichkeit einen seltenen Genotyp mit der relativen Haufigkeit 0,05 sicher zu
identifizieren, sind 149 Individuen zu untersuchen. Fir die Spaltungsanalysen, die an
Samen, dem ersten fiir Isoenzymanalysen verfiigharen Stadium einer Zygotenpopulation,
durchgefiihrt wurden, wurden ein Stichprobenumfang von 160 Samen pro Samenelter
untersucht.

2.2.4 Erhebung der Bestandesstruktur

Neben Verfahren zur Beschreibung einfacher Waldstrukturen (Dimensionsverteilung,
Artendiversitét) etablieren sich zunehmend auch solche, mit denen sich mehr kom-
plexere Merkmale der rdumlichen Struktur (Aggregation, Durchmischung, Differen-
zierung) beschreiben und vergleichen lassen (VON GADOW 1999). Verfahren, die sowohl
die tatsichliche raumliche als auch die soziologische Struktur einer einzigen Mischbaum-
art innerhalb eines artenreichen Bestandes abbilden konnten, sind nicht bekannt. Daher
wurden, ausgehend von einem fest vermarkten Gelandepunkt, die Standplatze aller Vo-
gelkirschen der Abteilung 1 a; der Forstgenossenschaft Wibbecke mit Hilfe einer Bussole
und einem MeBband erfalt. Die soziologische Stellung jeder Kirsche wurde mittels Be-
stimmung ihres Brusth6hendurchmessers und der Einschatzung der KRAFT’schen Klasse
beschrieben. Alle erfaiten Vogelkirschen wurden am Stammfuf fiir die Dauer der Unter-
suchungen numeriert. Die rdumliche Verteilung der erfafiten Vogelkirschen wird als Insel-
struktur ohne die bestandesbildenden Baumarten kartenméfig wiedergegeben (s. Abb. 2-
3; S. 8).
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2.2.5 Erhebung der Phdnologie und Samenmorphologie

Neben genetischen Markern werden haufig auch variierende morphologische und
phéanologische Eigenschaften zur Charakterisierung und Unterscheidung von Individuen
und Kollektiven verwendet. Die genetische Kontrolle dieser Merkmale ist im allgemeinen
sehr komplex und in den seltensten Féllen eindeutig nachgewiesen worden, da die Ex-
pression des Phanotyps ein Zusammenspiel von Genotyp und Umwelt ist. Es kann jedoch
davon ausgegangen werden, dafl alle physiologischen Vorgange, dhnlich wie Prozesse des
Bliiten- oder Blattaustriebs, vom Genom sehr individuell reguliert werden. Insbesondere
die Variationen in Bezug auf Blithdauer und -intensitdat haben unmittelbare Auswirkun-
gen auf den reproduktiven Zusammenhalt einer Art. Daher erscheint es sinnvoll, auch
ohne detaillierte Kenntnis ihres Vererbungsmodus, derartige Beobachtungen unter Beach-
tung ihrer beschrankten Aussagefahigkeit in die Betrachtungen zum Reproduktionssystem
der Vogelkirsche einzubeziehen. Geht man weiter davon aus, dafl Klone genetisch iden-
tische Individuen umfassen, so lassen sich in Klonkollektiven nur geringe Unterschiede
hinsichtlich ihrer Phanologie erwarten. Das gilt auch fiir die Fruchtfarbe und die Mor-
phologie des Samens, die beide auf maternale Genwirkung zuriickzufiihren sind und somit

einer Klonunterscheidung dienen konnen.
2.2.5.1 Phanologie

Die Beobachtung einzelner Merkmale eines Individuums bildet die Grundlage
phéanologischer Erhebungen. Die das Merkmal kontrollierenden Genloci sowie deren
Wechselwirkung mit der Umwelt erzeugen den Phanotyp. Unter weitgehend konstan-
ten Umweltbedingungen sollten genetisch identische Individuen, z. B. Wurzelschofllinge,
sehr ahnliche phéanologische Eigenschaften besitzen, wahrend genetisch verschiedene
Individuen eine starker voneinander abweichende Phénologie aufweisen. Die Kom-
plexitat der genetischen Kontrolle der beteiligten Genloci einerseits und die Verwen-
dung relativ grob skalierter Boniturmethoden andererseits ermoglichen keinesfalls den
detaillierten Zugang zu den tatsachlichen Wechselbeziehungen, sondern konnen nur eine
Ahnlichkeitsvermutung liefern. Unter dieser Pramisse sollen im Folgenden phénologische
Erhebungen zu Blithverlauf und -starke sowie Blattfarbe und -fall methodisch vorgestellt
werden.

Der Bliithverlauf der Vogelkirsche wurde in der Abteilung 1 a; der Forstgenossen-
schaft Wibbecke in den Jahren 1998 und 1999 erhoben. Zur Auswertung kann jedoch
nur das Jahr 1998 kommen, da am 30. April 1999, kurz nach Blihbeginn, alle Bliiten des
Bestandes durch einen Hagelsturm zerstért wurden. In 1998 wurde an fiinf Tagen (10.,
18. und 22. April; 2. und 7. Mai) eine einzelbaumweise Einschitzung der Bliihstérke nach
folgender Werteskalierung (Tab. 2-5) vorgenommen.

Die Einschatzung des Anteils gedffneter Bliiten wurde mittels eines Feldstechers mit
achtfacher VergroBerung jeweils an mehreren Asten der von unten einsehbaren Krone
vorgenommen. Da sich die Bliiten erst im Laufe des Vormittags offnen, fanden die
Blithbonituren in den frithen Nachmittagsstunden statt. Es wurde zwischen beginnender
und ausklingender Bliite (in beiden Féllen sind bis zu 25% der Bliiten gedffnet) un-
terschieden, um frith- und spatblithende Vogelkirschen in einem Diagramm voneinander
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trennen zu konnen.

Tab. 2-5: Bewertungskriterien fiir Blithstarken bei der Vogelkirsche

Bliihstarke Kriterium
0 keine gedffneten Bliiten
1 beginnende Bliite (bis zu 25% geoffnete Bliiten)
2 mittlere Bliite(30 bis 50% gebfinete Bliiten)
3 Vollbliite (50 bis 70% geoffnete Bliiten)
4 ausklingende Bliite (bis zu 25% gedffnete Bliiten)

Um die Verteilung der Bliihstiarke iiber den gesamten Boniturzeitraum besser
darzustellen, wurden die individuellen Boniturnoten aufsummiert. Dabei wurde die Boni-
turnote 4 mit 1 bewertet, da sich die Noten 1 und 4 in ihrer Intensitat entsprechen und
lediglich zur Differenzierung zwischen frither und ausklingender Bliite verwendet wurden.

Da in keinem der Beobachtungsjahre nennenswerter Fruchtanhang zu verzeichnen
war, konnen keine Angaben zur Variation der Fruchtfarbe in dem Vorkommen gemacht

werden.

Die Variation in der herbstlichen Blattfarbe bei der Vogelkirsche ergibt sich aus der
unterschiedlichen Intensitat bei der Einlagerung von Schlackenstoffen, wie Anthocyanen
(rot) und Carotinoiden (gelb) (STRASBURGER et al. 1983), und beim verzégerten Ab-
bau von Chlorophyll (griin). Mit einer Bonitur am 16. Oktober 1998 wurde die Blattfarbe
einzelbaumweise festgestellt.

Die Blattfarbe wurde anhand der drei vorkommenden farbgebenden Komponenten
visuell eingeschéitzt und nach dem folgenden Schema (Tab. 2-6) in sechs Farbvarianten
unterschieden.

Tab. 2-6: Boniturnoten fiir die Einschatzung der herbstlichen Blattfarbe

Boniturnote Blattfarbe

10 griin (keine erkennbar Herbstfarbung)
20 gelb

30 rot

12 griin-gelb

13 grin-rot

23 gelb-rot

Neben den drei einzelnen Farben (griin, gelb und rot) ergeben sich weiterhin Mischun-
gen aus jeweils zweien, die in den drei angebenen Mischklassen zusammengefafit wurden.
Baume, die das griine Blatt abwerfen, wurden mit 10 bonitiert. Entsprechendes gilt fiir die
Boniturnoten 20 und 30, wobei die Blatter eines Baumes jeweils ausschliellich entweder
die eine oder die andere Farbe tragen (hoher Carotinoid- bzw. Anthocyananteil). Die
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Blattfarben griin-gelb und griin-rot beschreiben den sich noch verzégernden Abbau von
Chlorophyll, weshalb die beim Blattfall zu erwartende Farbe im Text durch Fettdruck
hervorgehoben ist. Die Mischfarbe gelb-rot beschreibt Blatter mit einem ausgewoge-
nen Anteil beider Farbkomponenten. Der genaue Anthocyan- bzw. Carotinoidgehalt der
Blatter wurde nicht naher bestimmt.

2.2.5.2 Erhebung der Samenmorphologie

Einblatt-Steinfriichte zeichnen die Prunoideae (Steinobstgewéichse) aus. Ihr einziges,
mit dem ausgehohlten Bliitenboden nicht verwachsenes Fruchtblatt entwickelt auflen
Fruchtfleisch, innen aber einen sehr festen, meist einsamigen Steinkern (STRASBURGER
et al. 1983), so auch bei der Vogelkirsche (Prunus avium). Bei der &ufleren Hiille des
Steinkerns, der im Folgenden synonym als Samen bezeichnet wird, handelt es sich dem-
nach um maternales Gewebe, wahrend das Kerninnere den aus der Reproduktion her-
vorgegangenen Embryo mit seinen Keimblattern darstellt. Die Samengréfie scheint durch
den Sameneltern genetisch festgelegt zu sein, da Samen verschiedener Baume beziiglich
ihrer Grofle und somit ihres Gewichts sehr stark variieren konnen. Damit deutet sich an,
dafl diese Eigenschaft potentiell zur Charakterisierung eines Samenelters und somit zur
Identifikation seiner Samenverbreitung herangezogen werden kann.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden von verschiedenen Einzelbaumabsaaten
jeweils 50 Samen abgezahlt, insgesamt gewogen und anschlieBend jeder Same einzeln
mit Hilfe einer Mefllehre hinsichtlich seiner Grofle, differenziert durch die Mefgroflen
Lange, Breite und Hohe, auf einen Zehntelmillimeter genau bestimmt. Die Streuung jeder
Mefireihe um den jeweiligen Mittelwert wurde auf Normalverteilung getestet. Die Werte
der Einzelbdume eines Vorkommens wurden zusammengefa3t und denen von Saatgut-
mischproben verschiedener Vorkommen, die nach der gleichen Methode gewonnen wurden,
gegeniibergestellt.

2.2.6 Datenanalyse

Die Auswertung der Daten im Hinblick auf die dargelegte Problemstellung bedient
sich vorhandener statistischer Methoden und genetischer Mafle zur Beschreibung geneti-
scher Strukturen. Im Folgenden werden die verwendeten genetischen Mafle und ihre Be-
deutung fiir die vorliegende Untersuchung erlautert. Alle genetischen Variationsparameter
wurden mit Hilfe des Programms GSED (Genetic Structures from Electrophoresis Data;
GILLET 1994) bestimmt.

2.2.6.1 Verwendete statistische Methoden

In GSED (GILLET 1994) ist bereits eine Reihe statistischer Tests zur Hypothe-
senpriifung, u. a. einen x?- und G-Test integriert. Dariiber hinaus wurde die Streuung
der Einzelwerte der Samengréfle im Vergleich zur Normalverteilung unter Microsoft Excel
Version 5.0 getestet. Dafiir mufite die Standardabweichung aus jedem Datensatz ermittelt

werden.

27



2.2.6.2 Verwendete Parameter zur Beschreibung genetischer Strukturen

Ergebnisse der genetischen Inventur einer Population sind Haufigkeitsverteilungen
genetischer Typen (Genotypen, Allele), die sich als Vektoren P = (p1, pa, . . . p,) darstellen
lassen, wobei die Summe ) . p; = 1 ist.

Die Diversitiat v, (GREGORIUS 1978) gibt die effektive Anzahl von geneti-
schen Typen in einer Population oder einem sonstigen Kollektiv an. Die Diversitat
beschreibt die Haufigkeitsverteilung definierter Typen (Genotypen, Allele), die als rela-
tive Haufigkeiten der vertretenen Typen abgebildet werden. Sind alle Typen gleich haufig,
wird die maximale Diversitat erreicht. Dabei kann die Diversitat niemals die Grofle des
betrachteten Kollektivs iiberschreiten, da diese die obere Grenze darstellt.

1
> p?

In Populationen mit klonalen Strukturen sind Individuen aus generativer Reproduktion

Vo =

relativ unterreprasentiert, da jeder Genotyp aus asexueller Reproduktion mindestens
zweimal vorhanden sein mufl. Je geringer die Diversitat einer Population ist, um
so starker sind wenige Genotypen, moglicherweise auch aus asexueller Reproduktion,

iiberreprasentiert.

GREGORIUS (1974) definiert den genetischen Abstand dy zweier Populationen
P(1) und P(2) als

do(P(1), P Zm — ()],

der als Differenzierung zwischen den beiden Populationen angesprochen wird. p;(1) und
pi(2) bezeichnen darin die relativen Haufigkeiten des i-ten genetischen Typs in jeder der
beiden Populationen. Der genetische Abstand dy nimmt seinen maximalen Wert von 1
an, wenn beide Populationen keinen gemeinsamen genetischen Typ besitzen. Allgemein

mifft er den Anteil von Individuen, die sich in ihrem genetischen Typ unterscheiden.

Die Populationsdifferenzierung D; betrachtet den genetischen Abstand zwischen
der j-ten Population p(j) und ihrem Komplement p(j) (GREGORIUS & ROBERDS
1986):

Dj = do(p(j),p lez — pi(5)|

Die Berechnung kann sowohl fiir allelische als auch fiir genotypische Verteilungen erfolgen.
D; nimmt den minimalen Wert 0 an, wenn die beiden Kollektive die gleiche genetische
Struktur besitzen. Der Maximalwert 1 wird erreicht, wenn beide Verteilungen vollstandig
verschieden sind, d. h. keine Genotypen gemeinsam haben. Im Fall nur zweier Verteilun-
gen sind die Werte und der Populationsdifferenzierung D; mit denen des genetischen
Abstands dj identisch. Der Unterschied zwischen den genotypischen Strukturen liefert
auch den relativen Anteil an Genotypen, welche man austauschen miifite, um die eine in
die andere Struktur zu iiberfithren. Je ahnlicher sich die beiden Strukturen sind, um so
geringer ist der zugehorige Wert.
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Die mittlere genetische Differenzierung § (GREGORIUS & ROBERDS 1986)
berechnet sich iiber die mit den einzelnen Populationsgroen c; gewichteten D; und stellt
die stérkste Verdichtung der Differenzierungswerte dar (HATTEMER et al. 1993):

5:ZCj-Dj
J

Ein haufig verwendetes Mafl der genetischen Differenzierung zwischen Populationen
ist Fsr (WRIGHT 1978, Kapitel 3), das dem Ggp von NEI (1973) entspricht. Fgsr
nimmt Werte zwischen 0 und 1 an. Es wird 0, wenn alle Populationen aufgrund gleicher
genetischer Haufigkeiten genetisch identisch sind, und 1, wenn alle Populationen aufgrund
ihrer Fixierung auf unterschiedliche Genotypen genetisch differenziert sind. GREGO-
RIUS (1987) weist darauf hin, da# WRIGHT die Schwéchen dieses Mafles bereits erkannt
hat. Dies betrifft insbesondere die Eigenschaft, Differenzierung zwischen Populationen
zu unterstellen, von denen einige auf das gleiche Allel fixiert sind. Dieser Argumentation
folgend, kann daher die Verwendung von Fsp zur Berechnung der Differenzierung nicht
empfohlen werden.

Die Gesamtdifferenzierung ;7 (GREGORIUS 1987) mifit die Variation innerhalb
von Kollektiven, indem sie den mittleren genetischen Abstand eines jeden Typs (Allel,
Genotyp) zu allen anderen des gleichen Kollektivs angibt.

5T:N]\—71'<1_Zp3)

(2

Hierin bezeichnen N die Populationsgrofie und p; die relative Haufigkeit des i-ten
Typs in der Gesamtpopulation. So ist der Wert der allelischen Gesamtdifferenzierung
von der Anzahl und Haufigkeitsverteilung der an einem Genlocus vorhandenen Allele
abhangig. 7 nimmt den Minimalwert 0 an, wenn in einem Kollektiv nur ein Allel
vorhanden ist. Der Maximalwert 1 wird erreicht, wenn alle Genotypen eines Kollektivs

vollstandig verschieden voneinander sind.

Der Heterozygotiegrad H ist eine Eigenschaft des Multilocus-Genotyps von In-
dividuen und mifit den Anteil untersuchter Genloci, der sich in heterozygotem Zustand
befindet (BERGMANN & RUETZ 1991, HATTEMER et al. 1993). Der mittlere Hete-
rozygotenanteil eines Kollektivs H, ergibt sich nach Inventur von Multilocus-Genotypen
an m > 2 Genloci aus:

1
R DI
iJ

Die Aussagekraft dieser Grofle fiir das gesamte Genom ist sehr davon abhéngig,
welche der untersuchten Genloci in die Betrachtungen einbezogen wurden und welche
Profiltypen diese Genloci reprasentieren. In der vorliegenden Arbeit wird neben dem
mittleren Heterozygotiegrad, einer relativen Grofle, die absolute Zahl heterozygoter Gen-

loci zur Differenzierung zwischen Individuen benutzt und deren Haufigkeitsverteilung in
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der Population als Verteilung der individuellen Heterozygotie dargestellt werden, wie sie
BERGMANN & RUETZ (1991) fiir Fichtenklone angeben.

2.2.7 Analyse des Genflufisystems

Das GenfluBBsystem umfafit die Mechanismen des genetischen Systems, die am Trans-
port genetischer Information beteiligt sind (STERN & TIGERSTEDT 1974). Als An-
tagonist der Isolation wirkt Genflu8 zwischen Populationen deren Differenzierung durch
Mutation, Selektion oder Drift entgegen, indem er eine eintretende Strukturierung wieder
verwischt (HATTEMER et al. 1993). Der Anteil und die Reichweite des Genflusses be-
stimmt die reproduktionseffektive Populationsgrofle sowie die Differenzierung zwischen
Demen oder Populationen. Beide Gréflen haben einen direkten Bezug zur Dauerhaftigkeit
der genetischen Variation und miissen wegen bestehender erheblicher Unterschiede ihrer
genetischen Wirkung noch weiter nach Genflul iiber Pollen oder Samen untergliedert
werden.

Da der Genflul mafigeblich die Populationsgrofie von Arten bestimmt, mufl in
diesem Zusammenhang auf die mogliche Schwierigkeit, einzelne Populationen der Vo-
gelkirsche gegeneinander abzugrenzen, hingewiesen werden. Genflul kann immer nur
naherungsweise fiir ein bestimmtes Kollektiv von Individuen, also eine konkrete Bezugs-
grofe, bestimmt werden. Dies stellt besondere Anforderungen an die Scharfe der Abgren-
zung der Zygotenpopulationen, an deren Produktion das Kollektiv mit wenigstens einem
gametischen Beitrag pro Zygote beteiligt gewesen ist (GREGORIUS pers. Mitt.).

Genflufuntersuchungen werden im Allgemeinen an Samen abgrenzbarer Kollektive
und im Besonderen an Samen einzelner Baume durchgefiihrt. Wahrend vom Boden aufge-
sammeltes Saatgut nur in grenztem MaBe (s. a. WANG 2001) die Zuordnung der geni-
schen Beitrage zu deren weiblichen und mannlichen Eltern ermoglicht, ist bei geerntetem
Einzelbaumsaatgut der maternale Beitrag einfacher rekonstruierbar. Bei der Rotbuche,
einer schwersamigen Baumart, konnte WANG (2001) fiir immerhin im Mittel 58% der
unter einem Samenbaum aufgelesenen Bucheckern die direkte Abstammung durch Kom-
patibilitdt zum genischen Beitrag des Samenelters nicht ablehnen. Auf allen diesen Un-
tersuchungen lastet jedoch ein schwerwiegendes Problem, da auflerhalb der Population
existierende Zygoten unberiicksichtigt bleiben, die aus effektivem Pollen der Population
hervorgegangen sind (GREGORIUS pers. Mitt.). Die Grofle dieses Anteils ist unbekannt
und kaum fafibar. Die damit verbundene und zu gering eingeschitzte Bezugsgrofie fiihrt
somit zu einer fehlerhaften Einschatzung des tatsachlichen Genflusses, wenn dieser erheb-
lich von Null abweicht.

Beurteilt wird Genflul am Transport genetischer Varianten, die von denen des be-
trachteten Individuums oder denen des betrachteten Rezeptorkollektivs verschieden sind.
Jede Methode zur Beobachtung des genetischen Transportergebnisses ist also abhangig
von ihrer Diskriminanzwahrscheinlichkeit, die die Wahrscheinlichkeit angibt, mit der
eine andersartige Variante unter den vorhandenen entdeckt wird. Besitzt eine Popu-
lation bereits alle genetischen Varianten der Art, kann an diesen externer Genzuflufl
nicht beobachtet werden. Stellt ein Kollektiv die Ansammlung haufiger genetischer Vari-
anten dar, ist die Wahrscheinlichkeit gering, durch seltene neue Varianten Genflul zu
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entdecken. Ist ein Kollektiv auf eine in der Art seltene genetische Variante fixiert, steigt
die Wahrscheinlichkeit Genflufl aus umliegenden Kollektiven anderer genetischer Zusam-
mensetzung zu erkennen. Ziel dieser Untersuchungen ist es, die Erzeuger der maternalen
und paternalen Beitrage einer Zygote moglichst exakt zu bestimmen. Am einfachsten
liegt der Fall bei direkt von der Pflanze geerntetem Saatgut. Bei bekanntem Eizellen-
beitrag des Samenelters zum Genotyp der Zygote wird nur noch nach dem zugehorigen
Pollenelter gefahndet (Vaterschaftsanalyse). Unter Verwendung von Genmarkern, meist
Enzymgenloci, werden vom Prinzip her zwei sehr dhnliche Verfahren angewendet.

2.2.7.1 Vaterschaftsanalyse nach dem Ausschluf3prinzip

Nach der genotypischen Charakterisierung aller Sameneltern und deren Nachkom-
menschaften an einer begrenzten Anzahl polymorpher Genloci, meist Enzymgenloci,
kann der Beitrag der Sameneltern einzellocusweise festgestellt werden (ELLSTRAND
1984). Der verbleibende Pollenbeitrag wird ebenfalls einzellocusweise mit den Geno-
typen aller potentiellen Polleneltern verglichen. Polleneltern, deren Allelbestand nicht
mit dem festgestellten iibereinstimmt, werden ausgeschlossen. Nach Betrachtung aller
Genloci bleiben entweder im Idealfall ein einzelnes Individuum als tatsachlicher Pollenel-
ter oder eine Gruppe von Individuen als potentielle Polleneltern iibrig (ELLSTRAND
1984). Je geringer der Polymorphiegrad eines Genortes ist, umso schwieriger ist es, den
Ausschluf} einer grolen Anzahl potentieller Polleneltern zu erreichen. Bei geringem Poly-
morphiegrad, z. B. nur zwei Allele am kontrollierenden Genlocus, muf3 sich die Metho-
de des Vaterschaftsausschlusses im wesentlichen auf homozygote Genloci des Samenel-
ters stiitzen. Beurteilt wird dann jeder von diesem Allelbestand abweichende Beitrag
als durch Pollen vermittelter Genflul (ELLSTRAND 1984). Das Verfahren fiihrt meist
nicht direkt zur Identifikation des tatsichlichen Pollenelters, da meist mehrere potentielle
Pollenspender fiir ein in einer Population vorhandenes Allel existieren. Die simultane
Betrachtung mehrerer Genloci auf der Basis des Multilocus-Genotyps erméglicht eine
weitere Eingrenzung des Kollektivs potentieller Polleneltern (ELLSTRAND 1984).

Genflu§ wird auch anhand von in der Population seltenen Allelen (HAMRICK &
SCHNABEL 1985, SLATKIN 1985) beurteilt. Da seltene Allele jedoch meist in einzel-
nen heterozygoten Genotypen vorliegen, bleibt der Genflul des zweiten, meist haufigeren,
Allels unentdeckt. Ist nur ein potentieller Pollenelter Trager des seltenen Allels, betréagt
unter der Annahme des gleichen Befruchtungserfolgs beider Allele der bestimmbare Gen-
fluBl die Hélfte des tatsédchlichen. Besitzt der Samenelter Allele, die auch bei anderen
Individuen der Population vorhanden sind, 148t sich der tatsidchliche Genflufl wegen der
nicht zu unterscheidenden Selbst- und Fremdbefruchtung nicht quantifizieren. Dieser
nicht entdeckbare, kryptische Genflul fithrt zu einer Unterschétzung des tatséchlichen
Genflusses bei den Angiospermen (DEVLIN & ELLSTRAND 1990).

2.2.7.2 Vaterschaftsanalyse nach der Maximum-Likelithood-Methode

Neben den direkten Methoden zur Messung von GenfluB werden zunehmend
Schétzverfahren etabliert, meist Maximum-Likelihood-Methoden (MEAGHER 1986,
ADAMS & BIRKES 1991, ADAMS et al. 1992), wenn ein direkter genetischer Aus-
schluf} einer Vielzahl von potentiellen Polleneltern nicht moglich ist. Mit der Maximum-
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Likelihood-Methode versucht man sich der hochstmoglichen Wahrscheinlichkeit anzuna-
hern, mit der ein durch Modellierung bestimmbares Ereignis unter allen durch das Mo-
dell erklarten Ereignissen eintrifft. Grundlage fiir die Schatzung in der Vaterschafts-
analyse ist die Dreierbeziehung zwischen den Genotypen des Nachkommen A;A;, des
Samenelters A; A, und des Pollenelters A;A;. Dabei miissen nach MEAGHER (1986)
grundsétzlich zwei Félle unterschieden werden: (a) der in Betracht kommende Pollenel-
ter ist der tatséchliche und (b) der Pollenelter wurde zufillig ausgewahlt. MEAGHER
(1986) berechnet die Likelihood des Falls (a) nach der Formel

L(a) = P(gij|gik, 951)P(gir)P(g51)

= T(9ij|9ik> 91) P (gir.) P(gj1),
wobei P(g) allgemein die Wahrscheinlichkeit, mit der ein Genotyp g in der Population
vorhanden ist, und 7°(g;;|gik, gj1) die Wahrscheinlichkeit unter regelméfiger Segregation
und Zufallsfusion der Gameten reprasentiert. P(gij|gik,g;1) ist die Wahrscheinlichkeit,
mit der ein aus der Paarung des Samenelters A;A; und des Pollenelters A;A; ent-
standener Nachkomme A;A; in der Population vorhanden ist. P(g) ist eine Funktion
der genischen Struktur der Population, wahrend T'(g;;|gix, g;:) die Beziehung zwischen
den Genotypen des Nachkommen, des Samen- und des Pollenelters auf der Basis der
zugehorigen Produktstruktur darstellt. Will man fiir einen bekannten Genotyp A;A;
unter den Nachkommen mit bekanntem Samenelter A;A; den unbekannten Pollenelter

in der Population ndherungsweise ermitteln, kann dies als Likelihood des Falls (b) nach
folgender Formel von MEAGHER (1986) geschehen:

L(b) = P(9ij|9ik)P(gir)

= T(9ij|9ik) P (gir),
wobei T'(gij|gix) die Beziehung zwischen den Genotypen des Nachkommen und des
Samenelters sowie der genischen Struktur der potentiellen Polleneltern auf der Basis einer
Produktstruktur reprasentiert. Um die Likelihood verschiedener moglicher Polleneltern
mit dem tatséchlichen vergleichen zu kénnen, bildet MEAGHER (1986) den Logarithmus
des Likelihood-Quotienten (LOD):

LOD(a : b) = log[T(gij19ik, 951)/T(9ij|9ik)]-

MEAGHER (1986) sieht im Logarithmus den Vorteil, dafl bei Unabhéngigkeit der be-
trachteten Genloci eine Addition der einzelnen LOD zum Multilocus-Ansatz fiithrt. Eher
problematisch beurteilen ADAMS et al. (1992) die Vorgehensweise von MEAGHER
(1986), da Polleneltern mit Genloci in homozygotem Zustand unter den infragekom-
menden Polleneltern iiberreprasentiert sind und keine Vaterschaft konkret nachgewiesen
werden kann. Daher suchen ADAMS et al. (1992) einen erweiterten methodischen Ansatz
der Maximum-Likelihood-Schétzung, indem sie zuséatzlich Faktoren, die den relativen Er-
folg eines Pollenelters beeinflussen, wie Fekunditat und raumlicher Abstand zum Samenel-
ter, beriicksichtigen. Verbesserungen im Ergebnis dieser Schatzungen gegeniiber aus-
schliefllich aus genetischen Daten erhobenen sind jedoch nur bei sehr guter Abstimmung
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des verwendeten Modells an die tatsachlich vorliegenden Verhaltnisse zu erwarten. Eine
vollstandige Aufklarung der potentiellen Vaterschaften wird auch mit diesem Ansatz nicht
erreicht.

2.2.7.3 Vaterschaftsanalyse unter Bildung von Pollenelterfraktionen

Da sich die genaue Herkunft des Pollens, der von Polleneltern — soweit analysierbar—
gleicher genetischer Identitdt stammt, nicht feststellen 148t, haben DEVLIN et al. (1988)
die Maximum-Likelihood-Methode auf Fraktionen von an mehreren Enzymgenloci iden-
tischen Polleneltern angewendet. Sie berechnen die Wahrscheinlichkeit, mit der ein po-
tentieller Pollenelter der tatsédchliche Pollenspender eines Nachkommens ist, wenn aufler
seinem der samenelterliche Genotyp bekannt ist. An die Stelle des Pollenelters treten bei
den Schatzungen nunmehr Fraktionen von genetisch identischen Polleneltern mit ihren in
der Population realisierten Héufigkeiten. DEVLIN et al. (1988) betrachten im Modell-
ansatz sowohl unabhéngige als auch gekoppelte Genloci. Im Vergleich zu den in 2.2.7.1
und 2.2.7.2 vorgestellten Methoden stellen sie einerseits eine deutliche Verbesserung
der AusschluBwahrscheinlichkeit fest und miissen anderseits zugeben, dafl die konkreten
Paarungsbeziehungen mit dieser Methode ebenfalls nicht rekonstruiert werden koénnen.

In der vorgelegten Arbeit kam nur die Methode des direkten Vaterschaftsausschlusses
zu Anwendung, da die Anzahl und die Genotypen potentieller Pollenelter unbekannt sind.
Ein Hauptanliegen ist die Messung des effektiven Polleneintrags in das Kollektiv. Auf-
grund der isolierten Lage des zu untersuchenden Vorkommens Weende konnte geringer
Genflufl durch Pollenimporte und ein iiberwiegender Pollenflug innerhalb des Kollektivs
erwartet werden.

Bei der Betrachtung von Genflul wird gern zwischen Samen vor bzw. nach ihrer Ver-
breitung unterschieden, um auf die Verteilung der Transportweiten von Pollen bzw. Samen
schlieffen zu kénnen. Dabei wird jeder differenzierbare Pollen- bzw. Eizellenbeitrag, der
sich aus dem urspriinglichen Kollektiv entfernt hat, als Genflul gezahlt. Auch bei dieser
Betrachtungsweise bleibt die eingangs bereits erwahnte Abgrenzungsschwierigkeit einer
Zygotenpopulation bestehen (GREGORIUS pers. Mitt.). Die vorgelegten Ergebnisse
berticksichtigen den Anteil des durch Pollenexporte des Kollektivs effektiv gewordenen
Genflufl nicht.

2.2.8 Analyse des Reproduktionsmodus bei der Vogelkirsche

Die Vogelkirsche besitzt generell die Fahigkeit, generativ und asexuell zu repro-
duzieren. Bei einigen vorangegangenen Betrachtungen war bereits die Frage der Abstam-
mung wichtig. Die Vererbungsanalyse konnte fiir das Vorkommen Weende vorgenommen
werden, weil 10 Vogelkirschen, die den gleichen Multilocus- und Inkompatibilitatsgenotyp
besitzen, wegen ihres kleinraumigen Vorkommens mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit aus
asexueller Reproduktion stammen.

Als aus Stockausschlag hervorgegangen beschreibt die Forsteinrichtung von 1991
die einzelstamm- und gruppenweise vorkommenden Vogelkirschen in der Abteilung 1 a4
der Forstgenossenschaft Wibbecke. Dies ist ein Hinweis auf die Mittelwaldwirtschaft in
dem untersuchten Mischbestand, die das Vermogen der Vogelkirsche zur Bildung von
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Nachkommen aus sowohl asexueller als auch generativer Reproduktion begiinstigt hat.
Im Allgemeinen bleibt die Art der individuellen Entstehung jedoch unbekannt. Kann
dennoch der Anteil von Individuen einer Population bestimmt werden, der aus Wurzel-
brut stammt?

Im Folgenden soll die Vorgehensweise zur ndherungsweisen Bestimmung des Anteils
aus asexueller Reproduktion stammender Individuen beschrieben werden. Da es sich
bei asexueller und generativer Reproduktion um zwei unterschiedliche Reproduktions-
modi handelt, konnen nur vererbbare Eigenschaften zur Unterscheidung herangezogen
werden. Nachkommen aus asexueller Reproduktion eines Ausgangsindividuums zeichnen
sich durch vollstandige genetische Identitat aus. Die Frage nach der gemeinsamen vege-
tativen Abstammung kann daher nur im Vergleich wenigstens zweier Individuen einer
Population geklirt werden. Nur bei vollstandiger Ubereinstimmung aller genetischen
Merkmale kann fiir ein Kollektiv von Individuen die gemeinsame vegetative Abstammung
iiberhaupt in Betracht gezogen werden.

Daraus ergeben sich zwei weitere Fragestellungen, die die Absicherung der Ergebnisse
betreffen, in ihrer vollstandigen Beantwortung aber teilweise offen bleiben werden.

(1) Mit welcher Wahrscheinlichkeit kénnte bei Ubereinstimmung einer begrenzten
Anzahl genetischer Merkmalsauspragungen von Individuen durch die Beobachtung wei-
terer Merkmale deren Verschiedenheit entdeckt werden?

(2) Mit welcher Wahrscheinlichkeit kénnten Individuen gleichen Multilocus-Genotyps
auch durch sexuelle Reproduktion entstanden sein?

Aus Griinden der Vereinfachung soll im Folgenden zunéchst angenommen werden,
daf} die Anzahl der betrachteten Enzymgenloci ausgereicht hat, die tatsachlich realisierten
Verhaltnisse abzubilden. Ob sie diese wiedergeben kénnen, wird an anderer Stelle disku-
tiert.

Zunachst wird versucht, die Problematik allgemein darzulegen, um darauf aufbauend
mogliche Losungswege aufzuzeigen. Bei der Beschreibung genetischer Strukturen in
Waldbaumpopulationen, deren Entstehungsart weitestgehend unbekannt ist, stellt man
haufig fest, dal innerhalb von Populationen meist keine vollstdndige genetische Differen-
zierung aller Individuen vorliegt. Das begriindet sich einerseits durch die beschréankte An-
zahl von untersuchten Genloci und andererseits durch eine an diesen in deutlich geringeren
Umfang realisierte Vielfalt, als dies die potentielle genotypische Vielfalt erwarten liefe.
GEHLE (1999) stellt hierzu fest, dafl Eichenkollektive in ihrer Verteilung der realisierten
Heterozygotiegrade zu der aus stochastisch unabhéngiger Kombination von Homo- und
Heterozygoten an mehreren Genloci im Mittel um 3% und maximal um 8% abweichen.
In umfangreicheren Populationsstichproben befindet sich meist eine héhere Anzahl N
von Individuen als von unterscheidbaren Multilocus-Genotypen G. Nach ELLSTRAND
& ROOSE (1987) gibt der Quotient aus G/N den Anteil unterscheidbarer Genotypen
an, der bei CHUNG et al. (2000) synonym zur Beschreibung der klonalen Anteile in-
nerhalb und zwischen Populationen genutzt wird. Bei Arten, die sowohl generativ als
auch asexuell reproduzieren, kann die Haufung bestimmter Multilocus-Genotypen durch
Wurzelbrut interpretiert werden, insbesondere wenn diese kleinrdumig auftreten (MENN
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1999).
Um sexuelle von asexueller Reproduktion in genetisch charakterisierten Kollektiven
zu unterscheiden, sollen die folgenden Annahmen gelten:

Annahme 1: Baume mit einmaligem Multilocus-Genotyp sind das Ergebnis sexueller
Reproduktion. (Ng) reprasentiert die Anzahl der Baume, die generativ reproduziert

sind.

Annahme 2: Baume mit einem Multilocus-Genotyp, der mit einer absoluten Haufigkeit
> 1 vorkommt, sind aus Wurzelbrut hervorgegangen. No = N — Ng bezeichnet die
Anzahl asexuell entstandener Baume in einem Kollektiv mit N Individuen.

Von weiterem Interesse ist der Anteil der aus Wurzelbrut entstandenen unter allen In-
dividuen der Population. Dieser betragt No/N. Dieser Wert wird 1, wenn alle Individuen
aus asexueller Reproduktion stammen, und 0 bei ausschliellich sexueller Reproduktion.

Ng reprasentiert gleichermaflen die Anzahl Individuen und die verschiedener Multi-
locus-Genotypen; es wird angenommen, dafl sie aus generativer Reproduktion stammen
(Gs = Ng). Daher ist Go = G — Ng die Anzahl asexuell reproduzierter Multilocus-
Genotypen und G¢ /G ist deren Anteil unter allen Multilocus-Genotypen G eines Kollek-
tivs. Dieser Ausdruck wird 1 wie zuvor der Quotient N¢ /N, wenn alle Multilocus-
Genotypen aus Wurzelbrut stammen, und 0, wenn diese auf generativem Weg entstanden
sind. Die Gesamtzahl im Kollektiv vorhandener Multilocus-Genotypen wird mafigeblich
von der Anzahl G¢ derer bestimmt, die sich in dem aus Wurzelbrut hervorgegangenen
Anteil No/N befinden.

Die maximale Anzahl G,,., von Multilocus-Genotypen in einem Kollektiv ist real-
isiert, wenn jeder Multilocus-Genotyp aus asexueller Reproduktion genau zweimal vorhan-
den ist (G¢ = N¢/2). Die Gleichung

Gmaz = Nc/Q—l—NS = (N+NS)/2

fithrt nur fiir geradzahlige N bzw. Summen von (N 4+ Ng) zu einem ganzzahligen Ergeb-
nis. Fiir ungerade Werte von N¢ bzw. (N + Ng) ist eine Verminderung des Werts um 1
notwendig, um die tatsachlich realisierbare Anzahl von Multilocus-Genotypen als ganz-
zahligen Ausdruck seiner oberen Grenze zu erhalten.

Die tatsachliche Gesamtanzahl von unterscheidbaren Multilocus-Genotypen G wiede-
rum ist durch die Zusammensetzung der Individuen aus sexueller und asexueller Repro-
duktion in dem jeweiligen Kollektiv bestimmt. Der Unterschied von G,,., und G lafit
sich als Abweichung der Haufigkeiten einzelner Multilocus-Genotypen aus asexueller Re-
produktion im Vergleich zur idealisierten Verteilung erklaren. In der Gleichung

G:Nc/k+NS

gibt k die mittlere Anzahl aus asexueller Reproduktion stammender klongleicher Indi-
viduen an, was sich nach Umformung der Gleichung in & = N¢/G¢ leichter erkennen
1aft.
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Da N¢ nicht die Anzahl aus asexueller Reproduktion stammender Genotypen G¢
und umgekehrt G¢ nicht deren Haufigkeitsverteilung in dem Kollektiv beriicksichtigt,
bildet jeder der Quotienten No/N und G¢ /G nur einen Teilaspekt der in einer Popu-
lation vorhandenen asexuellen Reproduktion ab. Beide erscheinen aber deutlich besser
als der Quotient G/N (ELLSTRAND & ROOSE 1987) geeignet, klonale Strukturen in
Populationen zu beschreiben, was in 4.1.3 ausfiihrlicher diskutiert wird.

Ausgangspunkt fiir die Frage nach dem Reproduktionsmodus war die Beobachtung,
dafl ein Kollektiv sowohl generativ als auch asexuell reproduziert und nicht vollstandig
differenziert ist. Als Mafl der Differenzierung eines Kollektivs fungiert . Wie in 2.2.6
dargestellt, erreicht o7 den Wert 0, wenn nur ein Typ im Kollektiv vorhanden ist, was
seiner vollstandig asexuellen Reproduktion entspricht. Den Maximalwert 1 nimmt dp
an, wenn alle Typen eines Kollektivs vollstandig verschieden voneinander sind, also gen-
erativ reproduziert worden sind. Da gemafl Annahme 1 alle generativ reproduzierten
Genotypen exakt einmal im Kollektiv vorhanden und somit untereinander vollstandig
differenziert sind, entscheiden ausschliefllich der Anteil und die Haufigkeit, mit denen
Multilocus-Genotypen aus Wurzelbrut in dem Kollektiv vorhanden sind, iiber die von
1 abweichende Gesamtdifferenzierung 67 der Population. Ein Maf, das den Anteil der
asexuellen Reproduktion eines Kollektivs beschreiben konnte, miifite bei vollstandig ve-
getativer Reproduktion den Maximalwert von 1 und umgekehrt den Minimalwert von 0
annehmen, wenn nur sexuell reproduziert wurde. Dies wiirde 1 — 7 entsprechen, da asex-
uelle Reproduktion eines Kollektivs genau genommen die Fixierung auf wenige Typen und
im Extremfall auf einen Typ darstellt. Zur Zeit existiert noch keine gesicherte Konzep-
tion fiir das Erkennen asexueller Reproduktion aus genetischen Strukturen. Daher ist es
fraglich, ob es ein Mafl geben kann, das bei geringer Variation der benutzten genetischen
Marker den Anteil der asexuellen Reproduktion eines Kollektivs mifit.
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3. Ergebnisse

3.1 Analyse des Inkompatibilitatssystems

Die Analyse des gametophytischen Inkompatibilitdtssystems bei der Vogelkirsche
beginnt mit einigen grundsétzlichen Uberlegungen, die eine Verbindung zwischen dem
populationsgenetischen Modellansatz und den eigentlichen genetischen Untersuchungen
verschiedener Vogelkirschenvorkommen herstellen sollen.

Ist die tatsdchliche Anzahl von S-Allelen ng einer Population unbekannt, kann man
diese durch den folgenden mathematischen Ansatz eingrenzen. Dabei soll der Fall, daf}
eine Population aus genetisch identischen Individuen besteht und somit die geringst-
mogliche Anzahl von S-Allelen 2 betragt, aufler Betracht bleiben. Auch daf§ der Erhalt
eines Kollektivs durch sexuelle Reproduktion mit im Minimum drei unterschiedlichen
S-Allelen gewihrleistet ist (WRIGHT 1939, WHITEHOUSE 1950), ist zuné&chst nicht
Gegenstand dieser Betrachtung.

Die maximal mogliche Anzahl von S-Allelen ng_ _ ist gegeben, wenn in einer Popu-
lation jedes S-Allel nur einmal vorhanden ist. Da der S-Genlocus immer mit zwei funk-
tionsverschiedenen S-Allelen S;S; und ¢ # j besetzt ist, bestimmt die absolute Popu-
lationsgrofle N die maximale Anzahl von S-Allelen. Sie entspricht somit dem Zweifachen
der Gesamtindivuenzahl (ng, .. = 2N), was BERGER (1963) bereits beschrieben hat.
Das bedeutet, dafl in kleinen Populationen bereits grofle Anzahlen von S-Allelen realisiert
sein konnten. Weiterhin sind in dieser Modellpopulation alle Genotypen untereinander
vollstandig kompatibel, wahrend sie nur mit sich selbst inkompatibel sind. Semikompati-
bilitat zwischen den Individuen ist iiberhaupt nicht vorhanden. Die Modellpopulation, in
der die maximale Anzahl von S-Allelen realisiert ware, ist vollstdndig differenziert. Die
gleiche Populationsdifferenzierung wére jedoch mit deutlich weniger S-Allelen ebenfalls
zu erreichen.

Im Folgenden wird die minimale Anzahl von S-Allelen ng . in einer am S-Genlocus

vollstandig differenzierten Population aus ihrer absoluten Grofle N geschéatzt. Bei voll-
standiger Differenzierung der Population ist jeder S-Genotyp genau einmal vorhanden.

ns wird durch die Anzahl der unterschiedlichen Kombinationen aller S; und S; mit

i # j bestimmt. Da am S-Genlocus nur Heterozygote produziert werden, entspricht die

Anzahl unterschiedlicher S-Genotypen bei ng, . S-Allelen Smin _21)%5"“'". Fiir eine

vollstandig differenzierte Population der Grole N ergibt sich die minimale Anzahl ng_,
aus der Gleichung:

Der Ausdruck "Smin 72)’2(% min — 1) entspricht hierbei der Anzahl unterschiedlicher

S-Genotypen, wenn nur (ng, . — 1) S-Allele in einer Population vorhanden sind. Dieser

Wert bildet die untere, aber nicht erreichbare, Grenze fiir die mogliche Anzahl unter-
schiedlicher S-Genotypen in einer Population der Grofle N. Die Gleichung beriicksichtigt
den Umstand, daf} die absolute Grofle einer Population im Regelfall kleiner ist als die An-
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zahl aller realisierbaren Allelkombinationen und nur in wenigen definierten Fallen Gleich-
heit mit dieser Anzahl erreicht.

Dafl die Allele am gametophytisch exprimierten S-Genlocus eine Gleichverteilung
anstreben, haben BOUCHER (1993) sowie STEINER & GREGORIUS (1994) fiir effektiv
unendlich grofle Populationen nachgewiesen. Gleichverteilung der S-Allele bedeutet nicht
unbedingt, dal auch die Genotypen gleich héufig sind (STEINER 1992). STEINER
(1992) konnte jedoch zeigen, dafi unter der Gleichverteilung der S-Allele die aus ihnen
rekombinierten Genotypen ebenfalls einem Gleichgewichtszustand zustreben.

Ausgehend von dieser Gleichverteilung der Genotypen in einer idealisierten Popu-
lation, bei der alle Allelkombinationen genau einmal realisiert sind und somit jeder
Genotyp genau einmal vorhanden ist, sollen die Kompatibilitatsverhaltnisse eines S-
Genotyps zu allen in der Population vorhandenen analysiert werden. Diese sind in dem
betrachteten Fall fiir alle Genotypen gleich. Danach setzt sich die Grofle einer Popu-
lation N = w, bezogen auf den betrachteten S-Genotyp, aus drei Kompati-
bilitdtsklassen von Genotypen zusammen (N = Nyx + Ngk + Ny k). Da jeder S-Genotyp
nur einmal vorhanden und mit sich selbst inkompatibel ist, betragt dessen absolute
Haufigkeit unabhéngig von der Anzahl Genotypen Njyx immer 1.

Semikompatibilitat eines S-Genotyps besteht zu allen anderen Genotypen, mit de-
nen er ein S-Allel gemeinsam hat. Sind nur drei unterschiedliche S-Allele in der Popula-
tion vorhanden, konnen folglich nur drei Inkompatibilitdtsgenotypen gebildet werden, von
denen jeder zwei der drei S-Allele besitzt und folglich zu den beiden anderen semikom-
patibel ist. Mit jedem weiteren S-Allel erhoht sich die Anzahl S-Genotypen Ngg, zu
denen Semikompatibilitat besteht, um 2. Bezogen auf die Anzahl vorhandener S-Allele
ng, ergibt sich die Anzahl S-Genotypen Ngx = 2(ng — 2) mit ng > 3, die untereinander
semikompatibel sind.

Paarungen eines S-Genotyps mit dem verbleibenden Rest Ny x = N — Ngx — Nig
sind vollstidndig kompatibel, da in diesem keine gemeinsamen S-Allele vorhanden sind.
Vollstandige Kompatibilitat tritt erst auf, wenn die Population vier verschiedene S-Allele
besitzt. Ny i berechnet sich nach Einsetzen und Umformen wie folgt:

(ns—l)-ns_

NVK: 2 2(715—2)—12
_n%—fms—i—ﬁ_
- =
_ (s —2)- (ns — 3)
2

und ist fur alle ng > 3 definiert.

Wie die Inkompatibilitatsgenotypen bei minimalen S-Allelbestand in vollstandig dif-
ferenzierten Populationen auf die drei Kompatibilitdtsklassen (inkompatibel, semikompa-
tibel und vollstdndig kompatibel) verteilen, zeigen die beiden folgenden Abbildungen. In
der Abbildung 3-1a sind die absoluten Haufigkeiten der fiir 2 < ng < 30 aufgetragen,
wéahrend in Abbildung 3-1b fiir den gleichen Wertebereich die relativen Haufigkeiten der
S-Genotypen wiedergeben ist.
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Abb. 3-1a: Absolute Héufigkeit der S-Genotypen in einer am S-Genlocus vollstandig

(ns—1)-ng
2

differenzierten Modellpopulation der Grofle N und deren

Verteilung auf drei Kompatibilitatsklassen

Bei nur zwei S-Allelen existiert nur ein selbstinkompatibler S-Genotyp. Eine Po-
pulation, die aus nur einem Inkompatibilitatsgenotyp besteht, kann nicht sexuell repro-
duzieren. Bei einem Minimum von drei S-Allelen miissen alle drei Genotypen reali-
siert werden, um ihr Uberleben bei ausschlieBlich sexueller Reproduktion dauerhaft zu
ermoglichen. Erst bei vier unterschiedlichen Inkompatibilitatsallelen existiert zu jedem
S-Genotyp ein vollstandig kompatibler.

Die Anzahl der nur zu sich selbst inkompatiblen Genotypen ist immer 1 und wird
daher durch eine Gerade parallel zur X-Achse durch den Wert 1 abgebildet. Trégt man
die Werte der semikompatiblen Genotypen auf, erhilt man ebenfalls eine Gerade, die eine
Steigung von 2 besitzt. Der Faktor 2 ist die Zahl der semikompatiblen Genotypen, die bei
der Erhohung des Allelbestands um 1 entstehen. Dagegen weist die Kurve der vollstandig
kompatiblen Genotypen eine stetig zunehmende Steigung auf. Die Zunahme ist gegentiber
den beiden anderen Inkompatibilitatsklassen sogar iiberproportional, wie sich aus dem

fast parallelen Kurvenverlauf zur Gesamtzahl der S-Genotypen in der Population ablesen
1a83t.
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Abb. 3-1b: Relative Haufigkeit der S-Genotypen, bezogen auf drei Kompatibilitéts-
klassen, der am S-Genlocus vollstandig differenzierten Modellpopulation

Der relative Anteil des ausschliefSlich selbstinkompatiblen S-Genotyps nimmt sehr
rapide ab und strebt asymptotisch dem Wert 0 entgegen. Da bei nur zwei S-Allelen genau
ein selbstinkompatibler S-Genotyp existiert, ist der Kurvenbeginn der relativen Anteile
semi- und vollstandig kompatibler S-Genotypen genau genommen erst fiir n > 3 definiert.
Bei drei S-Allelen existieren neben dem selbstinkompatiblen zwei zu diesem semikompa-
tible S-Genotypen, deren relativer Anteil zwei Drittel entspricht. Erst bei vier S-Allelen
sind fiir jeden S-Genotyp in Beziehung zu allen die drei Kompatibilitatklassen vorhanden.
Davon besteht zu sich selbst Inkompatibilitdt und zu dem S-Genotyp, der keine S-Allele
mit dem ersten gemeinsam hat, vollstandige Kompatibilitat. Zu den iibrigen vier, deren
relativer Anteil ebenfalls zwei Drittel ist, besteht Semikompatibilitét.

Mit jedem weiteren S-Allel verringert sich der Anteil zu jedem S-Genotyp semikom-
patibler, wahrend sich zugleich der Anteil zu jedem S-Genotyp vollsténdig kompatibler
vergroflert. Bei weniger als sieben S-Allelen iiberwiegt noch der Anteil zu jedem S-
Genotyp semikompatibler in der Population. Bei 30 S-Allelen zdhlen bereits weniger als
13% aller S-Genotypen zu dieser Klasse.

Mit wachsender Anzahl S-Allele steigt der Anteil zu jedem S-Genotyp kompatibler
im Verhaltnis zu den anderen iiberproportional an und bildet fiir ng > 8 die dominierende
Kompatibilitatsklasse. Fiir die im Folgenden vorgestellten Untersuchungen zur Identi-
fikation von Inkompatibilitatsgenotypen bedeutet dies, dafl mit zunehmender Anzahl von
S-Allelen die in einer Population inkompatiblen oder semikompatiblen Paarungspart-
ner immer seltener werden, was fiir die Identifikation unbekannter S-Genotypen durch
Bestaubungsversuche eine deutliche Erschwernis darstellt.
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3.1.1 Kiinstliche Bestdubungen und freie Abblite am blihphdnologisch iso-
lierten Finzelbaum

Samtliche an der Vogelkirsche AS 1 durchgefiihrten Fremdbestdubungen erwiesen
sich als kompatibel, auch wenn sich nur ein bestimmter Anteil der kiinstlich bestaubten
Bliiten zu einer Frucht weiterentwickelt hat (s. a. Tabelle 3-1). Die Selbstbestdaubung
blieb erwartungsgemafl ohne Befruchtungserfolg. Der fiir Bestaubungsversuche verwen-
dete Einzelbaum AS 1 ist somit selbstinkompatibel. Obwohl sich die Vogelkirsche AS 1
durch eine sehr frithe Bliite auszeichnet, ist eine vollstandig reproduktive Isolation des
Baumes nicht gegeben, da sich ein Fruchtanhang aus freier Abbliite entwickeln konnte.
In Tabelle 3-1 sind die Zahlen der kiinstlich bestaubten Bliiten denen der tatsachlich
gebildeten Friichte gegeniibergestellt. Im unteren Teil der Tabelle sind zum Vergleich
die Anzahlen beobachteter Bliiten an drei markierten Zweigabschnitten und ihr spaterer
Fruchtanhang nach freier Abbliite aufgelistet. Der Quotient aus gebildeten Friichten und
bestaubbaren Bliiten (Ny,/Ny;) mifit den relativen Reproduktionserfolg.

Tab. 3-1: Relativer Reproduktionserfolg aus kiinstlicher Bestaubung und freier Abbliite
an der Vogelkirsche AS 1

Anzahl

Pollenelter Bliiten Ny, Friichte Ny, Ny /Ny
BD 1 45 12 0,267
BD 2 61 16 0,262
BD 4 51 17 0,333
BD 5 47 10 0,213
BD 9 69 11 0,159
BD 10 36 7 0,194
BB 2 48 9 0,188
> Pollenelter 357 82 0,230
freie Abbliite

AS1-1 102 21 0,206
AS1-2 157 13 0,083
AS1-3 163 14 0,084
> freie Abbliite 422 48 0,114

In Tabelle 3-1 werden zwei Kollektive, von denen eines aus kiinstlicher Bestaubung
und ein anderes aus freier Abbliite stammen, hinsichtlich ihres Reproduktionserfolgs be-
trachtet. Innerhalb jeder Gruppe kann der minimale und maximale relative Reproduk-
tionserfolg quantifiziert werden. Wahrend im Minimum nur etwa 16% der Bliiten durch
Pollen von BD 9 erfolgreich befruchtet wurden, bilden maximal ein Drittel aller Bliiten,
die durch Pollen von BD 4 bestaubt wurden, eine Frucht aus. Im Mittel aller werden
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23% realisiert. Mit nahezu 21% ist der Reproduktionserfolg am Zweigabschnitt AS1-1 im
Vergleich dazu einerseits unbedeutend geringer. Andererseits stellt dieser das Maximum
innerhalb des Kollektivs aus freien Abbliite dar. An den beiden anderen Zweigabschnit-
ten wurde gleichermaflen nur etwa ein Zwolftel aller vorhandenen Bliiten erfolgreich be-
fruchtet. Die beiden Kollektive unterscheiden sich somit im relativen Reproduktionserfolg
deutlich. Wahrend bei der kiinstlichen Bestaubung die erfolgreich befruchteten Bliiten im
Mittel 23% betragen, wird im Kollektiv der freien Abbliite nur etwa die Hélfte, etwas iiber
11%, davon realisiert. Das ist umso bemerkenswerter, da die Bliiten bei freier Abbliite
iiber einen langeren Zeitraum bestaubt und durch die Bestauber zum optimalen Zeit-
punkt besucht werden konnen. Der reproduktive Erfolg spiegelt somit auch die Effizienz
der Bestauber wider.

3.1.2 Pollenschlauchwachstum

In Tabelle 3-2 sind die Ergebnisse der durchgefiihrten Bestaubungsversuche in vitro
wiedergegeben.

1. Inkompatibel (i) gelten solche Paarungen, bei denen keiner der Pollenschléuche
die Samenanlagen (= Eizellen) erreicht. Wenn dies der Fall war, wurde es in allen Wieder-
holungen gleichermaflen bestatigt.

2. Erreicht einer der Pollenschldauche die Samenanlage, ist die Paarung kompatibel
(k). In Klammern ist vor dem Schrégstrich die Zahl der Griffel angegeben, bei denen die
Samenanlagen erreicht wurden. Hinter dem Schragstrich ist die Gesamtzahl untersuchter
Griffel notiert.

3. Mit einem Fragezeichen sind diejenigen Paarungen versehen, bei denen die Vitalitat
des eingesetzten Pollens fragwiirdig war. Die Null in der Klammer gibt an, dafl kaum
Pollen gekeimt sind.

Tab. 3-2: Ergebnisdiagramm der Kompatibilitatspriifung n vitro

Pollenspender

BD 1| BD 2| BD 3| BD 4| BD 5| BD 7| BD 9| BD 10/ BD 11 AS 1| BB 2| EIS 1
BD1 | i i

BD2 | i k(1/6)
BD 3 k(1/8), i
BD 4 i i i i
BD 5 i i
BD 7 i i i
BD 9 i i k(1/6)
BD 10| i i i 2(0/6)
BD 11 i k(1/6)| i
AS 1 i |?(0/6)
BB 2 k(1/6) i
EIS 1 k(6/6)

Narbendonator

Alle Selbstbestdubungen erwiesen sich erwartungsgemaf als inkompatibel. Von den
23 Fremdbestdaubungen zeigte der iiberwiegende Anteil ebenfalls als inkompatibel. Fiir
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diese wird definitionsgemaf} die Identitat ihrer Inkompatibilitatsgenotypen angenommen.
Fiir sechs Kreuzungen konnte Kompatibilitiat nachgewiesen werden. In fiinf Féllen er-
reichte in einem von sechs eingesetzten Griffeln wenigstens einer der Pollenschlauche die
Samenanlage und nur in einem Fall, der Kreuzung EIS 1 x BB 2, in allen sechs.

Die reziproke Kreuzung BB 2 x EIS 1 erwies sich hingegen als inkompatibel. Bei
zwei Kreuzungen AS 1 x BB 2 und BD 10 x AS 1 setzte die Keimung des Pollens auf
der Narbe aus, obwohl dieser bereits in anderen seine ausreichende Vitalitat unter Beweis
gestellt hat. In beiden Fillen wire eine Uberpriifung erforderlich. Um die untersuchten
Vogelkirschen in Gruppen gleicher Inkompatibilitatstypen einteilen zu kénnen, miissen
die Ergebnisse auf ihre vollstandige Widerspruchsfreiheit hin tiberpriift werden. In der
folgenden Tabelle 3-3 sind die sich widersprechenden Ergebnisse gegeniibergestellt.

Tab. 3-3: Offensichtliche Widerspriiche in den Ergebnissen der Bestaubungsversuche in

vitro
1. BD1=BD2=AS1 A AS1+#BD2
2. BD2=BD 4 =BD 3 A BD 2 # BD 3

3. BD 9 =BD 10 = BD 11 A BD 10 # BD 11

4. EIS1=AS1=BB2 A AS1+# BB2

D. EIS1=BB 2 A BB2#EIS1

Der Widerspruch besteht im wesentlichen in der Tatsache, dafl zwei Individuen zum
einen den gleichen Inkompatibilitatsgenotyp, d. h., inkompatibel sind, besitzen und zum
anderen sich in ihrem S-Genotyp unterscheiden und somit kompatibel sein sollen. Das
gilt fiir alle fiinf in Tabelle 3-3 aufgelisteten Falle. Wegen dieser Widerspriiche ist es nicht
moglich, zu klaren Aussagen hinsichtlich der vorliegenden Inkompatibilitatsverhéltnisse
zu gelangen.

Ein weiterer Mangel des Verfahrens ist die weitgehend deduktive Feststellbarkeit
eines Inkompatibilitatsgenotyps, da sich Semi- und vollstindige Kompatibilitdt im
Paarungsergebnis nicht unterscheiden lassen, sofern Pollen im Uberflul angeboten wird.
Fiir ein Individuum mit unbekanntem S-Genotyp kann auf den Besitz eines bestimmten
Si;-Allels nur geschlossen werden, wenn dieses in wenigstens zwei im Ergebnis kompa-
tiblen Paarungen mit unterschiedlichem S;S; und S5;S, mit i # j # k nachgewiesen
ist. Gleiches gilt fiir die Bestimmung des zweiten S-Allels. Nur vollstandige Inkompati-
bilitdt mit einem Paarungspartner, dessen Inkompatibilitatsgenotyp bekannt ist, fiihrt
folglich zu direkten Ergebnissen. Fiir die praktische Anwendung bedeutet dies, daf
eine Vielzahl von blithfahigen Kirschen mit allen bekannten Inkompatibilitdtsgenotypen
verfiigbar sein miissen, um Vogelkirschen mit bislang nicht bekanntem S-Genotyp zu
klassifizieren. Fiir die sechs bei der Kulturkirschen bekannten S-Allele wéiren potentiell
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15 verschiedene Inkompatibilititsgenotypen vorhanden. BOSKOVIC (pers. Mitt.) bezif-
fert die Zahl der bei Kultur- sowie Vogelkirsche bekannten S-Allele auf iber 20. Bei 18
S-Allelen waren nach der Formel w 153 verschiedene Kombinationen von Inkom-
patibilitatsgenotypen realisierbar. Ausgehend von den sechs urspriinglichen S-Allelen der
Kulturkirsche stiinde einer Verdreifachung des Allelbestands eine Verzehnfachung der re-
alisierbaren Genotypen gegeniiber. Neben dem wachsenden Flachenbedarf fiir Klonkopien
neuer Inkompatibilitatsgenotypen steigt auch der Kreuzungsaufwand fiir Individuen mit

unbekannten S-Genotypen stetig an.

3.1.3 Nachweis von S-RNasen in ausgewdhlten Vogelkirschen

BOSKOVIC & TOBUTT (1996,1998) sowie BOSKOVIC et al. (1997a) konnten
durch elektrophoretische Methoden den in Griffeln einer Vielzahl bekannter Kultivare
von Prunus avium L. aktiven S-Locus identifizieren. Neben den sechs bisher aus
den Kreuzungen an Kulturkirsche bekannten S-Allelen, deren bereits feststehende Nu-
merierung iibernommen wurde, konnten sie weitere nachweisen. Die Numerierung der
sechs bekannten S-Allele folgt daher keiner fiir Zymogramme gebrauchlichen Systematik.
Wurde ein weitere S-Allel identifiziert, erhielt es unabhéngig von seiner Lage im Zymo-
gramm die nachste freie Nummer. Diese Vorgehensweise erschwert die Vergleichbarkeit
von Ergebnissen in verschiedenen Arbeitsgruppen, wenn das zugehorige Referenzmaterial
fiir die vorliegende Nomenklatur nicht allgemein verfiigbar ist.

Fir die Identifikation von S-Genotypen bei Kirsche wird zunéchst ein Referenz-
extrakt, das die sechs bei der Kulturkirsche héufigen S-Allele (S1-6) enthélt, zusam-
mengestellt, in jedem Trennungsgang appliziert und nach der Anfarbung zum direk-
ten Vergleich zu dem untersuchten Probenmaterial verwendet. Treten S-Allele auf, die
nach einer ersten Untersuchung nicht eindeutig zugeordnet werden konnten, wird deren
ungefahre Lage im Zymogramm bestimmt und anschlieBend direkt mit weiteren bereits
identifizierten S-Allelen, die diese Lage im Zymogramm haben kénnten, verglichen.

Im Folgenden sind zwei Beispiele von IEF-Gelen mit korrespondierenden Schema-
zeichnungen wiedergegeben, in denen Griffelextrakte von Vogelkirschenklonen der Samen-
plantage Neuhemsbach elektrophoretisch aufgetrennt worden sind. In jedem Gel (Abbil-
dungen 3-2a und 3-3a) sind 15 Proben getrennt worden. Jeweils sieben zu analysierende
Proben wurden vor und hinter dem mittleren Zymogramm, das als Referenz die Allele Sy
bis Sg enthalt, aufgetragen. Die Proben sind in der korrespondierenden Schemazeichnung
bezeichnet.
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Abb. 3-2a: Zymogramme der S-RNasen der Klone 661 bis 1244 (Samenplantage Neu-

hemsbach)
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Abb. 3-2b: Schematische Wiedergabe der Zymogramme in Abb. 3-2a

Die Schemazeichnung gibt die festgestellte Lage der S-RNasen sowie die Klonbe-
zeichnungen wieder. AuBerhalb der Zeichnung rechts ist das Referenzmuster (S1-6)
mit Bezeichnung der S-Allele wiederholt und links sind die in diesem Gel vorhandenen
zusétzlichen S-Allele bezeichnet.
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Abb. 3-3a: Zymogramme der S-RNasen der Klone 1437 bis 1288 (Samenplantage Neu-

hemsbach)
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Abb. 3-3b: Schematische Wiedergabe der Zymogramme in Abb. 3-3a

Die Darstellungsweise in der Schemazeichnung entspricht der vorherigen.

Als Ergebnis der genetischen Identifikation von S-RNasen sind in der folgen-
den Tabelle 3-4 die absoluten Haufigkeiten der in der Samenplantage Neuhemsbach
nachgewiesenen Inkompatibilitatsgenotypen sowie deren S-Allele aufgelistet.

In der Samenplantage Neuhemsbach sind demnach 17 unterschiedliche Inkompati-
bilitatsgenotypen, die insgesamt 12 S-Allele umfassen, vorhanden. 9 Genotypen konnten
jeweils nur einmal nachgewiesen worden. Die iibrigen 8 treten mit absoluten Haufigkeiten
zwischen 2 und 10 auf. Mit 10 Klonen, etwa einem Viertel aller (N=39), ist S35 absolut
gesehen der haufigste Inkompatibilitatsgenotyp. 5156, ein Genotyp der ebenfalls das S-
Allel Sg enthélt, ist immerhin noch mit 5 Klonen vertreten. Die restlichen 6 Genotypen
verteilen sich gleichméflig mit jeweils drei Typen auf die Haufigkeitsklassen 2 und 3.

Se¢ und S5 sind mit 18 bzw. 17 Klonen in der Samenplantage die haufigsten S-
Allele. Die Kombination der beiden haufigsten S-Allele ist in der Klonsammlung durch 10
Klone représentiert. Die néchsthéufigeren S-Allele sind S; und Sy (10 bzw. 9 Vertreter).
Demgegeniiber sind Sz, Sy und Sp5 jeweils nur einmal vorhanden; zwei weitere (S7 und
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Sp) jeweils zweimal. Die tibrigen drei S-Allele teilen sich in zwei weitere Klassen auf,
wobei Sg fiinfmal sowie S12 und Si3 je sechsmal auftreten.

Tab. 3-4: Absolute genotypische und allelische H&aufigkeiten des Inkompatibilitatsgen-
locus in der Samenplantage Neuhemsbach

Samenplantage Samenplantage
S-Genotyp Neuhemsbach S-Allel Neuhemsbach
5150 1 S1 10
5152 3 Sy 17
5156 5 Ss 1
5157 1 Sy 1
S250 1 Se 18
S954 1 S~ 2
S9S56 10 Ss 5
SQSS 3 512 6
S3.S7 1 S13 6
SeS12 1 S1s 1
S6S13 2 So 9
SgSO 2 SD 2
51250 3
S12513 1
51350 1
S135p 2
S1550 1

Da es sich bei der Samenplantage um ein auf vegetativem Weg kiinstlich erzeugtes
Kollektiv handelt, war nicht zu erwarten, daf3 die Haufigkeiten sowohl der S-Genotypen
als auch der S-Allele einer Gleichverteilung entsprechen, wie sie STEINER (1992) fiir
eine Population im Gleichgewicht nachweist. Die Plantage stellt auch keine zuféllige oder
anteilsgleiche Auswahl von Vogelkirschen verschiedener Ausgangsbestiande dar. Auffillig
ist die tiberproportionale Haufigkeit der beiden Inkompatibilitatstypen S35 und S7.5¢ in
der Samenplantage Neuhemsbach, wihrend andere, die die in der Kulturkirsche haufigen
Allele S3 und Sy tragen, wie z. B. S357 oder S35, jeweils nur einmal vorhanden sind.

Aufgrund gleichméfiiger Abstdnde zwischen den Pflanzreihen hat jede Vogelkirsche
im Idealfall acht Parzellennachbarn, von denen sich jeweils vier an den Seiten und
an den Ecken der Parzelle befinden, wie in Abbildung 3-4 dargestellt. Am Rand der
Pflanzung liegen jedoch davon abweichende Verhaltnisse vor. Betrachtet man die paar-
weisen Beziehungen eines Baums zu seinen Parzellennachbarn, ergeben sich drei mogliche
Klassen der Kompatibilitét.

1. Inkompatibel sind Paarungen, bei denen eine vollstindige Ubereinstimmung
des Inkompatibilitdtsgenotyps vorliegt (S;S; x S;S; und i # j). Die Schwérzung der
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gemeinsamen Seiten kennzeichnet die inkompatiblen Nachbarn in der Abbildung 3-4.

2. Haben die benachbarten Paarungspartner das S;-Allel gemeinsam (.5;5; x S;Sk
und i # j # k), konnen bei der Paarung nur die Hélfte ihrer Gameten erfolgreich werden,
d. h. sie sind semikompatibel. Die partielle Durchlassigkeit fiir kompatiblen Pollen wird
in Abbildung 3-4 durch eine graue Einfarbung der Flachen zwischen den benachbarten
Kirschen hervorgehoben.

3. Vollstandig kompatibel werden Paarungen bezeichnet, in denen sich zwei Inkom-
patibilitdtsgenotypen vollstdndig voneinander unterscheiden (S;S; x SiS; und {i,j} #
{k,1}). Der vollstandige Wegfall von Paarungsbarrieren wird durch den Verzicht auf die
Einfarbung der angrenzenden Seiten symbolisiert.

Die Samenplantage Neuhemsbach besteht im wesentlichen aus der vierfach wieder-
holten Auspflanzung von 39 Vogelkirschenklonen.

Um ein Bild iiber moégliche Auswirkungen auf das Paarungsverhalten benachbarter
Vogelkirschen in der Plantage zu erhalten, sind in der Abbildung 3-4 auszugsweise die
Kompatibilitatsverhaltnisse zu den jeweiligen Nachbarindividuen dargestellt:

1095 || |1247 ||| 974 | | 1362

4

1363 || 1359 ||1249 || 1240

973 || 11289 1252“1248 kompatibel |
A' I\

1226 || 1244 || 1290 i1360

semi-kompatibel |

1362 || 663 |||1365 ||| 971 inkompatibel |

Abb. 3-4: Kompatibilitatsverhéltnisse benachbarter Vogelkirschen in einem repréasenta-
tiven 4 x 5 Parzellenausschnitt der Samenplantage Neuhemsbach

In der Abbildung 3-4 sind fiir 6 Parzellen, deren Nummern durch Fettdruck her-
vorgehoben sind, Paarungsbeziehungen zu allen acht Parzellennachbarn dargestellt. Die
iibrigen mit kursiv gedruckten Nummern stellen eine Umrandung dar. Berticksichtigt
man, dafl etwa ein Viertel aller Klone den gleichen Inkompatibilitatstyp hat und somit
untereinander inkompatibel ist, nehmen die Flachen mit schwarzer Farbe einen relativ
geringen Anteil ein. Dieser Anteil ist sehr ungleichméfig tiber die Plantage verteilt und
klumpt an nur drei Stellen. Der Fall, dafl ein Individuum von seinen Nachbarn reproduktiv
vollstandig isoliert ist, kommt in der Anpflanzung praktisch nicht vor. Der iiberwiegende
Teil aller Paarungsbeziehungen ist semikompatibel, was sich an dem Anteil grauer Grenz-
linien ablesen 1af3t.

Vogelkirschen der beiden Vorkommen Weende und Geismar, die auch in den
Kreuzungsversuchen verwendet wurden, sind ebenfalls unter Verwendung der isoelek-
trischen Fokussierung hinsichtlich ihrer Inkompatibilitatsgenotypen charakterisiert wor-
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den. Insgesamt sind in beiden Vorkommen nur fiinf S-Genotypen vorhanden, die insge-
samt wiederum sieben verschiedene S-Allele reprasentieren.

Von den fiinf S-Genotypen befinden sich zwei im Vorkommen Weende. Die Vo-
gelkirschen BD 1 bis BD 10 sind nicht nur an den betrachteten Enzymgenloci genetisch
identisch, sondern besitzen alle auch einheitlich den Genotyp S5.5,-, in welchem das Allel
S,- eine durch Rontgenbestrahlung mutierte, hinsichtlich der Spezifikation seiner Inkom-
patibilitdt inaktivierte Form von Sy darstellt (LEWIS & CROWE 1954). Mit S;512
erweist sich BD 11 zu diesen als vollstandig kompatibel.

Die drei tiibrigen S-Genotypen sind im Vorkommen Geismar unter vier Kirschen
nachgewiesen worden. Fiir die Vogelkirsche AS 1, die sowohl in den Kreuzungsversuchen
als auch in den Untersuchungen zum Pollenschlauchwachstum eine zentrale Rolle ein-
nimmt, wird der Inkompatibilitdtsgenotyp 54512 notiert. Demnach ist AS 1 mit dem
eingesetzten Pollenkollektiv von BD 1 bis BD 10 (S2 und S,-) einseitig vollstdndig
kompatibel, da Pollen mit dem Allel S, Griffel mit dem nicht-mutierten Allel Sy
durchwachsen kénnen. Aus der Paarung von S,- und S; entstehen Homozygote, die
durch eine verstarkte Einzelbande im Zymogramm abgebildet werden. Die Selbstfertilitat
vieler in Priifung befindlicher Kultursorten griindet sich auf das Allel S;- (SCHMIDT et
al. 1999b).

BB 1 und BB 2, zwei spatblithende und rotfriichtige Vogelkirschen, besitzen den glei-
chen S-Genotyp S1.5¢, wahrend EIS 1, ein frithblithender, schwarzfriichtiger Einzelbaum,
sich als Trager von 545 darstellt.

3.1.4 Vergleich der drei vorgestellten Verfahren und threr Ergebnisse

Zur Analyse des Inkompatibilitatssystems der Vogelkirsche wurden drei unter-
schiedliche Vorgehensweisen vorgestellt. Zwei davon basieren auf Kreuzungs- bzw. Be-
staubungsversuchen und ermoglichen nur einen indirekten Zugang zum Inkompatibilitats-
genotyp, wahrend die dritte die direkte Beobachtbarkeit dieses Genotyps nutzt.

Die Kreuzungs- bzw. Bestaubungsversuche sowohl im Freiland als auch in wvitro
konnen im Ergebnis nur zwischen inkompatibel und kompatibel unterscheiden. Im Fall
einer Inkompatibilitatsreaktion sind die S-Genotypen der Paarungspartner identisch. Bei
kompatiblen Paarungen kann entweder Semi- oder vollstandige Kompatibilitat vorliegen.

Geht man davon aus, daff mittlerweile 20 S-Allele der Kirsche bekannt sind (BOSKOVIC
(n 721)~ n
n = 20, bilden, von denen zu jedem S-Genotyp, der zu sich selbst inkompatibel ist, genau

pers. Mitt.), lassen sich aus diesen unterschiedliche S-Genotypen, i. e. 190 bei
36 S-Genotypen semikompatibel sind und 153 S-Genotypen vollstandige Kompatibilitat
aufweisen (s. a. Abb. 3-1a).

Auf der Basis von Bestdubungen mit einer Vielzahl von bekannten Inkompati-
bilitatsgenotypen lafit sich ein unbekannter Inkompatibilitdtstyp zuordnen, wenn seine
S-Allele in dem Kollektiv bekannter S-Genotypen bereits enthalten sind. Dies ist in
jedem Fall mit einem erheblichen zeitlichen und materiellen Aufwand verbunden. Die
Freilandkreuzungen, wie sie in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurden, ergaben bei
etwa 50 kiinstlich bestdubten Narben einen Befruchtungserfolg von durchschnittlich etwa
20%. Ubertragen auf die Bestdubungen in vitro bedeutet dies, daB in einem von finf
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Griffeln der Pollenschlauch zu einer erfolgreichen Befruchtung der Samenanlagen wach-
sen mifite, um als Indikator einer kompatiblen Paarung zu dienen. In beiden Verfahren
sind das Zusammenspiel von vitalem Pollen und optimalem Bestaubungszeitpunkt von
elementarer Bedeutung.

Die Bestaubungen in vitro kommen gegeniiber den Freilandversuchen in der Regel
mit weniger Bliitenmaterial aus und sind weitaus weniger zeitaufwendig. Fiihren diese zu
den gleichen Ergebnissen wie unter Freilandbedingungen, ist ihnen eindeutig ein Vorrang
einzuraumen. Die vorliegenden Ergebnisse zu den Bestaubungsversuchen in vitro sind
jedoch wenig ermutigend. Denn in ganz offensichtlichen Zweifelsfallen und bei Vorliegen
widerspriichlicher Ergebnisse konnen bis zur endgiiltigen Klarung keine verbindlichen
Aussagen zum Inkompatibilitdtsgenotyp getroffen werden. Da sich die Kreuzungen
nur wahrend einer relativ kurzen Blithperiode durchfiihren lassen, entsteht ein enormer
zeitlicher Verzug, wenn sich eine Vielzahl von Genotypen iiber mehrere Vegetationsperi-
oden nicht eindeutig zuordnen lassen.

Im Unterschied zu den Kreuzungsversuchen, die der Identifikation des gameto-
phytisch exprimierten S-Genlocus und seiner allelischen Varianten dienen, wird in der
Obstziichtung Bestaubungsversuche in Form klassischer Riickkreuzungen durchgefiihrt,
um die Inkompatibilitatsgenotypen in erzeugten Kreuzungsnachkommenschaften bei
bekannten elterlichen S-Genotypen zu identifizieren (SCHMIDT pers. Mitt.). Da die
Inkompatibilitatsgenotypen der verwendeten Kreuzungseltern bekannt sind, betragt der
Bestand an unterschiedlichen S-Allelen bei kompatiblen Kreuzungseltern maximal vier.
Jeder Nachkomme einer vollstandig kompatiblen Kreuzung weist Semikompatibilitat zu
jedem der beiden Eltern auf.

Will man den S-Genotyp eines jeden Nachkommen aus einer vollstandig kompatib-
len Kreuzung, in der die elterlichen S-Genotypen (z. B. (5153 x S3S4) bekannt sind,
identifizieren, bieten sich Bestaubungsversuche mit zwei Vorgehensweisen hinsichtlich der
verwendeten S-Genotypen an:

Zum einen konnten dazu die vier S-Genotypen (im Beispiel: S1S3,.51.54, 5253, .5254),
die unter den Nachkommen vorhanden sein sollten, verwendet werden.

Zum anderen kénnten hierbei vier S-Genotypen (z. B. S1Sx, S2S5x, S35x, S4Sx und
X > 5) an, die jedes der vier elterlichen S-Allele exakt einmal enthalten, Verwendung
finden.

In beiden Fallen sind Bestaubungen mit wenigstens drei der vier S-Genotypen
notwendig, um den zuvor unbekannten S-Genotypen eines Kreuzungsnachkommen
festzustellen. Zur Kontrolle wére die Bestaubung mit dem vierten S-Genotyp unter prak-
tischen Gesichtspunkten durchaus empfehlenswert.

Die Nachkommenschaft eines semikompatiblen Elternpaars (z. B. (S1.53 X S2.53) spal-
tet in zwei S-Genotypen (hier: S;.53,5253), die untereinander und mit ihrem Samenelter
Semikompatibilitdt aufweisen. Einer der beiden S-Genotypen stimmt mit dem des Pol-
lenelters tiberein und ist folglich zu diesem inkompatibel, wahrend der andere zu diesem
semikompatibel ist. In diesem Fall liele sich die Nachkommenschaft mit geringstem
Aufwand durch die Bestdubung mit dem S-Genotyp des Pollenelters (hier: S2S3) hin-
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sichtlich ihrer S-Genotypen separieren. Der Gesamtaufwand fiir diesen Anwendungsbe-
reich ist gegeniiber der dargestellten Zuordnung eines Individuums mit unbekanntem
S-Genotyp vergleichsweise gering.

Eine wesentliche Neuerung und arbeitstechnische Erleichterung stellt der direkte
Nachweis des Inkompatibilitatsgenotyps durch Isoenzyme, den in Griffeln aktiven S-
RNasen, dar. Diese Untersuchungen sind also auch an das blithfdhige Alter einer Kirsche
gebunden. Nachdem eine Vererbungsanalyse der beobachteten genetischen Merkmale vor-
liegt, kann anschliefend jedes Individuum entsprechend seiner genetischen Information
charakterisiert werden.

Bei der hohen Anzahl von Allelen ist es jedoch auch hier schwierig, im Vergleich
zu den Isoenzymmustern bekannter Inkompatibilitdtsgenotypen eine korrekte Zuord-
nung vorzunehmen. Dies geschieht unter kontrollierten Laborbedingungen und ist somit
ganzjahrig moglich, wenn man sich das entsprechende Untersuchungsmaterial im Friihjahr
gesichert hat. Da sich die vorgestellten Ergebnisse vollstandig mit denen aus langjahrigen
Kreuzungsversuchen decken, ist nur eine gelegentliche Uberpriifung anhand von wenigen
Testkreuzungen beim Auftreten neuer S-Allele notwendig.

Das vorgestellte laboranalytische Verfahren ist jedoch noch nicht iiberall implemen-
tiert, so dafl es in Einzelfallen sinnvoll sein kann, mit Bestaubungsversuchen zu beginnen
und erst in einem zweiten Schritt den Nachweis von S-RNasen vorzunehmen. Fiir die
Bestaubungsversuche sollte eine Vielzahl bekannter Inkompatibilitatsgenotypen jederzeit
verfiigbar sein, z. B. in Form einer Klonsammlung. Entsprechendes gilt auch fiir die
Referenzproben der S-RNasen, welche als Rohextrakt bei Tiefkiihltemperaturen lange
lagerfahig sind.

3.2 Analyse des Vererbungsmodus

3.2.1 Erlauterung der Zymogramme anderer Isoenzyme

Die biochemisch-genetischen Untersuchungen von KAURISCH et al. (1988, 1991) und
GRANGER et al. (1993) dienten ausschliefllich zur Sortenidentifikation. Die genetische
Analyse von 8 verschiedenen Kreuzungsnachkommenschaften SANTI et al. (1990) er-
laubten Hypothesen zum Vererbungsmodus von 7 Enzymgenloci bei der Vogelkirsche; fiir
eine Kopplungsanalyse war die ihnen vorliegende Datenbasis jedoch zu gering. Kreuzun-
gen zwischen 5 verschiedenen Kultursorten von P. avium L. bildeten die Grundlage fiir
die Vererbungsanalyse, die GRANGER (1996b) am Sadmlingsstadium der entstandenen
Nachkommen und ihren Kreuzungseltern durchgefiihrt hat.

Die im Rahmen der vorgelegten Arbeit aufgetretenen Isoenzymmuster sind in der
nachfolgenden Abbildung 3-5 schematisch wiedergegeben. Deren genetische Interpreta-
tion wurde durch DIPLOGEN (GILLET 1998) qualifiziert (s. a. 2.2.3, S. 24).

An dieser Stelle erscheint es fiir das weitere Verstandnis sinnvoll, einige grundlegende
Prinzipien der systematischen Interpretation der Isoenzymmuster, wie sie DIPLOGEN
anwendet, noch einmal zu rekapitulieren.

Jedes Isoenzymmuster, soweit es aus einer oder mehreren Banden besteht, wird in

verschiedene Elementarzonen aufgelost, wobei liber alle Muster hinweg fiir jedes in seiner
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Lage unterschiedliche Band eine eigene Elementarzone ausgewiesen wird.

In einem ersten Schritt analysiert DIPLOGEN, ob die Elementarzonen fixiert
bzw. nicht fixiert sind. Fixierte, in allen Mustern vorhandenen Banden werden als
genetisch fixierte Zone bzw. Genlocus interpretiert.

Liegt keine Fixierung vor, wird in einem néachsten Schritt die Abhéngigkeiten von
Elementarzonen zueinander gepriift. Abhéangigkeit liegt vor, wenn wenigstens zwei Ele-
mentarzonen zugleich ein bzw. kein Band aufweisen. In monomeren Enzymsystemen, bei
denen ein Allel genau einem komplementaren Enzymmolekiil entspricht, wird diese As-
soziation als strenge Kopplung zweier Genloci interpretiert. Setzen sich wie in polymeren
Enzymsystemen die Allele aus mehrere Molekiileinheiten zusammen, kann zunachst kann
nicht entschieden werden, welches das Hauptband und welches die Nebenbander, die
als Intralocus- oder Interlocus-Hybridenzyme interpretiert werden konnen, sind. FEine
endgiiltige Aussage zur Vererbung kann erst nach dem letzten Programmschritt, der hy-
pothesengestiitzten Vererbungsanalyse, erfolgen, was gilt auch fiir die nachweislich un-
abhédngigen, nicht fixierten Elementarzonen gilt.

+
111222{111222/111222111 1222111222 1323 33|11 1222{111222|111222{11 1222|1112 22 )
IDH-B |6PG-A |[ACO-B |GOT-C PGI-B MDH-A |[AP-A |SKD-B PPO-A PGM-B

Abb. 3-5: Ubersicht der Schemazeichnungen der interpretierten Enzymsysteme

Mit Ausnahme der Enzymsysteme AP und PPO sind in allen Zymogrammen neben
dem variablen Enzymgenlocus auch eine oder mehrere nicht variable Zonen dargestellt,
die nur fiir die Bezeichnung der Zonen innerhalb des Zymogramms eine Rolle spielen.
IDH: Wahrend die obere A-Zone des dimeren Enzymsystems IDH nicht variiert, finden

sich in in der B-Zone zwei Allele, die die drei dargestellten Genotypen BBy, B1Bs
und BBy kodieren.

6PGDH: Das ebenfalls dimere Enzymsystem 6PGDH weist auch zwei Zonen auf, von
denen nur die A-Zone mit ebenfalls zwei Allelen variabel ist. In dem untersuchten
Klonmaterial lassen sich die drei Genotypen A;A;, A1 A; und A3 A, nachweisen. Die
naher zur Kathode gelegenen Zonen variieren nicht.

ACO: Das monomere Enzymsystem ACO besitzt in der B-Zone zwei Allele, die, wie bei
IDH-B dargestellt, drei Genotypen By B, B1Bs und By Bs erzeugen. Die A-Zone ist
invariabel.

GOT: Die C-Zone des dimeren Enzymsystems GOT weist Drei- und Fiinffachbanden auf,
die nicht den klassischen Muster homo- bzw. heterozygoter Individuen eines dimeren
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Enzymsystems entsprechen. Es handelt sich hier vielmehr um zwei streng gekoppelte
Genloci mit Interlocushybridbanden, die sich wie ein Genlocus darstellen. Die Dreifach-
banden unterschiedlicher Lage entsprechen daher einem doppelt-homozygoten Geno-
typen und das Fiinferbandmuster dem doppelt-heterozygoten Genotyp. A- und B-Zone
weisen keine Variation auf.

PGI: Die A-Zone des dimeren Enzymsystems PGI ist ohne Variation. Dagegen lassen sich
drei unterschiedliche Allele in der B-Zone nachweisen, die sechs verschiedene Genotypen
B1B1, B1Bsy, BoBy, B1B3,B>;Bs und B3B3 kodieren. Der Genotyp By B ist bei der
Vogelkirsche als sehr selten einzustufen.

MDH: Beim dimeren Enzymsystem MDH weist die A-Zone Variation auf. Es existieren
drei Genotypen A1 A1, A1As und AsAs. Die B-Zone ist invariabel.

AP: Beim monomeren Enzymsystem AP variiert die A-Zone mit zwei Allelen, die
iiberwiegend die zwei Genotypen A;A; und A; Ay ausgepriagen. Der Genotyp Az A,
ist auBlerst selten und wurde bisher nur ein einziges Mal nachgewiesen.

SKDH: Die nachgewiesene Variation des monomeren Enzymsystems SKDH beschrankt
sich auf die B-Zone mit drei Genotypen B1B;, B1Bs und Bs;By. Die A-Zone ist
monomorph.

PPO: Das Enzymsystem PPO ist ebenfalls monomer. In der A-Zone existieren drei
Genotypen, von denen der Genotyp A;A; bisher nur in einem Vorkommen bestatigt
werden konnte. Auf die Darstellung von wenigstens zwei weiteren invariablen Zonen
wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet.

PGM: Die A-Zone des monomeren Enzymsystems PGM variiert nicht. Drei Genotypen
B1 By, B1B; und BBy wurden in der B-Zone nachgewiesen.

3.2.2 Kopplungsanalyse
3.2.2.1 Vorbemerkungen

Die Verteilung einer Vielzahl von Genloci auf die limitierte Anzahl von Chromo-
somen eines Individuums fiihrt zu dem Umstand, dafl nicht alle Gene frei rekombiniert
werden. Davon sind moglicherweise auch die in der vorgelegten Arbeit betrachteten poly-
morphen Genloci der Vogelkirsche betroffen. Die ideale Ausgangslage fiir Kopplungs-
analysen bilden Kreuzungen von Einzelindividuen, die sich durch einen hohen individu-
ellen Heterozygotiegrad hinsichtlich der zu betrachtenden Genloci auszeichnen. Fiir die
prazise Rekonstruktion der Rekombinationsverhéaltnisse werden Zwei-Locus-Genotypen
der Kreuzungsnachkommen benoétigt, um die tatsachlich realisierten Paarungsbeitrage,
aus denen sich die Kopplungsraten fiir alle gebildeten Allelkombinationen angeben lieflen,
elternspezifisch bestimmen zu kénnen.

Existieren in einer Population nur zwei unterschiedliche Genotypen und lassen sich in
deren Einzelbaumnachkommenschaften alle von auflerhalb der Population stammenden
Paarungsbeitrage identifizieren, gelten alle iibrigen Nachkommen als aus der Paarung
der beiden Genotypen entstanden. Um eine Kopplungsanalyse an solchem Samenma-
terial aus freier Abbliite durchfithren zu kénnen, mufite die Stichprobe um den Anteil,
der gesichert aus populationsexterner Befruchtung stammt, verringert werden. Diese
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Nachkommen eignen sich somit gleichermaflen fiir eine Kopplungsanalyse wie die aus einer
definierten Kreuzung stammenden, wenn die Tréger identischen Genotyps den gleichen
Inkompatibilitatsgenotyp besitzen und somit untereinander selbstinkompatibel sind. Aus-
gehend vom doppelt-heterozygoten Samenelter wurde die bei HATTEMER et al. (1993)
dargestellte Vorgehensweise zur Schatzung der Kopplungsrate ¢ auf die in den Tabellen 3-
5a und 3-5b reduzierten Fallbeispiele fiir verschiedene Kombinationen von Enzymgenloci
im Vorkommen Weende angewandt.

Die Anteile an der Gesamtnachkommenschaft einer Paarung, deren elterliche ga-
metische Beitriage zugeordnet werden konnen, verringern sich mit zunehmender Heterozy-
gotie des Pollenelters und beeinflussen somit mafigeblich die Grofle einer zu untersuchen-
den Stichprobe.

So trat der Fall auf, in dem der Pollenelter an einem der beiden Genloci homozygot

A1 A
ist z. B. (BlBl)‘ Dadurch reduziert sich die Anzahl von Genotypen von 9 aus der
152

Paarung zweier doppelt-heterozygoter Individuen (nach HATTEMER et al. 1993, S. 115)
auf 6, wie die Tabelle 3-ba verdeutlicht.

Tab. 3-5a: Berechnung der genotypischen Verteilung nach Kreuzung eines einfach-hetero-
zygoten mit einem doppelt-heterozygoten Individuums

? Gameten
c (A 1—c/A; 1—c/(As
& Gameten 3 <B1> —5— (B2> 5 <B1)
<A1) c (A1A1> 1 (A1A1> (1—2¢) (A1A2> 1 (AlAg)
By) | 4\ B1B; 4 \ B1Bs 4 B1By) | 4 \B1B>
(Al) (1—¢) (AlAl) c <A1A2>
By 4 BB, 4\ B2B>

Schliellich ergibt sich aus der Paarung mit einem doppelt-homozygoten Pollenel-

N~ N~

A
ter der einfachste aufgetretene Fall, dal nur Pollen des Alleltyps B2 gebildet werden
2
(s. Tabelle 3-5b). Unter den Nachkommen sind nur vier Genotypen préisent, deren El-
ternschaft eindeutig differenzierbar ist, wie im Folgenden die Tabelle 3-5b belegt.

Tab. 3-5b: Genotypische Verteilung in der Nachkommenschaft nach Kreuzung eines
doppelt-homozygoten mit einem doppelt-heterozygoten Individuums (nach
HATTEMER et al. 1993, S. 118, Tab. 6-10)

@ Gameten
C Al 1—c A1 1—c A2 C A2
4 Gameten 5 <B1) 5 (B2> 5 (Bl) 5 (32)

AQ E A1A2 1—c A1A2 1—c AQAQ E AQAQ
By 2\ B1 B2 2 \B2DBs 2 \Bi1Bs/) 2\B2DB>
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3.2.2.2 Nachweis von Kopplung

Die Population Weende besteht faktisch aus zwei vollstandig kompatiblen Indi-
viduen, von denen das eine durch einen zentralen Baum BD 11 und das andere durch
den genetisch an den beobachteten Enzymgenloci identischen Rest BD 1 bis BD 10
repréasentiert wird. Dabei weist BD 11 drei (PGM-B; By, SKDH-B; B; und GOT-C;C5)
und die anderen weisen vier Genloci in heterozygotem Zustand (PGM-B; By, PGI-B; Bo,
6PGDH-A; A; und ACO-B;Bs) auf. Da fiir die Kopplungsanalyse der Samenelter in
jedem Fall zwei Genloci in heterozygotem Zustand besitzen mufl, sind 45 Kombina-
tionsmoglichkeiten an 9 Paaren von Enzymgenloci untersucht worden, 3 fiir BD 11 und 6
fiir die tibrigen. Von jedem Individuum wurde eine Stichprobe von 160 Samen nach freier
Abbliite mit Hilfe von Enyzmgenmarkern untersucht. Wéahrend fiir BD 11 ausreichend
Samen vorhanden waren, mufite fiir die zweite Stichprobe das Saatgut der iibrigen Baume,
die aus Wurzelbrut entstanden sind, gemischt werden. Die Mischung ist proportional zur
tatsachlich geernteten Samenmenge des einzelnen Klonvertreters vorgenommen worden.

Wahrend eine Segregationsanalyse nur die Spaltungsverhéltnisse von vererbbaren
Merkmalen an einem einzelnen Genort betrachtet, wird bei der Kopplungsanalyse die
kombinierte Weitergabe von Merkmalen zweier Genloci auf ihre Unabhangigkeit gepriift.

Insgesamt erwiesen sich 92 Nachkommen der Vogelkirsche BD 11 und 76 der iibrigen
mit der Hypothese tiber ihre Abstammung konsistent. Diese konnten fiir die Kopplungs-
analyse verwendet werden. In den Fallen, in welchen der bei Samen- und Pollenelter
heterozygote Genotyp PGM-B; B> in die Kopplungsanalyse integriert wurde, reduzierte
sich die Anzahl der verwendbaren Nachkommen nochmals auf 49 (vgl. auch Tab. 3-5a).

Im Kopf der folgenden Tabelle 3-5¢ sind die erwarteten Kopplungsverhaltnisse fiir die
beiden jeweils betrachteten Genloci, die an dieser Stelle mit den Platzhaltern X und Y
bezeichnet sind, angegeben und in den dazugehdrigen Spalten die absoluten Haufigkeiten
der identifizierten Kombinationen von Enzymgenloci dargestellt.

In der letzten Spalte sind die aus den vorliegenden Verhaltnissen geschatzten Kopp-
lungsraten ¢ aufgelistet. Die Rekombinationsrate 1 — ¢ ist das Komplement der Kopp-
lungsrate zu eins und bezeichnet die Wahrscheinlichkeit dafiir, dal zwischen den beiden
betrachteten Genloci eine ungerade Zahl von Crossover stattfanden.

X X X
Die jeweils in den beiden Spalten unter ') und >} bazw. ') und
Y, Ys Yo

X
(Y2> aufgelisteten Werte sollten sich bei Kopplung in ihrer etwaigen Groéflenordnung
1

entsprechen. Abweichungen hiervon sind méglicherweise auf Unregelmafligkeiten bei der
Segregation zuriickzufiihren.
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Tab. 3-5¢: Kopplungsverhaltnisse und -raten zwischen Enzymgenloci

4 Gameten Kopplungs-

Kombinierte und ihre Haufigkeiten rate
Enzymgenloci (X1> (X1> (Xz) <X2> c

Y1 Yo Y; Yo
BD 2 bis 10:
PGM-B1 By /PGI-B, B, 24 7 1 17 0,837
PGM-B; By /6PGDH-A; A, 17 9 14 9 0,531
PGM-B; By /ACO-B; B, 17 9 14 9 0,531
PGI-B; By /ACO-B1 B 28 20 20 24 0,565
PGI-B; By /6PGDH-A; A 23 25 20 24 0,511
6PGDH-A; A3 /ACO-B1 B 27 16 21 28 0,598
BD 11:
PGM-B; By /GOT-C1C, 20 11 2 16 0,735
PGM-B; By /SKDH-B; By 24 7 14 4 0,571
SKDH-B1 B /GOT-C;Cs 30 32 4 10 0,526

Da beide Sameneltern am Genlocus PGM-B heterozygot sind, ergeben sich zwangs-
laufig die meisten Kombinationen mit diesem Genort. Der starksten beobachteten Kopp-
lung unterliegen die Enzymgenloci PGM-B und PGI-B mit ¢ = 0,837. Die Kombination
von PGM-B und GOT-C weist mit ¢ = 0,735 ebenfalls eine ziemlich strenge Kopplung
auf. Die folgenden drei Kombinationen von SKDH-B, 6PGDH-A und ACO-B mit PGM-
B weisen Abweichungen von der regelméafligen Segregation der Gameten an den einzelnen
Genloci sowie bei der Rekombination der aus ihnen erfolgreich gebildeten Genotypen auf.
Daher ist deren Kopplung an den Enzymgenlocus PGM-B kaum nachweisbar.

Das Ausmafl der Kopplung zwischen PGI-B und ACO-B ist als gering einzustufen.
Die Allele der Genloci PGI-B und 6PGDH-A rekombinieren frei (¢=0,511). Mit einer
Kopplungsrate ¢ = 0, 598 weist die Kombination von 6PDGDH-A und ACO-B bereits eine
deutliche Abweichung von unabhéngiger Vererbung auf. Dabei haben sowohl 6PDGDH-
A als auch ACO-B in Kombination mit PGM-B die zahlenmafig gleiche Verteilung der
Genotypen, die sich aber jeweils auf unterschiedliche Individuen verteilen, und somit
auffilligerweise eine identische Kopplungsrate (¢=0,531) aufgewiesen. Obwohl fiir die
Kombination SKDH-B und GOT-C keine strenge Kopplung nachweisbar ist, weisen
die Genotypen deutliche Unterschiede im Hinblick auf ihre Gleichhdufigkeit auf, was
auf mogliche Unterschiede in der Segregation an den Genloci hinweist, die durch eine
praferentielle Befruchtung noch verstarkt worden ist.

Bei der Kulturkirsche haben BOSKOVIC et al. (1997b) und BOSKOVIC & TO-
BUTT (1998) sowie GRANGER (1996b) an inter- bzw. intraspezifischen Kreuzungen
Kopplungsanalysen an einer groien Anzahl unterschiedlicher Enzymgenloci durchgefiihrt.
BOSKOVIC & TOBUTT (1998) bilden auf der Basis ihrer Ergebnisse die relative Lage der
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Genloci zueinander ab. Auch wenn sie einige Enzymsysteme, wie GOT, 6PGDH oder PGI,
untersucht haben, ergeben sich keine Vergleichsmoglichkeiten, da sie keine der hier unter-
suchten Kombinationen in wenigstens einem Individuum vorgefunden haben. GRANGER
(1996b) klassifiziert acht untereinander und an den Inkompatibilitétgenlocus gekoppelte
Enzymgenloci (6PGDH, G6PDH, MDH, PGM, SKDH, FDP, GOT und IDH) sowie einen
davon unabhéngigen (PGI). Dies steht im Widerspruch zu den hier vorgelegten Ergebnis-
sen, die Kopplung zwischen PGM-B und PGI-B sowie weitgehend freie Rekombination
zwischen PGM-B, SKDH-B und 6PGDH-A sowie zwischen PGI-B und GOT-C nach-
weisen. Die Schatzung der Rekombinationsraten zwischen GOT, SKDH und PGM wirft
GRANGER (1996b) nicht aus, da er iibereinstimmend mit den Ergebnissen der vor-
liegenden Arbeit feststellt, dafl die Verteilung der Genotypen nicht regulér ist. Dariiber
hinaus sieht er einen Zusammenhang mit der Kopplung des Enzymgenlocus GOT an den
Inkompatibilitatsgenlocus.

Die Kopplungsverhaltnisse zwischen Inkompatibilitdts- und untersuchten Struktur-
genloci lassen sich bisher nur modellhaft wiedergeben (LEACH 1988), da nach bisheri-
gen Erkenntnissen keine labortechnische Methode zur Identifikation des S-Genotyps an
einem frithen Zygotenstadium, wie dem Samen der Vogelkirsche, existiert. S-Allele bei
der Kirsche sind mit den heutigen Methoden erst mit der Bliite nachweisbar. Mit Hilfe
von molekulargenetischen Methoden haben TAO et al. (1999) zwei der sechs haufigsten
S-Allele auch in Griffeln der Kulturkirsche nachweisen kénnen. Bis alle S-Allele bei
der Vogelkirsche auf molekularbiologischer Basis differenzierbar sind, wird noch einige
Entwicklungsarbeit geleistet werden miissen. Ob sich diese Methoden kiinftig auch auf
Samen anwenden lassen, 1483t sich zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht beantworten.

3.3 Genetische Strukturen verschiedener Vogelkirschenvorkommen
3.3.1 Genetische Strukturen verschiedener Samenplantagen

Das Ergebnis der genetischen Inventur in vier Samenplantagen ist in Tabelle 3-6 in
Form absoluter und relativer Genotyphaufigkeiten dargestellt. Die untersuchten poly-
morphen Enzymgenorte sind zeilenweise aufgelistet. Innerhalb der Zeile gibt jeweils die
obere Zahl den absoluten und die untere den relativen Wert wieder.

Die 10 polymorphen Enzymgenloci weisen einen unterschiedlichen Polymorphiegrad
auf. Vier davon sind nur wenig variabel und in einigen Klonsammlungen sogar fixiert.
Es handelt sich um die Genloci PGM-B, SKDH-B, AP-A und PPO-A. An den {iibrigen
sind kaum Unterschiede im Variationsmuster zu erkennen, da der an einem Genlocus
haufigste Typ dies im Allgemeinen in allen anderen Samenplantagen gleichermaflen ist.
Bedingt durch die unterschiedliche Grofle der einzelnen Samenplantage ergeben sich zum
Teil grofe Ahnlichkeiten in den relativen Haufigkeiten. Nur am Enzymgenlocus IDH-B
weist GSED (GILLET 1984) fiir alle 4 Plantagen signifikant mehr Homozygote aus, als
unter der Annahme von HARDY-WEINBERG-Strukturen zu erwarten sind. An allen
iibrigen Enzymgenloci sind keine signifikanten Abweichungen von HARDY-WEINBERG-
Strukturen feststellbar.
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schiedener Enzymgenloci der Vogelkirsche in vier Samenplantagen. Die Werte
der Heterozygoten sind hellgrau unterlegt und fehlende Variation ist stark ge-

rahmt.
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Tab. 3-6: Absolute (obere Werte) und relative (untere Werte) Genotyphaufigkeiten ver-
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Das ist fiir Klonsammlungen der Vogelkirsche ein bemerkenswertes Ergebnis, da
diese nicht aufgrund sexueller Reproduktion entstanden sind und auch nicht unter Beach-
tung gewisser Mindestabstédnde der Ausgangsbaume in den Bestanden zueinander zufallig
zusammengestellt wurden.

Die genotypischen Unterschiede zwischen den untersuchten Kollektiven an den einzel-
nen Genloci sind sehr gering. Durch die Vielzahl moglicher Kombinationen zwischen den
Genloci 148t sich eine bessere Differenzierbarkeit der Kollektive erwarten. Stellvertretend
fiir die Einzelwerte der Differenzierung jedes einzelnen Genlocus, die wegen ihrer gerin-
gen Groflen kaum Unterschiede zwischen den Samenplantagen darstellen wiirden, wird
die genische Differenzierung der Kollektive DJGP sowie deren mittlere Differenzierung ¢
als Vergleichwerte in Tabelle 3-7 angegeben. Bedeutsamer erscheinen an dieser Stelle die

DMLG
J

Differenzierung der Multilocus-Genotypen und deren mittlere Differenzierung o

(s. Tabelle 3-7).

Tab. 3-7: Differenzierungen der Multilocus-Genotypen Dj-w LG und des Genpools D]GP in

vier Samenplantagen sowie deren mittlere Differenzierung o

Samenplantage Dé” LG DJGP
Rheinland-Pfalz 1 0,888 0,095
Rheinland-Pfalz 11 0,860 0,094
Nordrhein- Westfalen 1 0,928 0,087
Neuhemsbach 0,932 0,078
) 0,896 0,091

Jede der vier Samenplantagen ist der Zusammensetzung ihrer Multilocus-Genotypen
deutlich von den jeweils iibrigen verschieden. Im Mittel betridgt die Multilocus-
Differenzierung etwa 90%, wihrend die des Genpools nur etwa ein Zehntel betragt. Da
jede Samenplantage eine andere Region in Westdeutschland repréasentiert, lassen sich
diese Unterschiede als sehr regionalspezifisch interpretieren. MARIETTE et al. (1997)
haben fiinf Vogelkirschenpopulationen in Frankreich untersucht und finden, gemessen mit
G s, der mittleren Populationsdifferenzierung nach NEI (1973), nur begrenzt genetische
Unterschiede zwischen den Populationen.

Um die Variation innerhalb der Samenplantagen zu charakterisieren, wurden die
Gesamtdifferenzierung der Multilocus-Genotypen 62/ 2% und des Genpools 6 berechnet.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 3-8 wiedergegeben.
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Tab. 3-8: Totale Differenzierung der Multilocus-Genotypen innerhalb jeder der vier

Samenplantagen
Samenplantage SMLG 6GF
Rheinland-Pfalz 1 0,974 0,308
Rheinland-Pfalz 11 0,980 0,325
Nordrhein- Westfalen 1 0,973 0,303
Neuhemsbach 0,968 0,272

5%/[ LG pimmt in allen Klon-

Die Gesamtdifferenzierung der Multilocus-Genotypen
sammlungen Werte von fast 1 an. Damit ist jede Samenplantage in sich nahezu vollstandig
differenziert. Demgegeniiber betragen die Werte der Genpool-Gesamtdifferenzierung 6%
weniger als ein Drittel hiervon. Aus den Tabellen 3-7 und 3-8 ergibt sich, dafi die Kollek-
tive ein hohes Mafl an Differenzierung sowohl zwischen allen als auch innerhalb jedes
aufweisen, was wegen der deutlich geringeren Genpool-Differenzierungen auffallend ist.

Die Multilocus-Diversitat vy gibt die effektive Anzahl in der jeweiligen Plantage
vorhandenen unterschiedlichen Genotypen an. In Tabelle 3-9 ist die Multilocusdiversitat

v9 der Populationsgrofie gegentibergestellt.

Tab. 3-9: Genotypische Multilocus-Diversitat vo in vier Samenplantagen der Vogelkirsche

Samenplantage Vo

Rheinland-Pfalz I (N=14T7) 30,651
Rheinland-Pfalz IT (N=92) 32,305
Nordrhein- Westfalen I (N=70) 24,500
Neuhemsbach (N=39) 17,483

Die Plantage Rheinland-Pfalz I besitzt etwa 31 effektive Genotypen. Bezogen auf
die Anzahl der gepfropften Klone entsprechen diese jedoch etwa einem Fiinftel, was den
geringsten Anteil unter allen Kollektiven ausmacht. Im Gegensatz dazu betragt dieser
Anteil in der Samenplantage Neuhemsbach mit 17 effektiven Genotypen nahezu der
Halfte aller Klone. Die 32 bzw. 24 effektiven Genotypen in den beiden iibrigen Plantagen
entsprechen 35% aller Klone.

Um erkennen zu koénnen, worauf die genotypischen Unterschiede im Wesentlichen
beruhen, wurde die individuelle Heterozygotie als Anzahl von Genloci, die ein Individuum
in heterozygotem Zustand besitzt, fiir jede Plantage ermittelt. Die Verteilung der indi-
viduellen Heterozygotie ist fiir die vier Samenplantagen in Tabelle 3-10 dargestellt.
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Tab. 3-10:Absolute und relative Haufigkeiten der individuellen Heterozygotie sowie des
mittleren Heterozygotenanteils H, in vier Samenplantagen der Vogelkirsche

individuelle Heterozygotie

Samenplantage 0 1 2 3 4 5 H,
Rheinland-Pfalz 1 0,170 0,361 0,224 0,163 0,075 0,007 0,163
Rheinland-Pfalz 11 0,043 0,315 0,402 0,163 0,076 0,191

Nordrhein- Westfalen I 0,071 0,214 0,329 0,271 0,086 0,029 0,217

Rheinland-Pfalz 111 0,077 0,359 0,385 0,128 0,051 0,172

Im Mittel sind 16 bis 22% der 10 untersuchten Enzymgenloci heterozygot. Diese
verteilen sich beziiglich ihrer individuellen Heterozygotie auf Werte zwischen 0 und 5. Die
maximale Heterozygotie von 5 ist nur in den beiden Samenplantagen Rheinland-Pfalz
I und Nordrhein- Westfalen I erreicht. Der Anteil Individuen, die eine Heterozygotie
0 oder 4 aufweisen ist geringer als 10%; nur die Samenplantage Rheinland-Pfalz I
besitzt demgegeniiber einen hoheren Anteil von 17% individueller Heterozygotie 0. Die
meisten Individuen aller Kollektive weisen 1 oder 2 Genloci in heterozygoten Zustand
auf, wobei ein deutliches Schwergewicht bei den doppelt-heterozygoten Individuen liegt.
Davon abweichend verhalt sich nur die Samenplantage Rheinland-Pfalz I. Die indi-
viduelle Heterozygotie 3 ist in der Samenplantage Nordrhein- Westfalen I mehr als
doppelt so hoch wie Einzelwerte der iibrigen. Deren Anteile liegen immerhin zwischen 12
und 14%, was jeweils etwa einem Sechstel der Gesamtindividuenzahl entspricht.

Samenplantagen sind Klonsammlungen, die aus verschiedenen Ausgangsvorkommen
zusammengetragen wurden. Der Anteil von Individuen, die bereits in der Ausgangspopu-
lation asexuell reproduziert waren, ist zwar unbekannt, aber fiir die Reproduktion der
Plantage von besonderem Interesse. Handelt es sich doch bei den bereits in den Ausgangs-
bestanden asexuell reproduzierten Individuen um den gleichen Inkompatibilitatsgenotyp.
Unter diesem Aspekt ist es durchaus sinnvoll, auch in Klonsammlungen den Anteil von
Genotypen zu ermitteln, die bereits im Ausgangsbestand aus Wurzelbrut stammen. Da
fiir jeden Klon in den Plantagen der Ausgangsbestand bekannt ist, konnen alle Individuen

nach dem in 2.2.8 vorgestellten Verfahren differenziert werden.

Die festgestellte, absolute Anzahl aus generativer Reproduktion in den Ausgangs-
bestianden stammender Individuen (Ng = Gg) sowie aus asexueller Reproduktion in
diesen Bestanden stammender Individuen Neo und Genotypen Gg sind als Basisdaten
fiir die nachfolgenden Berechnungen der unterschiedlichen Mafle fiir die Kollektive in
Tabelle 3-11a aufgelistet. In der gleichen Tabelle sind die tatsachliche Anzahl Multilocus-
Genotypen G und die maximale Anzahl realisierbarer Multilocus-Genotypen G4, einan-
der gegeniiberstellt.
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Tab. 3-11a: Aus den Multilocus-Strukturen von vier Samenplantagen der Vogelkirsche
festgestellte Basisdaten fiir die Berechnungen in Tab. 3-11b

Samenplantage Ng =Gg Nc¢ Ge G Gaz
Rheinland-Pfalz I (N=147) 54 93 21 75 100
Rheinland-Pfalz IT (N=92) 31 61 20 51 61
Nordrhein- Westfalen I (N=70) 30 40 13 43 50
Neuhemsbach (N=39) 17 22 8 25 28

Gonaz betrachtet den Fall, dafl alle asexuell reproduzierten Multilocus-Genotypen
im Kollektiv genau zweimal vorhanden sind. Im Vergleich der Anzahl vorhandener
Multilocus-Genotypen G und maximal moglicher G4, zeigt sich, dal in den individuen-
reicheren Klonsammlungen der Unterschied grofler ist. Je grofler dieser Unterschied ist,
umso starker weicht die mittlere Anzahl aus asexueller Reproduktion stammender klon-
gleicher Individuen N¢/G¢ von einer absoluten Haufigkeit von 2 ab (s. a. 2.2.8, S. 33).

Zur Darstellung der verschiedenen Anséatze, die Abstammung aus asexueller Repro-
duktion beschreiben, sind N¢o/N, Gs/G, 1 — 67 und G/N in Tabelle 3-11b aufgelistet.
In der letzten Spalte ist die mittlere Anzahl asexuell reproduzierter Individuen Ng pro
Multilocus-Genotyp G¢ aus asexueller Reproduktion aufgelistet.

Tab. 3-11b:Gegentiberstellung von verschiedenen Ansétzen zur Beschreibung der Anteile
aus asexueller Reproduktion in den Ausgangsbestdnden stammender Klone

von vier Samenplantagen der Vogelkirsche

Samenplantage N¢/N Ge/G 1-6r G/N N¢/Ge
Rheinland-Pfalz 1 0,632 0,280 0,026 0,510 4.43
Rheinland-Pfalz I1 0,663 0,392 0,020 0,554 3.05
Nordrhein- Westfalen 1 0,571 0,302 0,027 0,614 3.08
Neuhemsbach 0,564 0,320 0,032 0,641 2.75

Betrachtet man die Einzelwerte von N¢ /N, die zwischen 56 und 66% schwanken,
waren bereits iiber die Hélfte aller Individuen der vier Samenplantagen in ihren Aus-
gangsbestanden vegetative Abkommlinge. In der Plantage Rheinland-Pfalz II betrigt
dieser Anteil fast exakt zwei Drittel der Individuen, wahrend die individuendrmste Plan-
tage Neuhemsbach mit 0,564 den geringsten Wert aufweist.

Gc /G, der prozentuale Anteil der asexuell reproduzierter Multilocus-Genotypen,
weist Werte der Verklonung zwischen 28 und 39% aus. Auch hier ist die Plan-
tage Rheinland-Pfalz II mit dem hochsten Anteil vertreten, wahrend die Plantage
Rheinland-Pfalz I den untersten Rang einnimmt.

An anderer Stelle wurde festgestellt, dafl die Multilocus-Genotypen aller Samenplan-
tagen fast vollstandig differenziert sind. Mit Werten zwischen 2 und etwas mehr als
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3% weist 1 — 07, das Komplement der Gesamtdifferenzierung zu 1 sehr geringe Anteile
asexueller Reproduktion in den Ausgangsbestinden aus.

Der Quotient G/N spiegelt den Anteil unterscheidbarer Multilocus-Genotypen G in
den Samenplantagen wider. Die Werte schwanken zwischen 51% in Rheinland-Pfalz I
und 64% in Neuhemsbach. Damit sind, prozentual gesehen, nur geringfiigig mehr
Multilocus-Genotypen in den individuendrmeren Klonsammlungen vorhanden.

Die mittlere Anzahlen pro asexuell reproduziertem Genotyp in den vier Klonsamm-
lungen schwanken zwischen 4,43 in der individuenreichsten Plantage Rheinland-Pfalz 1
und 2,75 in der individuenarmsten Plantage Neuhemsbach. Im Mittel aller Kollektive
ist jeder asexuell reproduzierte Genotyp durch etwa 3 Klongeschwister vertreten.

3.3.2 Genetische Strukturen der Vogelkirsche in einem Mischbestand
3.3.2.1 Variation der untersuchten Enzymgenloci

Das Ergebnis der genetischen Inventur des Vorkommens W?ibbecke ist einzel-
locusweise in der Tabelle 3-12 dargestellt und im Folgenden erlautert.

Die Enzymgenloci AP-A, PPO-A und MDH-A sind in der Population fixiert. An
den Genloci PGM-B, PGI-B, GOT-C und ACO-B sind nur zwei von drei moglichen
Genotypen vorgefunden worden. PGM-B und PGI-B weisen zudem nur eine geringe An-
zahl Heterozygoter auf. Nur am Enzymgenlocus 6PGDH-A weist GSED (GILLET 1994)
keine signifikante Abweichung von der HARDY-WEINBERG-Struktur aus, wahrend an
den Genloci SKDH-B, GOT-C und ACO-B deutlich mehr Heterozygote vorhanden sind,
als beim Vorliegen einer HARDY-WEINBERG-Struktur zu erwarten ware. Wie schon in
Zusammenhang mit den Samenplantagen aufgezeigt, weist IDH-B gegeniiber der korre-
spondierenden HARDY-WEINBERG-Struktur signifikant mehr Homozygote auf.

Tab. 3-12:Absolute und relative (Werte in Klammern) Genotyphéufigkeiten verschiedener
Enzymgenloci der Vogelkirsche im Vorkommen Wibbecke

Genotyp
Enzymgenlocus 11 12 22
AP-A 87 (1,0)
PGM-B 78 (0,897) 9 (0,103)
PGI-B 4 (0,046) 83 (0,954)
IDH-B 55 (0,632) 15 (0,173) 17 (0,195)
6PGDH-A 25 (0,297) 39 (0,448) 23 (0,265)
SKDH-B 1 (0,011) 67 (0,770) 19 (0,219)
GOT-C 62 (0,701) 26 (0,299)
PPO-A 87 (1,0)
ACO-B 42 (0,484) 45 (0,517)
MDH-A 87 (1,0)

Absolut wurden 28 Multilocus-Genotypen in der Population nachgewiesen. Die
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Multilocus-Diversitat, ein weiterer Variationsparameter, weist etwas mehr als 13 effek-
tive Genotypen in der Population nach, was weniger als die Halfte der nachgewiesenen
Multilocus-Genotypen entspricht.

Die Verteilung der individuellen Heterozygotie an sieben polymorphen Enzymgenloci
ist in Tabelle 3-13 beziiglich ihrer Verteilung sowohl fiir die Gesamtindividuenzahl N als
auch fiir die Anzahl unterschiedlicher Multilocus-Genotypen G dargestellt.

Tab. 3-13: Absolute (obere Werte) und relative (untere Werte) Haufigkeiten der indi-
viduellen Heterozygotie sowie des mittleren Heterozygotenanteils H, der Vo-
gelkirsche im Vorkommen W3ibbecke, bezogen auf die Gesamtindividuenzahl
N bzw. die Anzahl unterschiedlicher Multilocus-Genotypen G

individuelle Heterozygotie

0 1 2 3 H,

N=87 2 18 26 41
0,023 0,207 0,299 0,471 0,232

G=28 1 6 10 11
0,036 0,214 0,357 0,393 0,333

Im Mittel sind 23% aller untersuchten Genloci der Individuen heterozygot. Bezogen
auf die geringe Anzahl von Multilocus-Genotypen betragt der mittlere Heterozygotiegrad
ein Drittel aller Genloci. Die Individuen der Population weisen Werte der individu-
ellen Heterozygotie zwischen 0 und 3 auf. Nur zwei Individuen besitzen keine Genloci
in heterozygotem Zustand. Etwa ein Fiinftel der Individuen sind an einem Genlocus
heterozygot. Doppelt-heterozygote Individuen machen ca. 30% der Gesamtindividuen-
zahl aus. Die Mehrzahl aller Individuen besitzt drei Genloci in heterozygotem Zustand.
Betrachtet man im Vergleich dazu die Verteilung der Heterozygotie innerhalb der un-
terschiedlichen Multilocus-Genotypen, so zeigt sich ein dhnliches Bild. In der Popula-
tion ist nur ein Multilocus-Genotyp vollstdndig homozygot. Die beiden korrespondieren
Individuen sind somit genetisch identisch an den beobachteten Enzymgenloci. In der
Population wurden jeweils nur zwei Allele an jedem Genlocus beobachtet. Die Anzahl
Multilocus-Genotypen, die nur an einem Genlocus heterozygot sind, ist somit durch die
Anzahl polymorpher Genloci begrenzt und sechs von sieben méglichen sind realisiert. 10
unterschiedliche doppelt-heterozygote Multilocus-Genotypen und 11 mit jeweils drei ver-
schiedenen Genloci in heterozygotem Zustand bilden das Gros aller realisierten Genotypen
und sind nach absoluten Werten etwa gleich haufig. Die Anzahl potentiell realisierbarer
Genotypen betragt bei sieben polymorphen Genloci und jeweils zwei Allelen pro Gen-
locus 21 Doppelt-heterozygote (%) und 35 Multilocus-Genotypen mit jeweils drei

Genloci in heterozygotem Zustand (), W)

. In Relation zu diesen Werten sind
in der Population etwa die Halfte aller doppelt-heterozygoten und etwa ein Drittel aller

dreifach-heterozygoten Genotypen realisiert worden.
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Die Variation der Multilocus-Genotypen innerhalb der Population, gemessen an der
Gesamtdifferenzierung 7, betragt 0,933. Die Unterschiede in der Population sind grof;
im Vergleich zu den vier Samenplantagen, deren 6 Werte zwischen 0,968 und 0,980
aufweist, wird jedoch ein geringerer Wert erreicht.

3.3.2.2 Nachweis von klonalen Strukturen anhand der Verteilung der Multi-
locus-Genotypen

Die geringe Zahl der in der Population nachgewiesenen Multilocus-Genotypen
(G=28) 1aBt angesichts der Populationsgrofle (N=87) eine entsprechend grofie Anzahl an
den betrachteten Genloci identischer Individuen erwarten. Die maximale Anzahl in der
Population realisierbaren Multilocus-Genotypen G,q. = (IV + Ng)/2 ist 49. Tatséchlich
wurden in der Population aber nur 28 unterschiedliche Multilocus-Genotypen gefunden.
Der Anteil asexuell reproduzierter unter allen Individuen dieser Population, ermittelt als
Quotient N¢ /N, betragt 0,874. Der Anteil von Multilocus-Genotypen aus vegetativer
Abstammung G¢ /G ist 0,607. Die Population weist mit 0,067 einen geringen Grad der
Fixierung auf, gemessen als 1 — 7, dem Komplement der Gesamtdifferenzierung zu 1.

Der Anteil unterscheidbarer Genotypen G//N betragt 0,224. Daher muf die Mehrzahl
aller aus asexueller Reproduktion stammenden Individuen mit einer absoluten Haufigkeit
grofler als 2 vorhanden sein. In der folgenden Tabelle 3-14 sind daher absolute
Haufigkeiten, mit denen Multilocus-Genotypen in der Population vertreten sind, abge-
tragen. Diesen sind die Anzahl der vorhandenen Multilocus-Genotypen sowie der dazu
korrespondierenden Individuen in absoluten Haufigkeiten zugeordnet worden. Die mitt-
lere Anzahl asexuell reproduzierter Individuen pro Multilocus-Genotyp betragt 4,47.

Tab. 3-14: Verteilung der Anzahlen von Multilocus-Genotypen G bzw. korrespondieren-
den Individuen N in Bezug auf die absolute Haufigkeit, mit der ein Multilocus-
Genotyp im Vorkommen Wibbecke vorhanden ist.

absolute Haufigkeit des Multilocus-Genotyps
Klasse 1 2 3 4 5 6 18

G=28 11 4 4 4 2 2 1

N=87 11 8 12 16 10 12 18

11 der 28 Multilocus-Genotypen sind nur durch ein Individuum reprasentiert und
stammen gemafl der Annahme 1 auf Seite 35 aus generativer Reproduktion. Die iibrigen
17 verteilen sich auf sechs Haufigkeitsklassen mit Werten zwischen 2 und 18. Jeweils 4
Multilocus-Genotypen besetzen die Klassen 2 bis 4. In den folgenden Klassen 5 und 6 sind
jeweils 2 Genotypen vorhanden und ein weiterer Multilocus-Genotyp ist insgesamt durch
18 Vogelkirschen vertreten. Mit der Zunahme der absoluten H&aufigkeitsklasse ist eine
Abnahme der in dieser Klassen vorhandenen Genotypen verbunden. Die Multiplikation
von absoluter Haufigkeit, mit der ein Multilocus-Genotyp in der Population vorhanden
ist, und Anzahl verschiedener Genotypen dieser Haufigkeitsklasse ergibt die Verteilung

65



der Individuen auf die Haufigkeitsklassen, wie sie in der letzten Zeile der Tabelle 3-14
aufgelistet ist. Als Ergebnis dieser Rechenoperation 143t sich feststellen, dafl sich die
Individuen fast gleichméfig auf die vorhandenen Klassen verteilen, wobei die absoluten
Werte zwischen 8 und 18 schwanken. Das Minimum befindet sich in Klasse 2 und das
Maximum in Klasse 18.

Die rdumliche Verteilung der 28 verschiedenen Multilocus-Genotypen ist in Abbil-
dung 3-6 dargestellt.
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Abb. 3-6: Raumliche Verteilung der 28 Multilocus-Genotypen und Visualisierung der
klonalen Strukturen im Vorkommen Wjibbecke (Identische Genotypen sind
durch Striche miteinander verbunden)
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In der Abbildung 3-6 sind diejenigen Individuen mit identischem Multilocus-Genotyp
durch Striche verbunden, da nach den o. a. Ergebnissen bei ihnen eine vegetative Abstam-
mung zu erwarten ist. Wegen der Ubersichtlichkeit wurde in groBeren Gruppen gleichen
Genotyps auf die Verbindung jedes Mitglieds des Kollektivs mit jedem verzichtet und
nur die duere Abgrenzung der Gruppen zu anderen skizziert. Vogelkirschen aus genera-
tiver Reproduktion (ohne Strichverbindungen) befinden sich vorwiegend am nordéstlichen
(Nr. 65, 66, 69 und 70) und siidwestlichen (Nr. 2, 27, 28 und 42) Rand der Population.
Sehr viel differenzierter zeigen sich die Strukturen der aus asexueller Reproduktion stam-
menden Kirschen. Einige Klone verfolgen mehr lineare und andere sternférmige Ausbrei-
tungsmuster. Im wesentlichen beschrankt sich die klonale Struktur eines Genotyps auf
Entfernungen unter 50 Meter und nur in einigen Féallen werden Entfernungen von mehr
als 100 Metern tiberbriickt. Dabei hat sich entweder ein Einzelbaum von einer kleineren
Baumgruppe abgesetzt, wie z. B. Nr. 184 von den Nrn. 24 bis 26, oder es existieren zwei
Baumgruppen.

3.3.2.3 Nachweis von generativen Abstammungsbeziehungen

Generative Abstammungsbeziehungen zwischen Individuen setzen eine vorausgegan-
gene sexuelle Reproduktion voraus. Wie im vorangegangenen Kapitel dargestellt, exi-
stieren im Vorkommen Wibbecke 11 Multilocus-Genotypen aus sexueller Reproduktion,
deren tatséchliche Eltern unbekannt sind. Da 17 weitere die vegetativen Abkémmlinge
von Vogelkirschen darstellen, die sich potentiell am reproduktiven Geschehen, aus dem
die 11 vorgenannten entstanden sind, beteiligt haben konnten, wurde gepriift, ob alle Ga-
meten, die zur Reproduktion dieser 11 Vogelkirschen beigetragen haben, auch von diesen
potentiellen Eltern gebildet werden konnten. Wenn das der Fall ist, sollte eine Rekonstruk-
tion von Abstammungsbeziehungen moglich sein. Wegen der Zuordnung der einzelnen
Gameten zu bestimmten Eltern oder Gruppen solcher sind grundséatzlich drei denkbare
Falle der Elternschaft zu unterscheiden. Im ersten 1d8t sich jeder der beiden Paarungs-
beitrdge genau einem Elter zuordnen. Da es sich um ungeordnete Genotypen handelt,
kann jedoch nicht nach mannlichem und weiblichen Beitrag unterschieden werden. Der
zweite betrifft solche Individuen, bei denen nur einer der beiden elterlichen Beitrage ex-
akt zugeordnet werden kann, wahrend beim dritten iiberhaupt keine konkrete Zuordnung
moglich ist. In dem Fall, in dem keine exakte Rekonstruktion der Abstammungsbeziehung
moglich ist, spricht man von multipler Elternschaft (ELLSTRAND 1984), was jedoch nur
andeutet, dafl die tatsdchlichen Eltern aus einer Gruppe potentieller Eltern stammen, die
den gesuchten Paarungsbeitrag beisteuern konnte.

Die 11 sexuell reproduzierten Kirschen und ihr potentielles Elternkollektiv besitzen
gemeinsam insgesamt 25 Multilocus-Gameten, aus denen sich alle 11 sexuell repro-
duzierten Genotypen rekonstruieren lassen. Fiir vier der 11 generativ reproduzierten
Vogelkirschen 1483t sich jeweils ein potentieller elterlicher Beitrag eindeutig identifizieren.
Da deren urspriingliche Elternbdume aktuell durch die Genotypen von Klongruppen
reprasentiert werden, ist nur eine Zuordnung zu diesen Gruppen moglich. So kann
den Vogelkirschen 42 und 65 das Klonpaar 44 A/B sowie den B&umen 22 und 28 das
Paar 6 und 8 als potentieller Elter zugeordnet werden, wahrend der komplementare el-
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terliche Beitrag durch mindestens 4, aber hochstens 7 Genotypen aus dem potentiellen
Elternkollektiv gebildet worden sein konnte. Eine konkrete Zuordnung ist, wie auch bei
den iibrigen 7 sexuell reproduzierten Genotypen, nicht moglich, da die verwendeten En-
zymgenmarker keine feinere Unterscheidung zwischen Multilocus-Gameten zulassen. Hilf-
reicher waren uniparental vererbte Merkmale, wie sie im Chloroplasten- oder Mitochon-
driengenom mancher Arten nachweisbar sind, bzw. hoch polymorphe DNA-Genmarker
mit kodominanter Vererbung, um die Paarungsbeitrage besser unterscheiden zu konnen.

3.3.3 Schatzung des durch Pollen vermittelten Genflusses fur eine isolierte
Population

Um den durch Pollen vermittelten Genflufl innerhalb und von auflerhalb einer Popu-
lation darzustellen, wurde Einzelbaumsaatgut des Vorkommens Weende isoenzymatisch
untersucht. Die Zusammensetzung der weitgehend isolierten Population wurde bere-
its fiir die Kopplungsanalyse detailliert beschrieben (s. a. 3.2.2.2, S. 55 ff.). 10 von
11 vorkommenden Vogelkirschen sind an 10 Enzymgenloci identisch und besitzen die
vier Enzymgenloci (PGM-B, PGI-B, 6PGDH-A und ACO-B) in heterozygotem Zustand.
AuBerdem repréasentieren sie den gleichen Inkompatibilitatsgenotyp, der, wie in 3.1.3,
S. 49, dargestellt, selbstinkompatibel ist. Im Einzelnen handelt es sich um die Baume BD
1 bis 10. Von diesem Kollektiv identischer Klone genotypisch verschieden stellt sich die
Kirsche BD 11 dar. Sie besitzt drei Enzymgenloci (PGM-B, SKDH-B und GOT-C) in
heterozygotem Zustand und ist vollstandig kompatibel zu den iibrigen. Insgesamt verfiigt
die Population somit iiber genetische Variation an sechs der beobachteten Enzymgenloci.
Tab. 3-15: Relative Genotyphaufigkeiten verschiedener Enzymgenloci der Vogelkirsche in

Einzelbaumsaatgut einer isolierten Population. Fettdruck normal = hetero-
zygoter Genort des Samenelters; Fettdruck kursiv = fehlerhafte Zuordnung

BD 2 bis 10 BD 11
Enzym- Geno- Geno-
genlocus typ 11 12 22 typ 11 12 22
AP-A A1A; 0,750 0,250 A1A; 0,569 0,431
PGM-B BB, 0,369 0,388 0,244 BB, 0,400 0,444 0,156
PGI-B BB, 0,031 0,563 0,406 By B, 0,513 0,487
IDH-B By B, 0,100 0,900 By By 0,025 0,975
6PGDH-A A1A, 0,450 0,487 0,063 A1Ay 0,575 0,425
SKDH-B BB, 0,687 0,313 BB, 0,800 0,200
GOT-C C:Cy 0,794 0,200 0,006 ¢, 0,481 0,381 0,138
PPO-A Ax A, 1,0 Az A, 1,0
ACO-B BB, 0,431 0,500 0,069 BBy 0475 0,525
MDH-A Ay Ay 1,0 Ay Ay 1,0

Zwei Stichproben von jeweils 160 Samen aus dem einzelbaumweise nach freier
Abbliite geernteten Saatgut wurde untersucht. Die eine repréasentiert die Nachkommen
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des Kollektivs BD 2 bis 10, da der Baum BD 1 in dem betreffenden Erntejahr keine Friichte
trug; die andere die Zygotenpopulation der Kirsche BD 11 nach freier Abbliite. In Tabelle
3-15 sind die relativen Haufigkeiten der vorkommenden Genotypen aufgelistet. Die Gen-
loci in heterozygotem Zustand sind in Tabelle 3-15 individuell durch Fettdruck gekenn-
zeichnet. Unter den Nachkommen des Kollektivs BD 2 bis 10 wurde der Genotyp CsCy
am Enzymgenlocus GOT-C nachgewiesen, der mit dem Samenelterkollektiv kein gemein-
sames Allel besitzt und somit dem Kollektiv fehlerhaft zuordnet wurde. Dem wurde zum
einen durch kursiven Fettdruck in der Tabelle 3-15 und zum anderen durch die Re-
duktion der Stichprobe auf 159 als neue Bezugsgrofle fiir die GenfluBschatzung Rechnung
getragen. Wahrend die Individuen des Kollektivs nur sechs polymorphe Enzymgenloci
besitzen, wurde fiir deren Nachkommen Variation an zwei weiteren nachgewiesen. Es han-
delt sich dabei um die Enzymgenorte AP-A und IDH-B. Der Genotyp A; As des Genlocus
AP-A ist mit 25 bzw. 43% relativ haufig vertreten. Das Allel Ay ist in dem Kollektiv
nicht vorhanden und kann ausschlieilich durch externen Pollen in die Zygotenpopulation
gelangt sein. Der Genotyp des potentiellen Pollenelters ist unbekannt, wobei unter der
Annahme, dafl dieser im heterozygoten Zustand vorliegt, der ermittelte Wert die untere

Grenze des tatsichlichen Genflusses darstellt.

Nicht nur das hohe Ausmafl des Genflusses durch externen Pollen, sondern auch die
vorhandenen Unterschiede zwischen den Individuen bediirfen einer weiteren Betrachtung.
Da der Pollen durch Insekten transportiert wird, miissen diese fiir einen effektiven Genflufl
zwischen Pollenelter und -empfinger hin- und herfliegen. Sie werden dies umso intensiver
durchfiihren, als die Attraktivitdt der beiden in Form von Nektar- und Pollenangebot
hoch ist. Bereits geringfiigige individuelle Unterschiede in der Zahl rezeptiver Bliiten kon-
nen also zu einem differenziellen Insektenbesuch zwischen den Individuen fiihren. Eine
weitere Erklarungsmoglichkeit liegt in der unterschiedlichen Kompatibilitatseigenschaft
von Pollen- und Samenelter begriindet. Die beiden Sameneltern sind untereinander
vollstandig kompatibel und besitzen somit zusammen vier S-Allele. Besitzt ein poten-
tieller Pollenelter eines der vier S-Allele und ein zusatzliches, das nicht mit den vieren
iibereinstimmt, liegt Semikompatibilitdt zu einem der beiden Sameneltern vor. Bei glei-
chen Pollentransportraten zu beiden Sameneltern wiirde im Fall der Semikompatibilitat
jedoch nur die Halfte der transportierten Pollen effektiv werden. Im Vergleich zum Gen-
locus AP-A sind die relativen Anteile der Heterozygoten unter den Nachkommen am
Genort IDH-B mit 10 bzw. ca. 3% geringer. Dabei kehren sich die Verhéltnisse des je-
weils hoheren Eintrags von effektivem externen Pollen unter den Nachkommen der beiden

Sameneltern um, was auf mindestens zwei externe potentielle Polleneltern schlieflen 1aft.

Genflu- und Inkompatibilitatssystem lassen sich also nicht unabhéngig voneinan-
der betrachten, da Genflufl nur zwischen kompatiblen Individuen stattfinden kann und
die Befruchtung eines Individuums durch Eigenpollen im Falle der Selbstinkompatibilitat
ausgeschlossen ist. Unter diesem Aspekt lassen sich weitere externe Pollenbeitrage in dem
untersuchten Kollektiv identifizieren. Haben wir eben den Fall betrachtet, dafl der un-
tersuchte Genlocus sich fiir beide Sameneltern in homozygotem Zustand befindet, sollen
im Folgenden alle Genorte analysiert werden, fiir die einer der beiden Sameneltern he-
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terozygot und der andere homozygot ist. Gametophytische Inkompatibilitat angenom-
men, kann der unter den Sameneltern nicht vorhandene Homozygote nur durch externe
Pollenbetrage unter den Nachkommen des heterozygoten Samenelters entstanden sein.
Da aber innerhalb des Kollektivs BD 2 bis 10 Selbstbefruchtungen moglich sind, kann an
den heterozygoten Genloci des Samenelters unter den gebildeten Zygoten nicht zwischen
potentiellen Selbst- und tatséachlichen Fremdbefruchtungen unterschieden werden.

Unter Zuhilfenahme eines weiteren Genlocus im homozygoten Zustand kann der An-
teil an Nachkommen bestimmt werden, der an diesem heterozygot ist und somit gesichert
aus Fremdbefruchtung stammt. Bei den iibrigen konnte demnach sowohl Selbstbefruch-
tung als auch Fremdbefruchtung vorliegen, was fiir neun Nachkommen (fast 6%) zutrifft.
Der beobachtete Anteil des unter den Sameneltern nicht vorhandenen Homozygoten stellt
die untere Grenze des tatsidchlichen, durch externen Pollen verursachten Genflusses dar,
wie auch in Tabelle 3-16 angegeben. Externer Pollen kann in gleichem Mafle auch das
andere der beiden Allele befruchtet haben. Dies bleibt jedoch unentdeckt.

Tab. 3-16: Relativer Anteil von aus externen Pollenbeitragen entstandener Nachkommen
einer isolierten Population als untere Grenzen des tatséchlichen Genflusses

Samenelter Vorkommen
BD 2 bis 10 BD 11 Weende

Enzymsystem (N =159) (N = 160) (N =319)
AP-A 0,252 0,431 0,342
IDH-B 0,101 0,025 0,063
GOT-C 0,138 0,069
ACO-B 0,050 0,025
6PGDH-A 0,050 0,025
PGI-B 0,006 0,003
Multilocus 0,365 0,525 0,445

Die Tabelle 3-16 leitet sich aus der vorhergehenden ab und listet ausschliefllich die
Enzymgenorte auf, an denen externe Pollenbeitrage eindeutig nachgewiesen werden konn-
ten. In der letzten Spalte sind die Mittelwerte fiir das gesamte Vorkommen Weende
aufgelistet. Die beiden ersten Ergebniszeilen von AP-A und IDH-B wurden fir die bei-
den Sameneltern bereits in vorangehenden Text eingehend besprochen. Fiir das Kollektiv
ergeben sich Genfluiraten von 34% bei AP-A und von 6% bei IDH-B . Fiir den Samenelter
BD 11 wurden am Genlocus GOT-C zusatzlich an fast 14% Nachkommen populationsex-
terne Pollenbeitrage identifiziert. Das ist mehr als doppelt soviel, wie an jedem der beiden
Genloci ACO-B bzw. 6PGDH-A des anderen Samenelters, fiir den an einem weiteren he-
terozygoten Enzymgenort PGI-B nur ein Anteil von weniger als 1% aller Nachkommen
populationfremde Pollenbeitrége gesichert enthalten. Vergleicht man die Genloci un-
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tereinander, so zeichnet sich einerseits eine nicht unerhebliche Streuung der Einzelwerte
deutlich ab und andererseits reprasentiert keiner der Loci die tiber alle Loci festgestell-
ten Verhéltnisse auch nur nadherungsweise. Die hier aufgelistete Multilocus-Betrachtung
addiert alle Nachkommen, deren Pollenbeitrage wenigstens an einem Genlocus als popu-
lationsextern identifiziert wurden, und relativiert deren Anteil bezogen auf die unter-
suchte Nachkommenschaft eines Samenelters. Die unteren Grenzen des nachgewiesenen,
durch externen Pollen vermittelten, Genflusses betragen fiir das Samenelterkollektiv BD
2 bis 10 mindestens 36% und fiir den Einzelbaum BD 11 wenigstens 52%, was angesichts
der isolierten Lage der Population mehr als bemerkenswert ist. 44.5% stellen die untere
Grenze des gesamten beobachtbaren Genflusses. Genflufl insektenbestaubter Arten findet
somit iiber durchaus gréflere Entfernungen und in erheblichem Umfang statt.

3.4 Bestandesstruktur und Phanologie in Abteilung 1 a,

Zur FEinschatzung der Bestandesstruktur und der Phanologie wurden Daten in
Abteilung 1 a; der Forstgenossenschaft Wibbecke erhoben. Im Mittel aller Vogelkirschen
ergab sich ein Brusthéhendurchmesser von 27,2 cm. Nur eine Vogelkirsche (Nr. 66, Rand-
baum) findet sich in der KRAFT’schen Klasse 1. Die Mehrzahl (N=72) aller Vogelkirschen
ist mitherrschend (KRAFT’sche Klasse 2). Weitere 11 Individuen besitzen eingeklemmte
Kronen und wurden in die KRAFT’sche Klasse 3 eingeordnet. Nur vier, das sind die
Nummern 6, 13, 28 und 68, werden von ihren Nachbarbaumen stark unterdriickt.

3.4.1 Verteilung der Vogelkirsche im Vorkommen Wibbecke

In Abbildung 3-7 ist die Verteilung der Vogelkirschen in der Abteilung 1 a; und dem
sudlich angrenzenden Feldgeholz angegeben.

Die Vogelkirschen sind nicht gleichméafig iiber die Flache verteilt, sondern konzen-
trieren sich in zwei Streifen unterschiedlicher raumlicher Tiefe. Der eine Streifen von
ca. b0 Metern Breite zieht sich entlang des ostlichen Randes des Mischbestandes. Der
zweite mit einer Tiefe von etwa 150 Metern verlduft in einem Abstand von 50 Metern
entlang des siidlichen Randes des Gesamtbestandes. Innerhalb der Streifen finden sich
sowohl Einzelbaume als auch Baumgruppen. Eine geringe Anzahl von Randbaumen ist
ausschliellich am Ostrand vorhanden (Nr. 51 bis 56, 61, 66, 75, 185).
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Abb. 3-7: Verteilung und Numerierung der 87 Vogelkirschen im Vorkommen Wibbecke
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3.4.2 Verteilung der Phdanologie
3.4.2.1 Blihverlauf

Der Blithverlauf des Bestandes ist in Tabelle 3-17 in absoluten Héaufigkeiten

wiedergegeben.

Tab. 3-17: Verteilung der Bliihstéarke im Vorkommen Wibbecke an fiinf Boniturtagen

Datum
Bliihstarke 10. April 18. April 22. April 2. Mai 7. Mai

0 86 67 49 4 16
1 13 23 27

2 7 9 19
3 6 7 42 12
4 4 39

Am 10. April waren die Bliiten sdmtlicher Vogelkirschen (N=86) noch geschlossen.
Die beginnende Bliite der Vogelkirsche wurde am 18. April festgestellt. Bereits zu diesem
frithen Zeitpunkt haben sechs Vogelkirschen ihre volle Bliite entfaltet. Bei 13 weiteren
ist die Bliite erst in ihrem Anfangsstadium. 4 Tage spater hat sich der Anteil blithender
Kirschen verdoppelt. Davon befindet sich die Mehrzahl der blithenden Kirschen (N=23)
am Beginn der Bliite, wahrend fiir die {ibrigen zu gleichen Teilen (N=7) bereits mittlere
Bliihtatigkeit bzw. Vollbliite verzeichnet wurde. Ihren Hohepunkt erreichte die Bliite
am 2. Mai, an dem etwa die Halfte aller Vogelkirschen in voller Bliite stand und nur
vier Baume an der Bliite nicht beteiligt waren. Die Bonitur vom 7. Mai dokumentiert
die ausklingende Bliite von 39 Vogelkirschen. Zu gleicher Zeit sind noch 30 Baume in
mittlerer bzw. voller Bliite. Die Verteilung der blithenden Vogelkirschen und deren boni-
tierte Blithintensitat sind in der folgenden Abbildung 3-8 fiir vier Boniturtage raumlich
dargestellt.

Beginnend oben links in der Abb. 3-8 ist die Verteilung der Bliihstirke am 18. April
dargestellt. Am siidostlichen Rand des Vorkommens haben einige Vogelkirschen schon
ihre volle Bliitenpracht (Bliihstérke 3) entfaltet, wahrend an den iibrigen Réndern wie
auch im vorgelagerten Feldgehdlz einzelne erst mit der Bliite beginnen (Blithstarke 1).
Insgesamt nehmen nur wenige Individuen am reproduktiven Geschehen teil.

Am 22. April hat sich die Entfaltung der Kirschenbliiten vom Stidrand weiter in das
Bestandesinnere verlagert (oben rechts in Abb. 3-8). Der Anteil von Kirschen in voller
Bliite (Bliihstéarke 3) hat sich jedoch kaum veréndert. Dagegen zeigen einige eine Zunahme
in ihrer Bliithintensitat (Bliihstdrke 2) und bei weiteren setzt die Bliite ein (Blithstarke
1). Weniger als ein Drittel der Individuen befinden sich zu diesem Zeitpunkt in Bliite.

Mit etwa der Hélfte aller Individuen erreicht die Vollbliite (Bliihstérke 3) am 2. Mai
ihren Hohepunkt, wie unten links in Abbildung 3-8 dargestellt. Diese lassen zu Gruppen
zusammenfassen, von denen die grofite im siidwestlichen Teil des Vorkommens angesiedelt
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Abb. 3-8: Bliithverteilung und -starke im Vorkommen Wibbecke am 18.

ist. Im Feldgeholz sind alle Kirschen in voller Bliitenpracht, wahrend sich iiber den ganzen
Bestand Kirschen mit beginnender (Bliihstdrke 1) bzw. mittlerer Bliite (Blithstéarke 2)

sowie am 2. und 7. Mai

verteilen. Bei sehr wenigen Kirschen klingt die Bliite bereits ab (Blithstérke 4).

Das Bestandesiibersicht unten rechts in Abbildung 3-8 spiegelt den Ausklang der
Bliite wider, wie er am 7. Mai bonitiert wurde. Die iiberwiegende Zahl aller Vogelkirschen
— zuvor noch in voller Bliitenpracht — befindet sich jetzt in dieser Phase (Blithstérke 4).
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Zu diesem Zeitpunkt ist dennoch ein erheblicher Anteil von Individuen vorhanden, die
den Hohepunkt ihrer individuellen Blitenentfaltung noch nicht iiberschritten haben und
eine mittlere (Blithstérke 2) bis volle Bliite (Blithstérke 3) zeigen.

3.4.2.2 Blattmorphologie
Tabelle 3-18 listet die absoluten Haufigkeiten der im Vorkommen W3ibbecke
beobachteten herbstlichen Blattfarben auf.
Tab. 3-18: Absolute Haufigkeiten unterschiedlicher Herbstblattfarben bei der Vogelkir-
sche im Vorkommen Wibbecke

Boniturnote Blattfarbe Anzahl Individuen

10 grun 2
20 gelb 2
30 rot 2
12 griin-gelb 22
13 grun-rot 8
23 gelb-rot 50

Von den monochromen Blattfarben (griin, gelb bzw. rot) sind jeweils nur 2 Individuen
vorhanden. Das Gros der Individuen zeigt Blatter mit der Mischfarbe gelb-rot. Die
Mischfarben griin-gelb und griin-rot treten unter den Individuen zu ungleichen Anteilen
auf. Baume mit griin-gelben Blattern sind mehr als doppelt so haufig wie solche mit
grun-roten.

Die Verteilung der sechs bonitierten Herbstblattfarben der Vogelkirsche im Vorkom-
men Wibbecke ist in Abbildung 3-9 dargestellt.

Die Vogelkirschen mit gelb-roter Herbstfarbung dominieren den Bestand; sie sind
aber keineswegs gleichméaflig iiber den Bestand verteilt. Deutliche Schwerpunkte liegen
im Norden, Osten und Westen des Vorkommens. Im Zentrum iiberwiegt die Blattfarbe
griin-gelb, wiahrend im stidwestlichen Zipfel griin-rot verstarkt vertreten ist. Die vier der
Vertreter der monochromen Farben befinden sich ebenfalls am Stidwestrand des Vorkom-
mens. Im Norden und Westen sind die beiden anderen zu lokalisieren.

Sowohl die Blithphdnologie als auch die Herbstlaubfarbung stimmt in Teilberei-
chen mit der nach genetischen Kriterien differenzierten Klonverteilung iiberein. In
anderen Féllen kommen diese zu entgegengesetzten Aussagen beziiglich der moglichen
Klonzugehorigkeit.
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Abb. 3-9: Verteilung individuellen Herbstblattfarbung bei der Vogelkirsche im Vorkom-
men Wibbecke am 16. Oktober
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Sollte die Umwelt in dem Mischbestand einigermaflen dhnlich sein, konnte man die
Phénologie als Ausdruck der genetischen Variation interpretieren. Andererseits wiirden
sich genetisch identische Kirschen in ihrer Phanologie kaum unterscheiden. Ein direkter
Vergleich der einzelnen Blithbonitur mit den klonalen Strukturen, die mittels genetischer
Marker beschrieben werden, ist prinzipiell moglich. Dieser wiirde jedoch nur sehr punk-
tuell fiir alle zu diesem Zeitpunkt an der Bliite beteiligten Individuen gelten. Um eine
moglichst grofle Anzahl blithender Kirschen zu berticksichtigen, bietet sich einerseits die
Bonitur der Hauptbliite vom 2. Mai, andererseits eine summarische Betrachtung iiber den
gesamten Boniturzeitraum an.

In Abbildung 3-10a ist die Verteilung der Blithstarke vom 2. Mai mit den mit Hilfe
von Genmarkern identifizierten klonalen Strukturen der Vogelkirsche unterlegt.

Zu diesem Zeitpunkt sind alle fiinf Boniturstufen im Bestand vertreten und zeigen
somit das weitestmogliche Spektrum der Blithintensitat bei der Vogelkirsche. Abwei-
chungen um eine Stufe innerhalb von Klongruppen erscheinen mehr die kleinrdumigen
als die Identitatsunterschiede zwischen den Individuen widerzuspiegeln. Dennoch treten
in einigen dieser Gruppen erheblichere Unterschiede (um mehr als eine Stufe) auf, die
teilweise auch genetischen Ursprungs sein konnten. Da sich die iiberwiegende Zahl aller
Kirschen in der Vollbliite befindet, sind potentielle Unterschiede zwischen diesen schwer
auszumachen. Diese konnten sich hinsichtlich der individuellen Blithdauer ergeben.

Daher wurden die individuellen Boniturnoten aufsummiert. Mit der genetisch iden-
tifizierten Klonstruktur unterlegt, ergibt sich das Schaubild (Abb. 3-10b).

In Abbildung 3-10a waren einige Unterschiede der individuellen Bliithintensitat in
den einzelnen Klongruppen nicht erkennbar. Diese treten bei der Summenbildung
deutlicher hervor. Innerhalb der verschiedenen Klongruppen existieren somit Indi-
viduen mit einer unterschiedlichen Bliithstarke und -dauer. Dies konnte ein Hinweis
auf bisher nicht nachgewiesene genetische Unterschiede oder auf stark differenzierte
mikroklimatische Einfliisse sein. Die gleichen Merkmale stiitzen in anderen Klongrup-
pen die Hypothese genetischer Identitat, sogar iiber Entfernungen von iiber 100 Metern.
Aussagen zur Klonzugehorigkeit ausschliefflich anhand der eingeschétzten individuellen
Blihintensitat und -dauer erscheinen wegen der wenigen Boniturklassen kaum moglich.
Die Bliithphéanologie 143t sich jedoch nutzen, um die reproduktiven Zusammenhange in-
nerhalb von Vogelkirschenvorkommen besser zu verstehen.
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Abb. 3-10a: Verteilung der individuellen Bliihstiarke am 2. Mai, unterlegt mit den
genetisch identifizierten Klonstrukturen im Vorkommen Wibbecke
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Abb. 3-10b: Verteilung der summarischen Bliihstiarke, unterlegt mit den genetisch iden-
tifizierten Klonstrukturen im Vorkommen Wibbecke
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3.5 Samenmorphologie der Vogelkirsche

Die Ergebnisse der Wagungen und Messungen an je 50 Samen von 36 Einzelbaumen
sind in Tabelle 3-19 wiedergegeben.

Tab. 3-19: Samengewichte und mittlere Samengrofle von 36 Vogelkirschen aus vier Po-

pulationen
Samen- Samengrifle im Durchschnitt
gewicht Lange Breite Hohe
Vorkommen Baum |g/50 Samen | in mm in mm in mm
Hiittners Hochzucht 1 7,02 7,262 6,652 5,648
2 6,67 7,098 6,578 5,558
3 6,92 7,282 6,608 5,608
4 6,78 7,194 6,604 5,600
Gottingen-Weende BD 2 7,89 7,970 6,976 5,680
BD 3 9,16 8,300 7,312 5,934
BD 4 9,97 8,278 7,469 6,020
BD 5 9,22 8,028 7,400 5,996
BD 6 8,55 7,730 7,294 5,920
BD 7 9,05 7,896 7,362 5,976
BD 8 9,36 7,692 7,238 5,880
BD 9 8,43 7,762 7,254 5,890
BD 10 8,60 7,886 7,272 5,892
BD 11 10,60 9,062 7,645 6,040
Gottingen-Geismar AS 1 7,74 8,918 6,928 5,726
BB 1 10,46 8,956 7,756 6,114
BB 2 9,72 8,568 7,658 6,394
EIS 1 9,70 9,214 7,642 5,896
WB 1 11,22 8,690 7,998 6,664
WB 2 8,14 8,336 6,940 5,554
WB 3 10,56 8,754 7,820 6,490
WB 4 8,18 8,382 7,026 5,740
Siiddeutschland 1 13,45 10,446 8,694 6,978
2 14,00 10,646 8,884 7,184
3 13,73 10,622 8,910 7,208
4 13,37 10,470 8,766 7,114
5 13,78 10,550 8,746 6,980
6 13,74 10,618 8,820 7,058
7 13,98 10,698 8,824 7,082
8 13,82 10,582 8,742 7,014
9 14,16 10,698 8,870 7,124
10 14,16 10,710 8,920 7,220
11 13,41 10,490 8,642 6,930
12 13,62 10,596 8,746 7,026
13 13,78 10,682 8,796 7,042
14 13,99 10,536 8,848 7,138

Das Saatgut stammt von einzeln beernteten Vogelkirschen aus vier Populationen,
von denen zwei, Weende und Geismar, das Gesamtvorkommen Gottingen in Tabelle
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reprasentieren. Die erhobenen Parameter der Samengrofle sind als Durchschnittswerte
angegeben. Die Streuung der Einzelwerte wurde auf Normalverteilung getestet. Die Nor-
malverteilungshypothese wurde durch die Teststatistik in keinem Fall abgelehnt. Die
dargestellten Mittelwerte reprasentieren somit das Saatgut des jeweiligen Einzelbaums
gut. Die erfaten Parameter der Samengrofle variieren innerhalb eines jeden Vorkommens
unterschiedlich stark. Die Lénge streut dabei ahnlich stark wie das Gewicht, wahrend
die Breite deutlich geringer und die Hohe am geringsten variiert. Beim Vergleich der
Samengewichte in den verschiedenen Populationen ist auffillig, daf3 diese innerhalb der
Vorkommen Hittners Hochzucht und Stiddeutschland kaum variieren. Der Unter-
schied zwischen dem geringsten und dem hochsten Wert innerhalb der beiden Vorkom-
men betragt weniger als 0,5g/50 Samen bzw. 1 g/50 Samen. Demgegeniiber sind in den
Vorkommen Weende und Geismar deutlichere individuelle Unterschiede zwischen den
Werten der einzelnen Kirschen zu beobachten. Die grofite Differenz der Samengewichte
betragt fiir das Gesamtvorkommen Géttingen fast 3,5 g/50 Samen. Entsprechendes gilt
fiir die Variation der mittleren Samenlange, -breite und -hohe innerhalb der Einzelvorkom-
men, da Samengewicht und mittlere Samengrofie nicht unabhangig voneinander vari-
ieren. So zeichnen sich hohe Samengewichte durch entsprechend hohe Einzelwerte bei
der Samengrofle aus. Lassen sich innerhalb der Vorkommen nur geringe Unterschiede im
Gewicht finden, so variieren die Werte zwischen den Vorkommen erheblich, was in Tabelle
3-20 ausfiihrlicher verglichen wird.

In der folgenden Tabelle 3-20 sind die in Saatgutmischproben verschiedener Vorkom-
men ermittelten Samengewichte und Mittelwerte der Samengrofle zusammengestellt.

Die Werte der Vorkommen Gottingen, Hittners Hochzucht und Studdeutsch-
land wurden aus den Einzelbaumdaten in Tabelle 3-19 ermittelt. Als Ergebnis der
Samenwagungen ist festzuhalten, dafl die Differenz zwischen der leichtesten und der
schwersten Saatgutpartie mehr als das Doppelte betragt. Fiir eine Baumschule bedeutet
dies, dafl bei gleicher Saatgutmenge der einzelnen Saatgutpartien bei Vorliegen gleicher

Keimungsraten sehr unterschiedliche Pflanzenzahlen angezogen werden kénnen.

Die Samengrofle der einzelnen Vorkommen variiert in absoluten Werten beziiglich der
Samenlange, -breite und hohe sehr. Zwar scheinen bei rein subjektiver Betrachtung der
einzelne Samenpartien, diese aus mehr rundlichen bzw. langlichen Samen zu bestehen.
Auf der Basis der Mittelwerte ergeben sich iiber alle Vorkommen hinweg jedoch ziemlich
einheitliche Beziehungen zwischen Lénge, Breite und Hohe, so dafl im Mittel die Langen
das 1,4fache und die Breiten das 1,2fache der Hohen betragen.

Eine Identifikation von Saatgutpartien anhand der Samengrofie wird wegen der Streu-
ung der Einzelwerte nicht moglich sein, obwohl die Samen der Einzelbaume innerhalb der
Partien deutlich geringere Schwankungen hinsichtlich ihrer Grofle aufweisen, als dies zwi-
schen diesen der Fall ist. Betrachtet man ausschliellich das Saatgut der Samenplantage
Liliental sowie ihrer Klonkopie in Neuhemsbach, fallt auf, dafl sowohl zwischen den beiden
Standorten als auch zwischen den beiden Jahren sehr geringe Schwankungen hinsichtlich
Samengewicht und -gréfle zu verzeichnen sind. Der Samenhandel tragt schon seit langem
den Groflen- und letztendlich den Gewichtsunterschieden des Kirschensaatguts - auch
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unter dem Gesichtspunkt einer Verunreinigung durch im Vergleich deutlich grofikernige
Kulturkirschensamen - Rechnung und bietet besonders kleinkerniges Saatgut, z. B. aus
dem Odenwald, getrennt an (EISELE pers. Mitt.).

Tab. 3-20: Samengewichte und mittlere Samengrofle von 16 Vogelkirschenvorkommen

Samen- Samengriofie im Durchschnitt

gewicht Lange Breite Hohe
Vorkommen 2/50 Samen | in mm in mm in mm
Hiittners Hochzucht* 6,85 7,209 6,611 5,604
Fiirstenberg 7,84 7,946 6,760 5,690
Westerwinkel 7,93 7,816 7,046 5,692
Aschaffenburg 8,08 8,198 6,858 5,586
Zweibriicken 8,86 8,112 7,254 5,796
Thiergarten 9,06 8,294 7,136 5,776
Hadamar 9,10 8,272 7,118 5,832
Gottingen** 9,36 8,390 7,405 5,985
Odenwald-Spessart 9,57 8,392 7,634 6,122
Obermosel 9,89 8,508 7,500 6,142
Liliental 1996 10,43 8,932 7,610 6,154
Neuhemsbach 10,62 8,798 7,430 5,984
Liliental 1997 10,66 9,142 7,542 5,962
Schliichtern 11,38 9,156 7,986 6,222
Siiddeutschland *** 13,79 10,583 8,801 7,167
Lebenau 14,64 10,200 9,178 7,376
* 4 Béaume/200 Samen

**. 18 Baume/900 Samen

**%. 14 Baume/700 Samen
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4. Diskussion

4.1 Mechanismen der asexuellen und sexuellen Reproduktion

Der wesentliche Vorteil der sexuellen Reproduktion gegeniiber der asexuellen griindet
in der Rekombination der vererbten Unterschiede (FISHER 1930, MULLER 1932 zi-
tiert nach WHITEHOUSE 1950). Sexuell reproduzierende Arten besitzen unter dem
Einflufl natiirlicher Selektion den Vorteil eines schnelleren Responses, was evolutionére
Vorteile impliziert (WHITEHOUSE 1950). Um die Vorteile der Rekombination umsetzen
zu konnen, ist ein moglichst hoher Anteil an Fremdbefruchtung, besser noch vollstandige
Fremdbefruchtung, eine notwendige Voraussetzung. Erreicht werden kann dies durch ein
Paarungsystem, das Selbstpaarungen verhindert und Fremdpaarungen fordert. Demge-
geniiber bote Selbstfruchtbarkeit den Vorteil, géanzlich ohne andere Individuen sexuell re-
produzieren zu kénnen (WHITEHOUSE 1950). Vorwiegend selbstbefruchtende Pflanzen
zeichnen sich jedoch durch ein hohen Grad an Homozygotie an vielen Genloci aus. Fi-
xierung auf moglicherweise nur eine genetische Variante ist gleichbedeutend mit dem
Verlust genetischer Variation und dem damit meist verbundenen Anpassungspotential
der Art. Ausschliellich fremdbefruchtende Arten diirften daher ein hohes Mafl an An-
passungsfahigkeit besitzen.

4.1.1 Bedeutung der gametophytischen Inkompatibilitat

Um Selbstpaarung zu verhindern, haben sich vorwiegend jedoch bei den Angiosper-
men unterschiedliche Inkompatibilitdatssysteme herausgebildet. Da fiir die systematische
Unterteilung der Inkompatibilitatsreaktionen sehr unterschiedliche Kriterien herangezo-
gen werden konnen, ist eine universelle Gliederung nicht zu erwarten. Diverse Au-
toren (LEWIS 1944, MATHER 1944, BATEMAN 1952, DE NETTANCOURT 1977,
u. a. m.) teilen ihre Vorstellungen einer Systematik der Inkompatibilitdtssysteme mit.
Ein wesentliches Merkmal stellt aus genetischer Sicht die genetische Kontrolle der Pol-
lenkeimung bzw. deren Hemmung dar. Die klassische Unterscheidung zwischen gameto-
phytischen und sporophytischen Inkompatibilitatssystemen beschreibt die Pollenspezifitat
zu einer Narbe. Wahrend bei sporophytischen System Wechselwirkungen zwischen dem
diploiden Pollenspender und der bestdubten Pflanze iiber die Pollenkeimung entscheiden,
treten beim gametophytischen Interferenzen zwischen dem haploiden méannlichen Game-
tophyten (Pollenschlauch) und dem Griffel der bestdubten Pflanze auf.

Inkompatibilitatssysteme bei Pflanzen verhindern Selbstbefruchtung und Paarung
zwischen Individuen mit gleichem S-Genotyp (DE NETTANCOURT 1977). Deshalb er-
regten Inkompatibilitatssysteme bei Pflanzen bereits in den Anfangen das Interesse der
theoretischen Populationsgenetik, wie die Arbeiten von WRIGHT (1939) zur Verteilung
von S-Allelen in Populationen und BATEMAN (1947) zur Anzahl der S-Allele in einer
Population belegen. Trotz intensiver Befassung mit der Thematik, u. a. durch NAGY-
LAKI (1975), konnte die Frage nach einer globalen Attraktivitdt der uniformen Gleich-
gewichtsstruktur am gametophytisch exprimierten S-Genlocus erst etwa zeitgleich von
BOUCHER (1993) und STEINER & GREGORIUS (1994, 1995) eindeutig beantwortet
werden. Dieses Ergebnis sowie seine Folgeergebnisse erlauben vielfaltige Anwendungen
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in der populationsgenetischen Analyse. STEINER (1992) entwickelte eine Klassifikation
der Inkompatibilitatssysteme bei Pflanzen nach populationsgenetischen Gesichtspunkten.
Einige neuere Arbeiten zur Populationsgenetik der Inkompatibilitdt beschéftigen sich
beispielsweise mit der Anzahl von S-Allelen in endlichen Subpopulationen (SCHIERUP
1998), der Evolution des gametophytischen Inkompatibilitdtssystems (STEINBACHS &
HOLSINGER 1999) oder weisen komplexere Formen der Inkompatibilitit bei der Roterle
und der Grauerle (STEINER & GREGORIUS 1999) nach.

Die gametophytische Inkompatibitat der Rosaceen zeichnet sich durch eine Vielzahl
von verschiedenen Allelen an einem Inkompatibilitdtslocus aus. WRIGHT (1939) und
WHITEHOUSE (1950) weisen darauf hin, dal die gametophytische Inkompatibilitdt das
am weitesten verbreitete System bei homostylen Bliitenpflanzen ist und fiir den Erhalt
seiner Funktionsfahigkeit im Minimum drei funktionsverschiedene S-Allele benotigt. Hier-
bei ist weniger die allelische Struktur am S-Genlocus, sondern vielmehr die vollstandige
Realisation aller potentiellen S-Genotypen in der Population bedeutend, weil in dem
speziellen Fall, dafl nur zwei unterschiedliche S-Genotypen vorhanden sind, das Ausfallen
eines einigen zur Extinktion der Population fithren wiirde.

Dieser Umstand hat WRIGHT (1964, ebenfalls S. 611) veranlaft, fiir eine mini-
male Anzahl von drei S-Allelen den allelischen Gleichgewichtszustand am S-Genlocus
aus nur zwei S-Genotypen S1S2,S51S3 approximativ zu ermitteln. Bei seiner Darstel-
lung des Ubergangs von der Parental- zur ersten Filialgeneration ist eigentiimlicherweise
effektiver Pollenflug nur in einer Richtung zugelassen, so daf§ erst in der nachsten Filial-
generation alle drei S-Genotypen realisiert werden. Nachdem bei WRIGHT (1964) alle
Genotypen etabliert sind, kann er zeigen, dafl die Modellpopulation den Gleichgewichts-
zustand, in dem alle drei S-Allele etwa gleich haufig sind, nicht erreicht, auch wenn er
dies nicht beweisen konnte. Dies gelingt, wie an anderer Stelle bereits erwiahnt, etwa
zeitgleich BOUCHER (1993) und STEINER & GREGORIUS (1994, 1995). Fiir eine
im Gleichgewichtszustand befindliche Modellpopulation, in der zudem jeder S-Genotyp
nur einmal realisiert ist, lassen sich die Kompatibilitatsverhaltnisse der Typen zueinan-
der darstellen (s. 3.1, S. 37). Diese Verhéltnisse sind zwar idealisiert, aber sie zeigen
dennoch, daf} die Differenzierung am S-Genlocus eine entscheidende Rolle fiir die reali-
sierbaren Paarungsbeziehungen spielen.

Bei den diploiden Vertretern der Rosaceen, zu denen neben vielen Obstbaumen
auch die insektenbestaubte Vogelkirsche zahlt, wurden gametophytische Inkompati-
bilitatssysteme identifiziert. Untersuchungen zum Inkompatibilitatssystem der Kirschen
sind ausschliellich an Kulturkirschensorten durchgefiihrt worden, da dieses im Obst-
bau eine Bedeutung fiir den Fruchtansatz und den damit verbundenen Ernteerfolg be-
sitzt. Selbst- und Kreuzungsinkompatibilitat zwischen Stuflkirschenkultursorten waren
daher bekannt. Erste systematische Untersuchungen, die in der Postulierung eines ga-
metophytischen, multiallelen Inkompatibilitatslocus bei der Stifikirsche miindeten, wur-
den von CRANE & LAWRENCE (1929) durchgefithrt. CRANE & LAWRENCE (1931)
konnten durch Kreuzungen zwischen 19 Kultursorten und Beobachtungen des Frucht-
ansatzes fiinf Inkompatibilitatsgruppen bilden und diesen 19 Kultivare zuordnen. KOBEL
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et al. (1938) untersuchten das Inkompatibilitidtssystem bei schweizerischen Kulturkirschen
und kamen zu dhnlichen Ergebnissen wie CRANE & LAWRENCE (1931) mit einer von
diesen abweichenden Numerierung der Allele. Bis heute hat sich die klassischen Unter-
suchungsmethode, durch Kreuzung der einzelnen Kultursorten deren Zugehorigkeit zu
einer der Inkompatibilitatsgruppen zu bestimmen, erhalten. Durch die Beurteilung des
Pollenschlauchwachstums bereits 48 Stunden nach der Bestaubung liegen in kiirzerer Zeit
im Vergleich zur klassischen Methode, bei welcher die Fruchtbildung abgewartet wer-
den muf}, Ergebnisse zur Beurteilung der Inkompatibilitat des eingesetzten Materials vor
(SCHMIDT & TIMMANN 1997; SCHMIDT et al. 1999). Dabei sind in der Obstziichtung
sowohl die klassische als auch die neuere Untersuchungsmethode bis zu endgiiltigen Fest-
stellung der S-Genotypen langwierig und in Abhéangigkeit von der Gréfle des Unter-
suchungskollektivs sowie seiner stetigen Veranderung arbeitsintensiv und zeitaufwendig.
Die Feststellung, ob die Kreuzung zweier Individuen semikompatibel oder vollstandig
kompatibel ist, ist nur durch die Riickkreuzung der Nachkommen mit ihren Eltern moglich
(STEINER 1992). Waren die S-Genotypen der Eltern bekannt, lassen sich die Nachkom-
men entsprechend zuordnen. Anderenfalls sind diese nur aufwendig durch Kreuzung mit
Individuen der unterschiedlichen Inkompatibilitatsgruppen feststellbar. BOSKOVIC et
al. (1997a) und BOSKOVIC & TOBUTT (1996) haben gezeigt, da$f sich Kultivare den
Inkompatibilitatsgruppen bei der Kulturkirsche durch elektrophoretische Untersuchung
von griffelbiirtigen S-Ribonukleasen, die den Inkompatibilitatsgenlocus der Kirsche ab-
bilden, laboranalytisch zuordnen lassen. Die Ergebnisse stimmen mit den von SCHMIDT
(pers. Mitt.) an Pollenschlauchwachstum bzw. in Kreuzungsversuchen beobachteten
Inkompatibilitaten iiberein.

Molekulargenetische Methoden zur Bestimmung des S-Genotyps werden bei der
Japanischen Birne bereits praktiziert und stetig verfeinert , wie die Arbeiten von SASSA
et al. (1993) und ISHIMIZU et al. (1996, 1998, 1999) zeigen. Bei der Kulturkirsche
prasentieren TAO et al. (1999) die DNA-Sequenzen der haufigsten S-Allele.

BERGER (1963) berichtet erstmals von Fertilitdtsuntersuchungen an der Wild-
kirsche und fiithrt dazu Testkreuzungen zwischen 10 Individuen durch. Er findet
eine inkompatible Kreuzungskombination und schliet folgerichtig auf Identitat im
Inkompatibilitatsgenotyp. Da er die kompatiblen Kreuzungen nicht nach semi- oder
vollstindig kompatibel differenzieren kann, stellt er Uberlegungen zur minimal und ma-
ximal moglichen Anzahl von S-Allelen in diesem Kollektiv an. Wahrend er die maxi-
male Anzahl moglicher S-Allele korrekt mit 2/N angibt, irrt er hinsichtlich deren mini-
maler Anzahl, weil er davon ausgeht, dafi dazu alle Individuen ein S-Allel gemein haben
miilten, was Semikompatibilitat aller zueinander bedeuten wiirde. Die minimale Anzahl
von S-Allelen wird jedoch nicht von der Kompatibilitdt zwischen den Individuen, son-
dern von ihrer Gleichhaufigkeit bestimmt, so da8 BERGER (1963) diesen Anteil deutlich
iberschitzt hat. Bereits WRIGHT (1939) gibt unter definierten Voraussetzungen als
untere Grenze fiir Gruppen, die aus 10 Individuen bestehen, im Mittel 5,3 S-Allele an.
In einer am S-Genlocus genotypisch vollstindig differenzierten Modellpopulation sind
bei 10 Individuen im Minimum exakt 5 S-Allele vorhanden, berechnet nach der Formel
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(Mot — D MSmin (531, 8. 37)

Bei der Vogelkirsche, die sich durch ein sehr zerstreutes Vorkommen in Misch-
bestdnden sowie durch Konkurrenz der anderen Baumarten vergleichsweise kleinen
Baumkronen auszeichnet, ist ein regelméfliges Fruchten trotz jahrlich intensiver Bliite
selten. Hierflir kann zum einen ein durch die anderen Mischbaumarten verhinder-
ter Paarungskontakt (Bienenflug) und zum anderen das Inkompatibilitidtssystem der
Kirschen, das Paarungen zwischen gleichen Inkompatibilitatstypen verhindert, verant-
wortlich gemacht werden. FRASCARIA et al. (1993) und DUCCI & SANTI (1997) weisen
in waldbaulich sowohl behandelten als auch unbehandelten Waldern Klumpungen identis-
cher Genotypen der Vogelkirsche nach und schlielen auf eine tiberwiegend vegetative Aus-
breitung der Vogelkirsche innerhalb der Bestande. Paarungen zwischen benachbarten In-
dividuen aus asexueller Reproduktion, die folglich genetisch identisch sind und somit auch
den gleichen Inkompatibilitétstyp besitzen, sind ausgeschlossen. Durch die Uberfithrung
von Klonen in Samenplantagen lassen sich zum einen die vorhandenen Paarungsbarri-
eren beseitigen und zum anderen die Zahl unterschiedlicher Inkompatibilitatstypen in-
nerhalb der Plantagen erhohen. Fiir die Erhaltung der Anpassungsfiahigkeit ist nicht nur
generell die Erhaltung genetischer Variation, sondern auch der Variation am Inkompati-
bilitatsgenlocus von Bedeutung.

4.1.2 Bedeutung des Genflusses fir die effektive Grofie einer Population
4.1.2.1 Durch Pollen vermittelter Genfluj3

Insekten bewéltigen effektiven Pollentransport iiber grofiere Distanzen (GRANT
1949). Neben der Bestduberbiologie einer Art spielen die Blithintensitdt und -dauer
eine bedeutsame Rolle fiir den reproduktiven Zusammenhalt der Population. Nur In-
dividuen, die kompatibel sind und gleichzeitig blithen, konnen paaren. Hinzu kommt die
bei der Kirsche vorhandene Protogynie, deren direkte Beobachtbarkeit im Freiland nahezu
unmoglich ist. Geht man davon aus, dafl innerhalb einer Bliite die Rezeptivitat der Narbe
mit deren Bestaubung beendet ist und sich die Pollenséacke zeitverzogert 6ffnen, verdandert
sich das Verhaltnis von bestaubbaren Narben und gebildetem Pollen eines Individuums
mit fortschreitender Bliite stetig. Fiir den Pollentransport bedeutet dies, dafl Pollen zu
Beginn der Bliite iiberwiegend importiert und erst spater auch exportiert werden kann.
Anfangs stellen die rezeptiven Narben eine deutliche Senke fiir ein geringes Pollenange-
bot dar. Mit Fortschreiten der Bliite egalisieren sich die Verhaltnisse, um sich mit ihrem
Ausklingen umzukehren. Das reproduktive Hauptgeschehen findet somit wéhrend der
Vollbliite der Population in Abhéngigkeit von der Aktivitdt der Bestduberarten statt.

Wie sich die individuelle Attraktivitdat jeder Vogelkirschen im Tagesgang darstellt,
hingt von deren aktuellem Pollen- und Nektarangebot ab. Andert sich dieses im Tagesver-
lauf, werden sich daran auch die effektiven Bliitenbesuche durch die Insekten orientieren.
Insektenflug innerhalb einer Baumkrone fithrt zur Ubertragung iiberwiegend inkompa-
tibler Pollen, wahrend z. B. Kundschafterfliige von Bienen mehrere unterschiedliche In-
dividuen einer Population ansteuern, um deren aktuelles Pollen- und Nektarangebot zu
erkunden. PASCALE & JACOBI (1998) modellieren die Insektenbestdubung bei selbst-
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inkompatiblen Pflanzen und haben an Ludwigia sericea (Onagraceae) beobachtet, dafl
Bienen in lokal begrenzten Populationen von Bliitenpflanzen haufig verschiedene blithende
Individuen anfliegen.

Der Anteil befruchteter Bliiten eines Einzelbaums des Vorkommens Geismar betragt
bei freier Abbliite im Mittel etwa 11%, womit deutlich wird, dal nur ein geringer Anteil
der Bliiten zur Fruchtbildung gelangt. Es bleibt jedoch offen, ob der tiberwiegende Rest
an Bliiten nach Selbstbestdubung oder unbestaubt abgefallen ist.

Unter den befruchteten Bliiten ist jener Anteil des effektiv gewordenen Pollens in-
teressant, der als Import in das Kollektiv gelangt ist. Betrachtet man das Vorkommen
Weende als weitgehend isoliertes Vorkommen, das letztlich aus zwei Individuen besteht,
so betrigt die untere Grenze des beobachtbaren, durch Pollen vermittelten, Genflusses
44%. Die individuell festgestellten, durch Pollenimporte verursachten Fremdbefruch-
tungsraten weichen davon um 8% nach oben und unten ab. GOODELL et al. (1997)
geben den Genflufl fiir den insektenbestaubten, selbstinkompatiblen Raphanus sativus
differenziert nach der Populationsgrole an. Fiir Gruppen aus nur zwei Individuen wird
die grofite Genfluirate von 46% + 5% effektivem Externpollen geschétzt, wahrend diese
mit zunehmender Individuenzahl deutlich abnimmt. Dieses Ergebnis kann mehrere Ur-
sachen haben. Zum einen erhoht sich mit der Individuenzahl der Pollenflug innerhalb der
Kollektive und zum anderen erreichen prozentual weniger externe Pollen die Population.
Mit zunehmender Populationsgrofle etablieren sich immer mehr genetische Varianten, die
die Unterscheidung von internem und externem Pollen erschweren. Damit einher geht die
abnehmende Schatzgenauigkeit fiir den effektiven Genflu8.

Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen weist GRANGER. (1996a) den iiber drei
Reproduktionsperioden gemittelten Genflufl effektiver, externer Pollen am einzigen ho-
mozygoten Enzymgenlocus SKDH der selbstfertilen Sorte Stella mit nahezu 50% aus.
Dariiber hinaus schétzt er den Anteil der Selbstbefruchtungen mit 29%, was dem fast
Fiinffachen des in dieser Arbeit ermittelten Umfangs entspricht. Die Schéatzung von
GRANGER (1996a) beruht auf der stark vereinfachenden Annahme, dafl ein poten-
tieller Hauptbestduber, der sich nur durch seine synchrone Bliite mit Stella qualifiziert,
am Enzymgenlocus 6PGDH homozygot ist und der komplementire Homozygote nur aus
Selbstbefruchtung stammen kann. Die Pflanzreihe von Stella befindet sich jedoch nach
den eigenen Angaben von GRANGER (1996a) zwischen den Sorten Sam und Venus,
so daBl sich tatsdchlich mindestens zwei verschiedene Bestdubersorten in der unmittel-
baren Nachbarschaft von Stella befinden. Dariiber hinaus sind in der Plantage noch
weitere potentielle Bestdubersorten vorhanden, die das fragliche Allel am Enzymgenlocus
6PGDH ebenfalls besitzen. Daher darf die angegebene Hohe der von GRANGER (1996a)
festgestellten Selbstbefruchtungsrate angezweifelt werden.

4.1.2.2 Samenmorphologie und -verbreitung der Vogelkirsche

Die Samenmorphologie wurde zunéchst an Samen einzelner Baume erhoben. Die auf-
fallende Ahnlichkeit der Samengewichte und -gréfe innerhalb der Vorkommen Hiittners
Hochzucht und Studdeutschlandlegen den Verdacht nahe, daf es sich hierbei moglicher-
weise um Saatgut von genetisch identischen Vogelkirschen, z. B. aus asexueller Reproduk-

87



tion, handelt. Trifft diese Annahme zu, wiirde jeder Baum faktisch das jeweilige Vorkom-
men vollstandig reprasentieren konnen. Da die genetische Zusammensetzung dieser bei-
den Vorkommen bedauerlicherweise unbekannt ist, kann kein direkter Nachweis flir diese
Hypothese geliefert werden. Jedoch liefern die genetischen Untersuchungen an den beiden
iibrigen Vorkommen den Hinweis, dafl bei Individuen aus asexueller Reproduktion eine
groBe Ahnlichkeit in deren Samenmorphologie zu erwarten ist.

Die Vorkommen Weende und Geismar wurden genetisch charakterisiert. Danach
sind in dem Griindervorkommen Weende die Vogelkirschen BD 1 bis BD 10 genetisch
identisch und stammen mit sehr grofler Wahrscheinlichkeit aus asexueller Reproduktion;
BD 11 148t sich von diesem Klonkollektiv genetisch unterscheiden und kann aufgrund
seiner ebenfalls nachgewiesenen vollstandigen Kompatibilitdit zu BD 1 bis 10 nur als
Samen aus einem benachbarten Vorkommen in diese Population gekommen sein. Trotz
der nachgewiesenen genetischen Identitat von BD 1 bis 10 variieren deren Samengewichte
und -gréfe erheblich und im Vergleich zu den Vorkommen Hiittners Hochzucht und
Studdeutschland sogar erheblicher als diese. Die Samenmorphologie von BD 11 un-
terscheidet sich von diesen wiederum, auch wenn dies zundchst am Samengewicht nicht
deutlich wird. Besonders deutlich werden diese Unterschiede jedoch an der mittleren
Samenldnge und -breite. In dem relativ weit gestreuten Vorkommen Geismar weisen
nur WB 2 und 4 genetische Identitat auf, was sich auch an deren Samengewicht und
Samengrofle sehr gut widerspiegelt.

Um die Ausbreitungseffizienz einer Art durch ihre Samen bestimmen zu kénnen, ist es
notwendig, den Samenelter am bereits transportierten Samen individuell zu identifizieren.
In Populationen, in welchen die individuellen Saatgutgewichte eine diskrete Variation
aufweisen, lassen sich anhand der Morphologie von Samen nach der Verbreitung deren po-
tentielle Sameneltern eingrenzen. Konkrete Untersuchungen existieren dazu bisher nicht.
Geringere Variation in der Samenmorphologie bedeutet vielfach genetische Ahnlichkeit,
die moglicherweise auf asexuelle Reproduktion innerhalb der Population zuriickzufiihren
ist. Liefert die Samenmorphologie nur Hinweise zum moglichen Samenelter, lassen sich
die Verbreitungshypothesen mit Hilfe von hochvariablen Genmarkern tiberpriifen.

In der Molekulargenetik etablieren sich zunehmend uniparental vererbte Marker,
z. B. cpDNA-Haplotypen, mit denen sich wesentlich sicherer als iiber die Samenmor-
phologie die Ausbreitungseffizienz bestimmen 1af8t. Fiir die Vogelkirsche sind diese je-
doch bisher nicht entwickelt. Ein Nachteil dieses Markertyps ist, dal nur der Samenelter
nicht aber der Pollenspender identifiziert werden kann. Dieser wéare niitzlich, wenn man
zur Transportentfernung des Samens die Flugweite des zugehorigen Pollens bestimmen
mochte, um sich mit dem durch den Samen vermittelten Genflul als zusammengesetzte

Grofle von Pollen- und Eizellentransport auseinanderzusetzen.

4.1.3 Vegetative Ausbreitung

Zur Unterscheidung von Indiviuen aus generativer und asexueller Reproduktion
wurde in 2.2.8 angenommen, dafl Individuen, die durch einen einzigen Genotyp in
einer Population reprasentiert sind, auf sexuellem Weg entstanden sind. Die weiteren
SchluBfolgerungen zur asexuellen Reproduktion sind u. a. auf dieser Annahme aufgebaut.
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Nun ist jedoch prinzipiell vorstellbar, dafl dieser Genotyp mit einer gewissen Wahrschein-
lichkeit auch aus asexueller Reproduktion entstanden sein konnte und als einziger iiberlebt
hat. Dieser Fall ist grundsatzlich denkbar und kann nach bisherigen Erkenntnissen auch
nicht von der sexuellen Reproduktion unterschieden werden. Daraus ergibt sich fak-
tisch, daf} die angegebenen Schéatzwerte zur asexuellen Reproduktion untere Grenzen ihres
tatsachlichen Vorhandenseins darstellen.

Andererseits kann auch nicht ausgeschlossen werden, daf3 sich unter den als asexuell
reproduzierten Individuen solche befinden, die tatsachlich aber das Ergebnis sexueller Re-
produktion sind. Um dieses mit einer hohen Wahrscheinlichkeit ausschliefen zu konnen,
miissen entsprechende Verfahren noch entwickelt werden. Einige Autoren (BERG &
HAMRICK 1994, DUCCI & SANTI 1997, MENN 1998, CHUNG et al. 2000) benutzen
daher den metrischen Abstand, mit dem zwei genetisch identische Individuen voneinander
entfernt stehen, als zusétzliche Absicherung ihrer Hypothesen zur asexuellen Reproduk-
tion. Fiir die folgende Diskussion soll jedoch davon ausgegangen werden, dafl die eben
diskutierten Unsicherheiten bei der Bestimmung von vegetativer Abstammung bedeu-
tungslos sind.

Die Vogelkirsche verfolgt zur Sicherung von ihr besiedelter Habitate die Strategien
asexuellen wie sexueller Reproduktion, wobei nach den hier vorliegenden Ergebnissen ein
deutliches Gewicht auf der asexuellen Reproduktion liegt. Als Beispiele dafiir wurden die
Griinderpopulation Weende, in der 10 von 11 Individuen aus Wurzelbrut bzw. Stock-
ausschlag stammen, und das Vorkommen Wibbecke, wo ein Anteil aus asexueller Re-
produktion stammender N /N von iiber 87% unter allen Individuen festgestellt wurde.
Auch DUCCI & SANTTI (1997) stellten mit Hilfe von Enzymgenmarkern in waldbaulich
behandelten und unbehandelten Wéldern eine hohe Anzahl aus asexueller Reproduktion
stammender Vogelkirschen fest. Bei ihren Untersuchungen, die die Information von neun
polymorphen Genloci zu Klonidentifikation nutzen, fanden sich nur sehr wenige Indi-
viduen, die sich genotypisch vollstandig von allen iibrigen der Population unterscheiden
lieBen. Wendet man die in dieser Arbeit beschriebene Konzeption zur Unterscheidung von
Individuen aus asexueller und generativer Reproduktion auf die Ergebnisse von DUCCI
& SANTI (1997) an, gilt der iiberwiegende Anteil aller untersuchten Individuen und
Genotypen als asexuell entstanden. Ne/N bzw. G /G schwanken nach eigenen Berech-
nungen auf der Basis der von DUCCI & SANTT (1997) mitgeteilten Multilocus-Genotyp-
haufigkeiten in den Vorkommen zwischen 73 und 100% unter allen Individuen bzw. 43
und 100% unter allen Genotypen. Gemessen mit 1 — dr, sind in der genotypreichsten Po-
pulation etwa 3% durch klonale Strukturen erklart, wahrend in einem aus zwei Genotypen
bestehenden Kollektiv 54% den Grad ihrer Fixierung beschreiben.

MENN (1998) weist sowohl sexuelle als auch asexuelle Reproduktion in Vorkom-
men der Elsbeere nach, wobei er nur solche Individuen als asexuell reproduziert ansieht,
die den identischen Multilocus-Genotyp besitzen und weniger als 10 Meter voneinander
entfernt stehen. Obwohl MENN (1998) die Zahl der Individuen, die aus asexueller Re-
produktion stammen, angibt, setzt er sie nicht in Verhaltnis zur Gesamtpopulation. Um
seine Ergebnisse bei der Elsbeere mit denen der Vogelkirsche vergleichbar zu machen,
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wurden die Werte nachtréaglich ermittelt. Im Mittel aller Elsbeerenvorkommen sind etwa
55% aller Individuen asexuell reproduziert, wobei die Einzelwerte zwischen 35 und 75%
je nach Vorkommen und unabhéngig von deren Grofle schwanken. Gegeniiber der Vo-
gelkirsche scheint die Elsbeere, eine ebenfalls rezedente und insektenbestaubte Baumart
aus der Familie der Rosaceen, deutlich geringer asexuell zu reproduzieren.

CHUNG et al. (2000) empfehlen, die relative Anzahl unterscheidbarer Multilocus-
Genotypen G/N in einer Population (ELLSTRAND & ROOSE 1987) als Maf fiir die
Klondiversitat zu verwenden. Tatsachlich gibt dieses Mafl nur den Anteil der Population
an, der genetisch unterschieden werden kann. Von einem Maf}, das den Grad der asex-
uellen Reproduktion einer Population mifit, wird erwartet, dafl es im Fall vollstandiger
asexueller Reproduktion 1 und bei ausschliellich sexueller Reproduktion 0 wird. Diese
Erwartung erfiillt G/N nicht. Wenn die Population auf einen Genotyp fixiert ist (G = 1),
nimmt G/N den Wert % (nicht 1) an. Sind alle Genotypen sexuell reproduziert, gilt
G = N und G/N wird 1 (nicht 0).

Ein weiteres Beispiel soll dies nochmals verdeutlichen. Eine Population N besitzt
einen Anteil unterscheidbarer Genotypen G, von den nur einer aus asexueller Reproduk-
tion stammt und die iibrigen (G —1) generativ reproduziert wurden. Dann gibt (G—1)/N
den Anteil der Population an, der auf sexuellem Weg entstanden ist. Bei sehr groflen Po-
pulationen mit einer effektiv hohen Anzahl von Genotypen wiirde sich dieser Wert immer
weiter G/N, der Anzahl unterscheidbarer Genotypen, anndhern. Die Héufigkeit des ase-
xuell reproduzierten Genotyps N¢ entscheidet hierbei iiber das Verhéltnis (G —1)/N, da

G —1 = N — N¢ ist und somit (G —1)/N =1 — N¢ /N entspricht. Der Anteil dieser

G-1
N -

Da die tatsdchliche Anzahl unterscheidbarer Genotypen und deren Haufigkeit die

Population N¢ /N, der aus asexueller Reproduktion stammt, wére somit genau 1 —

Zusammensetzung einer Population bestimmen, weichen diese in den meisten Féallen von
dieser idealisierten Betrachtung ab. G/N ist daher nicht geeignet, Aussagen iiber klonale
Strukturen in Populationen zu treffen.

Der Kehrwert N/G bezeichnet die absolute Haufigkeit, mit der jeder Multilocus-
Genotyp in der Population vorhanden ware, wenn alle Genotypen gleich héiufig sind.
Dieser Wert fiihrt selten zu ganzzahligen Ergebnissen, was als Hinweis auf eine in der
Population vollstédndig davon abweichende genotypische Haufigkeitsverteilung zu werten
ist. Andererseits kann N/G nur fiir G = Pg und Pg € {1,2,3,...,n} ganzzahlige Ergeb-
nisse liefern, wenn Pg die absolute Haufigkeit ist, mit der jeder Genotyp in der Population
vertreten ist.

Ist P < n, liegen klonale Strukturen vor. Bei Pg = 2, sind nur zwei Genotypen
vorhanden und stammen entsprechend der Annahme 1 aus asexueller Reproduktion. Mit
anderen Worten besteht die Halfte der Population aus unterschiedlichen Genotypen G =
N/2 und der Quotient G/N wird 0,5, obwohl die Individuen der Population vollstandig
asexuell reproduziert sind. Auf der einen Seite wird mit der Zunahme von Pg der Quotient
G /N immer kleiner und auf anderen Seite steigt paradoxerweise die Zahl der Individuen
aus asexueller Reproduktion an.

Weder G/N noch sein Kehrwert N/G beziehen den Reproduktionsmodus der Indi-
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viduen konzeptionell in die Betrachtung klonaler Strukturen ein.

Wie bereits dargestellt, kann man dem einzelnen Genotyp nicht ansehen, auf welchem
Weg sein Tragerindividuum entstanden ist. Nur im Vergleich mit anderen kann dies nur
fiir den Anteil, der potentiell aus asexueller Reproduktion stammt, ergriindet werden
(GREGORIUS pers. Mitt.). In diesem Zusammenhang erscheint es erstrebenswert, die
genetische Identitat zweier Individuen wahrscheinlichkeitstheoretisch abzusichern.

Waren im Vorkommen Wibbecke klonale Strukturen in den meisten Fallen auf Ent-
fernungen von weniger als 50 Metern beschrankt, was auch DUCCI & SANTTI (1997) in
ihren Bestanden bestéatigt finden, erscheinen dariiber hinaus gehende Ausbreitungsmuster
einer besonderen Betrachtung. Einerseits begrenzen die Anzahl und Variabilitiat der
verwendeten genetischen Marker durch die Anzahl unterscheidbarer Genotypen, die
Moglichkeiten die tatsédchlichen genetischen Identitét eines Individuums festzustellen, und
andererseits konnte die Entfernung zwischen zwei genetisch identischen Individuen als
MafB fiir die Fahigkeit der Art zur Bildung von Wurzelsch68lingen - auch iiber langere
Zeitraume - genutzt werden.

In Mittelwaldbestinden wird mit Ausnahme von Lafreiteln, meist Eichen, der
Baumbestand im wirtschaftlichen Alter von 10 bis 20 Jahren komplett auf den Stock
gesetzt. Nur Arten, die aus dem Stock wieder ausschlagen oder Wurzelschofllinge bilden,
finden sich im Folgebestand wieder ein. In seltenen Fallen hatten einzelne Baume schon
das reproduktive Alter erreicht und konnten sich tiber Sdmlinge etablieren. Stockaus-
schlag verandert den Standplatz nicht, wahrend sich Wurzelbrut nur in einiger Entfernung
vom Stock bilden kann. Entsteht durchschnittlich in 10 Metern Entfernung Wurzelbrut,
haben sich Individuen eines Klons bei jeder Nutzung im Durchmesser bereits 20 Meter
voneinander entfernt. Nach 10 Nutzungen im Mittelwald, was etwa einem Zeitraum von
100 bis 200 Jahren entsprache, und ausreichender vegetativer Potenz kénnte der Abstand
zwischen zwei Individuen aus asexueller Reproduktion mit gemeinsamem Ursprung 200
Meter betragen. Bei uferbegleitenden Saliz-Arten lassen wegen ihrer Diozie Beobachtun-
gen ausschliefllich einen Geschlechts im Baumbewuchs entlang von Bachldufen die Vermus-
tung zu, dafl diese Population aus vegetativen Abkémmlinge eines einzigen Individuums
entstanden ist. Die Reproduktion durch Wurzelschéflinge hat kleinraumig Vorteile, wenn
sich das Individuum bereits adaptiert hat. Die Besiedlung neuer, nur durch Samentrans-
port erreichbarer, Lebensraume ist jedoch nur durch generative Reproduktion moglich.

Besitzen die Individuen einer Population nur einen eingeschrinkten Gameten-
pool, aus dem sie selbst entstanden sind, ware die sexuelle Entstehung zweier an den
beobachteten Genloci identischen Individuen ebenfalls wahrscheinlich. BERG & HAM-
RICK (1994) berechnen daher die Wahrscheinlichkeit, mit der zwei genetisch identi-
sche Genotypen aus einer Grundgesamtheit zufallig gezogen werden konnen, als Summe
der erwarteten relativen Genotyphéaufigkeiten. Das Ziehen findet mit anschlieendem
Zuriicklegen statt. Die Wahrscheinlichkeit fiir die Multilocus-Genotypen entsteht durch
Multiplikation der Einzellocuswahrscheinlichkeiten unter der Annahme ihrer genetischen
Unabhéngigkeit (STIMM & BERGMANN 1994).

Das Modell von BERG & HAMRICK (1994) unterstellt explizit Produktstrukturen,
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wie sie fiir zufallspaarende Populationen iiblich sind. Nur unter der Annahme, alle Indi-
viduen stammen aus sexueller Reproduktion, lassen sich diese Wahrscheinlichkeiten exakt
berechnen, denn die erwarteten Genotyphéaufigkeiten leiten sich von den tatsachlichen her.
Im Fall klonaler Strukturen sind bestimmte Genotypen haufiger und fithren zu Fehlein-
schatzungen bei den zu erwartenden Genotyphaufigkeiten, die sich aus Multiplikation der
tatsdchlichen Allelhdufigkeiten ergeben. Will man tatsdchlich zwei identische Genotypen
unabhéngig voneinander ziehen, darf man sie nach dem Ziehen nicht wieder zuriicklegen.
Denn mit dem Zuriicklegen mufl damit gerechnet werden, dafl dasselbe Inividuum zweimal
nacheinander gezogen werden kann.

CHUNG et al. (2000) nutzen diesen Schéitzwert fiir Multilocus-Genotypen als
Wahrscheinlichkeit dafiir, dafl zwei identische Multilocus-Genotypen aus sexueller Repro-
duktion stammen. Im Umkehrschlufl leiten CHUNG et al. (2000) aus ihren errechneten
geringen Multilocuswahrscheinlichkeiten ab, dafl in der Population haufige Multilocus-
Genotypen asexuell reproduziert sind. Das Modell von BERG & HAMRICK (1994)
berticksichtigt den tatsachlichen Reproduktionsmodus einer Population nicht, daher ist
dieser Schatzwert fiir die Interpretation klonaler Strukturen ungeeignet.

Die Darstellungen genetischer Strukturen in Populationen der Vogelkirschen (Tab. 3-
6 und 3-12) beriicksichtigen nicht deren Eigenart, gleichzeitig sowohl asexuell als auch
generativ zu reproduzieren, da diese alle inventierten Individuen enthalten. Eine beson-
dere Schwierigkeit bildet der Vergleich zu den HARDY-WEINBERG-Strukturen, die
ausschlieBlich die sexuelle Reproduktion unter definierten Bedingungen représentieren.
Die Aussagen, die vorgefundenen Strukturen weisen Abweichungen von den HARDY-
WEINBERG-Strukturen auf, relativieren sich daher ein wenig. In allen Kollektiven wur-
den mehr Homozygote beim Enzymgenlocus IDH-B nachgewiesen als in einer HARDY-
WEINBERG-Struktur vorhanden waren. Da der iiberwiegende Anteil aller Individuen
aus asexueller Reproduktion stammt, miissen sich unter diesen gehauft Homozygote
befinden. Betrachtet man ausschliefSlich alle aus generativer Reproduktion stammenden
Individuen, diirfte sich dieses vermutete Ungleichgewicht ein wenig nivellieren. Da
sich an allen anderen betrachteten Enzymgenloci keine Unterschiede zu den HARDY-
WEINBERG-Strukturen finden lieflen, ist an diesen die asexuelle Reproduktion aller
Genotypen eher gleichméflig verlaufen (s. a. Tab. 3-6). In dem untersuchten Mischbe-
stand (Tab. 3-12) waren an drei Enzymgenloci deutlich mehr Heterozygote, als unter
HARDY-WEINBERG-Strukturen erwartet werden, vorhanden. Der Bestand zeichnet
sich zudem durch eine hohe individuelle Heterozygotie und einen hohen Grad an asex-
ueller Reproduktion aus.

Abschlieflend soll darauf hingewiesen werden, daf} die teilweise asexuelle Reproduk-
tion einer Population effektiv weniger genetische Variation erhalt, als dies auf rein gen-
erativem Weg moglich wére. Hierin kann ein besonderer Prozef§ der Anpassung an die
Umwelt und Lebensweise der Art gesehen werden. Diese strebt zwar die Etablierung
weniger, gut angepafiter Varianten und deren langfristige Bestandssicherung an, aber
verzichtet im gleichen Mafle auf die Realisation einer maximalen genetischen Vielfalt.
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4.2 Selbstfertilitat als Voraussetzung fiir den Zusammenbruch des Inkompa-
tibilitatssystems

Die durch ziichterische Mafinahmen implizierte Selbstfertilitat ist urspriinglich nur
bei der Kulturkirsche bedeutsam. Sie soll den alleinigen Anbau einer einzigen Ertragssorte
ermoglichen. GRANGER (1996a) stellt fest, dafl der Fruchtertrag der selbstfertilen
Sorte Stella in kommerziellen Anpflanzungen (Anmerkung: vermutlich ausschlieflich
diese Sorte) wegen iiberwiegender Selbstbefruchtung deutlich hinter dem Ertrag bei freier
Abbliite in Mischung mit anderen Sorten zuriickbleibt. Nach SCHMIDT et al. (1999a)
sind die derzeit auf dem Markt verfiigbaren selbstfertilen Sorten Befruchter fiir alle mit
ihnen gleichzeitig bliithenden anderen Sorten. Unter den Siilkirschenselektionen, die
derzeit auf ihren Sortenwert gepriift werden, befindet sich ein hoher Anteil Selbstfertiler
(SCHMIDT et al. 1999b). In den vorliegenden Untersuchungen fand sich ein Kollektiv
selbstfertiler Kirschen, die wahrscheinlich aus Hybridisierungen der Kultur- und Wildform
entstanden sind. Dieses Kollektiv besiedelt als Griinderpopulation einen Bahndamm,
welcher Bestandteil der anthropogen beeinfluiten Kulturlandschaft ist. Dieses Vorkom-
men zeigt auf, dafl Wildpopulationen keinesfalls isoliert betrachtet werden konnen und
da mit Introgression in der Kulturkirsche weitverbreiteter S-Allele gerechnet werden
mufl. Wie die Analyse der Inkompatibilitdtsverhéaltnisse der Samenplantage Neuhems-
bach ergeben hat, sind die von der Kulturkirsche her bekannten Allele S;, Se und
S iiberreprasentiert. Unter den Kulturkirschen besitzen die am weitesten verbreiteten
Sorten jedoch die Allele S5 und Sy, wahrend die Allele S7, So und Sg nur in wenigen Kulti-
varen vorkommen (SCHMIDT et al. 1999a). Die Uberschwemmung der Wildpopulationen
mit Pollen der Kulturkirsche hangt andererseits sehr von den jeweils regional bevorzugten
Sorten und den von ihnen repréasentierten S-Genotypen ab. Da in Populationen die Al-
lele eines gametophytisch exprimierten Inkompatibilitdtsgenlocus eine Gleichverteilung
anstreben, scheinen sie keine Unterschiede in ihren Selektionseigenschaften zu besitzen.
Jedes neugebildete S-Allel hat in der Etablierungsphase einen Vorteil, bis der Zustand der
Gleichverteilung aller S-Allele wiederhergestellt ist. Fiir ein mutiertes S-Allel, das Selbst-
befruchtungen zulaft, gilt dieser Vorteil wahrend seiner Etablierung ebenfalls. Dartiber
hinaus besitzt es jedoch den Vorteil der Selbstpaarung, was zu einer in Vergleich zu den
anderen S-Allelen erh6hten Haufigkeit bis zur Fixierung fithren kann, wenn keine Mecha-
nismen einer balanzierten Selektion (Fertilitdts- und Viabilitdtsnachteile der gebildeten
Nachkommen) dem gegeniiberstehen. Lokal begrenzter Flug der Bestduber kann bei en-
tomophilen Arten die Ausbreitung verzégern.

TSUKAMOTO et al. (1999) diskutieren verschiedene mogliche Mechanismen fiir
die Entstehung selbstkompatibler Individuen und den damit verbundenen Zusammen-
bruch des Inkompatibilitatssystems. Zum einen sind Mutationen am S-Genlocus, die
die Inkompatibilitdtsreaktionen unterbinden (LEWIS & CROWE 1954 und 1958, SASSA
et al. 1997), und zum anderen Duplikationen der chromosomalen Region des Pollen-
S (NETTANCOURT 1977, 1997) dafiir verantwortlich. Ein dritter Mechanismus wird
in einem die Inkompatibilitatsreaktion kontrollierenden Genkomplex gesehen, wie er
im sporophytischen Inkompatibilitdtssystem nachweisbar ist (MCCUBBIN & KAO
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1999). Unter 33 Pflanzen einer natiirlichen Population von Petunia axillaris fanden
TSUKAMOTO et al. (1999) drei selbstkompatible mit einem gemeinsamen funktionslosen
S-Allel. Die Selbstfertilitdat ermoglicht die Entstehung von Homozygoten am Inkom-
patibilitatsgenlocus, womit der Erhalt des urspriingliche Reproduktionsmodus einer Art
gefahrdet ist, die zuvor ausschliefflich fremdgepaart hat. Zugleich benotigen isoliert ste-
hende, selbstfertile Vogelkirschen keinen Fremdpolleneintrag mehr, um sich sexuell zu re-
produzieren. Ob sich hieraus ein Vorteil fiir die Etablierung durch Samlinge gegeniiber der
Bildung von Wurzelbrut ergibt, hangt vom Anpassungspotential und von der Viabilitat
der generativ reproduzierten Nachkommen ab. Deutliche Vorteile besitzen vegetative
Abkoémmlinge moglicherweise dadurch, dafl sie sich an die herrschenden Umweltbedin-

gungen nicht erneut anpassen miissen.
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5. Schluf3folgerungen

5.1 Erhalt der Funktionsfahigkeit der Mechanismen des genetischen Systems

Eine zentrale Rolle fiir den reproduktiven Artzusammenhalt der Vogelkirsche spielt
das gametophytische Inkompatibilitatssystem, da es Selbstbefruchtungen effektiv verhin-
dert und ausschliefllich Fremdpaarungen zuldfit. Die Vogelkirsche und die seit langem
kultivierte Stilkirsche besitzen abstammungsgeschichtlich den gleichen Ursprung und sie
bilden auch heute noch eine Art. Die moderne Obstziichtung hat sich die Entwicklung
selbstfertiler Hochertragssorten als Nahziel gesetzt, die langfristig den Zusammenbruch
des auch bei der Kulturform vorhandenen Inkompatibilitatssystems zur Folge haben kann.
Da in der Zukunft mit der zunehmenden Etablierung selbstfertiler Sorten gerechnet wer-
den mufl und deren Pollen auch Populationen der Vogelkirsche kontaminieren konnten,
sind mogliche Folgen fiir den Erhalt der Wildform heute noch nicht absehbar. Wahrend
sich bei Wildapfel und -birne kaum noch reine Formen in den heimischen Waldern finden
lassen und diese vor ihrer Extinktion stehen, scheint die Vogelkirsche bisher nur wenig
Introgression von der Kulturform erfahren zu haben. Ausschlaggebend dafiir scheint die
hohe vegetative Potenz der Vogelkirsche zu sein, die sie den Nieder- und Mittelwaldbetrieb
iiberdauern lief}. Klonale Strukturen lassen sich in waldbaulich behandelten wie unbe-
handelten Bestédnden (s. a. FRASCARIA et al. 1993, DUCCI & SANTI 1997) nachweisen
und legen nahe, dafl die Vogelkirsche nach ihrer Etablierung moglichst lange in dem ein-
mal gewonnenen Terrain zu tiberdauern in der Lage ist. Bestandesliicken im Wald oder
Waldrander besiedelt sie bevorzugt durch Neuansamung, wohin die Samen durch Vogel
und Saugetiere verschleppt werden.

Bei der Vogelkirsche konnen zur Zeit iiber 20 S-Allele unterschieden werden
(BOSKOVIC pers. Mitt.), {iber deren Verteilung im Verbreitungsgebiet der Art noch
wenig bekannt ist. Wegen der iberwiegenden asexuellen Reproduktion der Vogelkirsche
sind zum einen regionale Unterschiede und zum anderen eine starke Sippenbildung inner-
halb der Populationen zu erwarten.

Wichtige Bestduberarten der Kirsche sind Bienen, u. a. die Honigbiene, die wahrend
der Kirschenbliite den Pollen zwischen den Individuen iibertragen. Im Obstbau werden
daher gezielt, Bienenvolker in die Nahe von Plantagen gesetzt, um den Fruchtertrag zu
fordern. Da Bienen sich auf der Nahrungssuche maximal bis zu drei Kilometer von ihren
Stock entfernen konnen, unterliegen Populationen der Vogelkirschen in geringer Entfer-
nung zu Siilkirschenplantagen oder Hausgarten potentiell einer Pollenkontamination. Der
Eintrag von Pollen der Kulturkirsche liele sich verringern, wenn in gleichem Mafle Bie-
nenvolker in die Nahe von Vogelkirschenvorkommen im Wald aufgestellt wiirden.

5.2 Erhalt effektiver Populationsgrofien

Griinderpopulationen setzen sich meist aus wenigen, meist sogar verwandten Indi-
viduen zusammen. Fiir die generative Reproduktion sind im Minimum zwei Individuen
mit drei unterschiedlichen Inkompatibilitatsallelen notwendig. Eine Population erhalt
sich jedoch erst dauerhaft, wenn bei drei S-Allelen auch samtliche Genotypen realisiert

sind. Da ein Samenelter mit seinen direkten generativen Nachkommen immer semikom-
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patibel ist, sind nach sexueller Reproduktion in der Folgegeneration im Minimum drei
S-Allele vorhanden. Diese bilden die Keimzelle einer Population, die nur durch weiteren,
durch Pollen vermittelten, Genflu} zusétzliche S-Allele erhalten kann. Sind die Entfer-
nungen, iiber die die Samen verbreitet werden, geringer als die Reichweite der Bestauber,
ist der Paarungskontakt mit dem urspriinglichen Samenelter gesichert. Fiir den repro-
duktiven Artzusammenhalt sind daher Strukturen von Bedeutung, die einen effektiven
Genfluf} zwischen Populationen oder einzelnen Individuen erlauben. Wichtig erscheinen
daher Einzelbaume oder Gruppen in der freien Landschaft, die den Genflul zwischen
Populationen oder Teilen davon ermoglichen.

In der forstlichen Praxis hat die Gewinnung von Saatgut fiir die Nachzucht der Vo-
gelkirsche eine besondere Bedeutung. Da diese lange Zeit keiner gesetzlichen Regelung
unterlegen hat, sind mit der Ausweisung von Saatguterntebestinden und der Anlage von
Samenplantagen zwei Wege beschritten worden, die Saatgutgewinnung freiwillig zu re-
gulieren. Die Deutsche Kontrollvereinigung fiir forstliches Saat- und Pflanzgut e. V. hat
eine Vielzahl von Vogelkirschenvorkommen als Erntebestande anerkannt, darunter auch
die Abteilung 1 a; der Forstgenossenschaft Wibbecke. Die Flachengrofien dieser Ern-
tebestdnde schwanken zwischen 0,1 und 5.1 ha, wobei ein deutlicher Schwerpunkt
bei Groflen zwischen 0,1 und 1.5 ha liegt (Angaben der DKV. Stand: 1996). Die
Flachenangaben beziehen sich auf die von der Vogelkirsche eingenommene Teilflache
eines Bestandes und lassen keine Riickschliisse auf die Anzahl der vorhandenen Vo-
gelkirschen zu. Da jedoch mit einem hohen Anteil asexuell reproduzierter Individuen
in Vogelkirschenvorkommen zu rechnen ist, wie fiir Abteilung 1 a; der Forstgenossen-
schaft Wibbecke nachgewiesen, erscheinen die Einhaltung einer Mindestzahl von in
einem Bestand vorhandenener Vogelkirschen und einer Mindestfliache fiir die Ausweisung
von Saatguterntebestinden zwingend erforderlich. Fiir die Auswahl von Vogelkirschen,
die in Samenplantagen reproduzieren sollen, sollten ebenfalls Kriterien gelten, die ver-
hindern, dal Individuen aus asexueller Reproduktion mehrfach vertreten sind. Kann
man die Genotypen der Kirschen nicht bestimmen, sollte ein Abstand von 50 Metern
zwischen zwei Baumen daher eingehalten werden, um potentiell zwei unterschiedliche
Genotypen zu gewinnen. In ehemaligen Nieder- und Mittelwaldern miifite dieser Ab-
stand moglicherweise noch deutlich erhoht werden, wie die Ergebnisse im Vorkommen
Wibbecke zeigen. Ubertragen auf die Mindestzahl und -fliche bei der Ausweisung
von Saatguterntebestianden der Vogelkirsche wiirde dies bedeuten, dafl zwischen vier
und sieben unterschiedliche Genotypen pro Hektar potentiell vorhanden sein sollten.
Kleinere, reproduktiv isolierte Bestédnde (deutlich unter einem Hektar) sollten von der
Saatguterzeugung ausgenommen werden und statt dessen in Samenplantagen zusam-
mengefithrt werden.
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6. Zusammenfassung

Wegen ihrer Fahigkeit zusammenhangende, Reproduktionseinheiten zu bilden, er-
scheinen dominierende Baumarten, die forstlich unter dem Terminus Hauptbaumarten
gefithrt werden, offensichtlich in ihrem reproduktiven Artzusammenhalt, abgesehen von
der globalen Bedrohung aller Baumarten durch das Waldsterben, wenig gefahrdet.
Demgegeniiber unterliegen rezedente (i. e. nicht dominante, deshalb meist zerstreut vor-
kommende und weniger konkurrenzkraftige) Baumarten stdndig der Gefahr durch lokale
Extinktion, den reproduktiven Artzusammenhalt zu verlieren. Die zentrale Frage der
vorliegenden Dissertation lautet daher, welche Mechanismen des genetischen Systems
konnen den reproduktiven Zusammenhalt einer rezedenten Mischbaumart garantieren.
Untersucht wird der Einflul von Reproduktionsmodus, Paarungs- und GenfluBsystem im
Hinblick auf deren Beitrag fiir die Erhaltung der genetischen Variation innerhalb der Art.

FEinleitend wird die besondere Okologische Stellung rezedenter Mischbaumarten
dargelegt (Kapitel 1.1). Arten aus der Familie der Rosaceen sind besonders héufig unter
den rezedenten Waldbaumarten vertreten. Dazu z#éhlt auch die Vogelkirsche (Prunus
avium L.), die als untersuchte Modellbaumart kurz portratiert (Kapitel 1.1.1.) und
hinsichtlich ihrer Eignung fiir die vorgesehenen populationsgenetischen Betrachtungen
charakterisiert wird (Kapitel 1.1.2). Dabei scheinen das Nebeneinander von asexueller
Reproduktion durch Wurzelbrut und der Existenz eines Inkompatibilitatssystems bei der
Vogelkirsche ein 6kologisches Paradoxon zu sein, das dem reproduktiven Zusammenhalt
der Art eher entgegensteht. In diesem Kontext ergeben sich folgende Kernfragen zum
Reproduktionsmodus, Paarungs- und Genfluflsystem.

— Wie grof3 sind die Anteile asexueller und generativer Vermehrung bei der Vogelkirsche?
— Welchen Einflul hat die Inkompatibilitat auf das Paarungsverhalten?
— Wie hoch ist der Anteil des durch Pollen vermittelten Genflusses?

Feststellung genetischer, phanologischer und morphologischer Variation

Die Stabilitit eines Okosytems basiert im wesentlichen auf der AngepaBtheit und
Anpassungsfahigkeit der Populationen aller Arten, die das Okosystem reprasentieren.
Genetische Variation wiederum bildet die Basis fiir die Angepafitheit und Anpas-
sungsfahigkeit einer Population an heterogene Umweltbedingungen. Enzyme spielen eine
wichtige Rolle im Stoffwechsel. Der Besitz unterschiedlicher Varianten an den Enzym-
genloci deutet auf ein differenziertes Anpassungsregime hin. Die kodominante Merkmals-
auspragung zeichnet Enzymgenmarker besonders fiir Beobachtung genetischer Variation
aus.

Die Analyse des Vererbungsmodus von polymorphen Enzymgenloci bei der Vo-
gelkirsche (Kapitel 3.2) beginnt mit der Beschreibung der Zymogramme. Mit Aus-
nahme vom Enzymgenlocus PGI-B, an dem drei unterschiedliche Allele nachweisbar sind,
besitzen alle anderen untersuchten gerade zwei Allele. Die Vererbung der Isoenzym-
muster analysierte DIPLOGEN, ein computergestiitztes Auswertungsprogramm fiir Zy-
mogramme (GILLET 1998), in dem es Hypothesen zur moglichen Anzahl der kodierenden
Genloci und Allelvarianten formuliert und iiberpriift.
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Da eine mogliche Kopplung der betrachteten Genloci deren Verwendung und Aus-
sagefidhigkeit beim Nachweis von Genflufl beschrankt, werden der allgemeine Versuchs-
aufbau und die Methode der Kopplungsanalyse sowie ein erweiterter Ansatz fiir die Vo-
gelkirsche vorgestellt. Kopplung von Enzymgenloci wurde an den Nachkommenschaften
zweier Individuen, die an drei bzw. vier Enzymgenloci heterozygot sind, analysiert. Da
fiir die Kopplungsanalyse der Samenelter in jedem Fall zwei Genloci in heterozygotem
Zustand besitzen muf}, sind bei @ Kombinationsmoglichkeiten 9 Paare von Enzym-
genloci untersucht worden. Der Enzymgenlocus PGM-B erweist sich mit ¢=0.837 an
PGI-B in der einen Nachkommenschaft und mit ¢=0.735 an GOT-C in der anderen als
gekoppelt, was teilweise im Widerspruch zu den bei der Kulturkirsche veroffentlichten
Ergebnisse steht (GRANGER 1996b). Die iibrigen Kombinationen zeigen sehr geringe
bis keine Kopplung, was GRANGER, (1996b) fiir einen Teil der Kombinationen anders
einschatzt.

Aus der Verteilung der genetischen Variation in verschiedenen Vogelkirschenvorkom-
men ergeben sich deren genetische Strukturen (Kapitel 3.3). Die genetischen Inventur von
vier Samenplantagen (Kapitel 3.3.1) weist an 9 von 10 Enzymgenloci keine signifikante
Abweichung von HARDY-WEINBERG-Strukturen auf. Nur am Genlocus IDH-B sind
gegeniiber diesen deutlich mehr Homozygote vorhanden. Da es sich bei Samenplanta-
gen um Klonsammlungen handelt, deren Strukturen eher zufallig zusammengestellt sind,
fallen die vorhandenen HARDY-WEINBERG-Strukturen sehr auf. Individuen mit einem
oder zwei Enzymgenloci in heterozygotem Zustand bilden Mehrheiten in den Kollek-
tive zwischen 54% und 75%. Die Samenplantagen sind auf der Basis von Multilocus-
Genotypen zu etwa 90% voneinander verschieden (mittlere Differenzierung §). Auch ist
jede Klonsammlung in sich fast vollstdndig differenziert. Die Werte der Gesamtdifferen-
zierung 6 schwanken zwischen 0.968 und 0.980.

Die Vogelkirschen eines aus Mittelwaldwirtschaft hervorgegangenen Mischbestands
(Kapitel 3.3.2) erwiesen sich an 7 der 10 untersuchten Enzymgenloci als genetisch variabel.
Uber drei Viertel aller Individuen sind an zwei oder drei Enzymgenloci heterozygot mit
einem deutlichen Schwerpunkt bei den Dreifach-Heterozygoten. In der Population wurden
28 Multilocus-Genotypen und 13.209 effektive Genotypen (Diversitéit ve) nachgewiesen.
Die Population ist auf der Ebene der Multilocus-Genotypen ebenfalls fast vollstandig
differenziert (o7 = 0.933).

Um die raumliche Verteilung der Vogelkirsche in dem Bestand zu beschreiben,
wurde die Standplatze aller Vogelkirschen erfafit. In dem gleichen Vorkommen wur-
den blithphanologische und blattmorphologische Daten erhoben, um den Einflul der
Phéanologie auf den reproduktiven Zusammenhalt der Art zu analysieren. Dazu wurde
der Verlauf und die Intensitéat der Bliite im Frithjahr 1998 an fiinf Tagen einzelbaumweise
bonitiert.

Zum ersten Boniturtermin waren die Bliiten aller Vogelkirschen noch geschlossen.
Mit dem zweiten Termin erreichten wenige schon die Vollbliite, wahrend einige erst be-
gannen und die Mehrzahl noch nicht blithte. Der néchste Termin stellt den Ubergang
zur Vollblite, die am 2. Mai erreicht wurde, dar. Auch hier bliihten etwa die Halfte

98



aller Kirschen noch nicht. Zur Vollbliite standen alle mit Ausnahme der Béume, die
wahrend der gesamten Blithperiode nicht gebliitht haben, in Bliite, die Mehrzahl sogar
in voller Pracht. Der abschlieBende Boniturtermin zeigt das Abklingen der Bliite, bei
der die Mehrheit aller Vogelkirschen nicht mehr bliihte oder sich kurz vor Beendigung
der Bliite befand. Ein Vergleich der summarischen Bliihstarke mit den genetisch fest-
gestellten Klonstrukturen zeigt teils geringe, teils erhebliche Unterschiede innerhalb der
festgestellten Klongruppen. Ob dies ein Hinweis auf mogliche, bisher nicht identifizierte
Unterschiede innerhalb der Gruppen ist, bleibt offen.

Im Oktober 1998 wurde im gleichen Vorkommen die herbstliche Blattfarbung fest-
gestellt. Die Bonitierung der individuellen Herbstlaubfiarbung in dem Vorkommen hat
ergeben, dafl Vogelkirschen mit gelb-roten Blattern im Vorkommen dominieren, jedoch
keineswegs gleichmassig iiber den Bestand verteilt sind. Im Zentrum des Vorkommens
finden sich Vertreter mit griin-gelben Blattern und im Stidwesten des Vorkommens diejeni-
gen mit griin-rotem Laub. Hinsichtlich der Eignung dieses Merkmals zur Identifikation
zusatzlicher Unterschiede zwischen den Individuen gelten die fiir das Blithverhalten getrof-
fenen Aussagen.

Um die Variation am S-Genlocus darzustellen, wurden die 39 Vogelkirschenklone der
Samenplantage Neuhemsbach analysiert. 17 verschiedene S-Genotypen, die insgesamt 12
S-Allele reprasentieren, wurden nachgewiesen. 5354 stellt mit 10 Individuen gut ein
Viertel des Kollektivs und neun S-Genotypen, ebenfalls etwa ein Viertel, sind nur einmal
vorhanden. Die iibrigen S-Genotypen (Anzahl der Genotypen in Klammern) sind mit
absoluten Haufigkeiten von 2 (3), 3 (3) und 5 (1) prisent. Insgesamt sind zur Zeit bei
der Kultur- und Vogelkirsche etwa 20 S-Allele bekannt.

Inkompatibilitatssystem

Die Anzahl in einer Population vorhandener S-Allele und die aus ihnen gebildeten
S-Genotypen bestimmen mafigeblich das Paarungsverhalten. Ausgehend von einer am
S-Genlocus vollstiandig differenzierten Modellpopulation, in der die minimal mdgliche
Anzahl von S-Allelen realisiert und jeder S-Genotyp genau einmal vorhanden ist, werden
die Paarbeziehungen in-, semi- und vollstandig kompatibler S-Genotypen in Abhéngigkeit
zur Anzahl vorhandener S-Allele quantifiziert.

Die Funktion des gametophytischen Inkompatibilitatssystem bei der Kirsche wird
eingangs beschrieben. Drei Verfahren zu dessen Analyse werden vorgestellt und hin-
sichtlich ihrer Ergebnisse verglichen. Zwei dieser Methoden nutzen Bestaubungsversuche,
wahrend das dritte auf dem direkten, biochemisch-genetischen Nachweis des S-Genlocus
basiert (Kapitel 2.2.1).

Kiinstliche Bestaubungen an einer blithphanologisch isolierten Vogelkirsche weisen
den Baum als selbstinkompatibel und alle eingekreuzten als zu diesem kompatibel aus.
Der relative Reproduktionserfolg der Kreuzungen ist mit 23% aller bestaubten Bliiten
doppelt so grofl wie bei freier Abbliite, was die Effizienz der Bestduberarten widerspie-
gelt. Bestaubungsversuche in vitro fithrten teilweise zu Widerspriichen in den Inkompati-
bilitatsreaktionen der verwendeten Kreuzungspartner, womit keine eindeutige Zuordnung

dieser moglich war. Die in den Kreuzungsversuchen verwendeten Vogelkirschen wurden
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mit Hilfe der Elektrophorese hinsichtlich ihrer S-Genotypen charakterisiert. Unter den
15 Vogelkirschen sind fiinf unterschiedliche S-Genotypen vorhanden, die untereinander
teils semi-, teils vollstandig kompatibel sind. Vergleicht man die drei Verfahren, die zwei
methodisch unterschiedliche Ansétze haben, so sind die Bestdubungsversuche zeit- und
materialaufwendiger als der kostenintensivere biochemisch-genetische Nachweis durch S-
RNasen. Die Uberpriifung der Vererbung von S-RNasen wird andererseits kaum ohne
Kreuzungsnachkommenschaften zu realisieren sein.

Da die Vogelkirsche im Wald meist verstreut vorkommt und die Gewinnung von
Bliithreisern wegen der Baumhohen schwierig ist, wurden die S-Genotypen von 39 Vo-
gelkirschenklone der Samenplantage Neuhemsbach analysiert und die Paarbeziehungen
eines Baumes zu seinen maximal acht Parzellennachbarn dargestellt. Obwohl gut ein
Viertel aller Individuen untereinander inkompatibel ist, stehen diese selten benachbart.
Zur Mehrheit aller Nachbarn besteht Semikompatibilitét.

Innerhalb der Mechanismen des genetischen Systems bildet das gametophytische
Inkompatibilitatssystem eine tragende Saule, die den reproduktiven Artzusammenhalt
der Vogelkirsche fordert. Es verhindert wirksam Selbstungen sowie Paarungen mit In-
dividuen des gleichen S-Genotyps und fordert gleichzeitig Fremdpaarungen, darunter
bevorzugt solche, in denen die beteiligten S-Allele vollstandig verschieden sind. Der
Anteil Individuen, zu denen vollstandige Kompatibilitdt besteht, nimmt mit der Anzahl
verschiedener S-Allele in der Population stetig zu, um dem Gleichgewichtszustand einer
total differenzierten Modellpopulation entgegenzustreben, in der alle S-Allele und die aus
ihnen gebildeten S-Genotypen gleich haufig werden. Mit jedem weiteren S-Allel, das in
die Population gelangt, beginnt diese Dynamik zur Gleichverteilung erneut.

Reproduktionsmodus

Um im Falle einer reproduktiven Isolation wenigstens eine zweite Baumgeneration zu
iiberleben, besitzt die Vogelkirsche die Fahigkeit, sich vegetativ zu regenerieren. Unter-
einander sind die Klongeschwister als vegetative Abkémmlinge eines isolierten Klonelters
jedoch inkompatibel.

Neben Enzymgenmarkern wurden in einem aus Mittelwaldwirtschaft hervorgegan-
genen Vogelkirschenvorkommen, das einen Anteil von weniger als 5% der Bestockung eines
Traubeneichenbestandes darstellt, blithphanologische und blattmorphologische Daten er-
hoben, um den Einflufl des Reproduktionsmodus zu analysieren.

Ausgehend von bekannten Vorgehensweisen zur Bestimmung von asexueller Repro-
duktion in Kollektiven wird zunéchst die Abstammung aus asexueller Reproduktion
konzeptionell iiber die genetische Identitat der Individuen definiert. Auf dieser Grund-
lage werden Verfahren zur Ermittlung von Anteilen asexuell reproduzierter Individuen
und Genotypen sowie asexueller Reproduktion in Kollektiven entwickelt.

Von einem Maf}, das den Grad der asexuellen Reproduktion einer Population mift,
wird erwartet, dal es im Fall vollstandiger asexueller Reproduktion 1 und bei aus-
schlieflich sexueller Reproduktion 0 wird. G/N gibt die Anzahl unterscheidbarer Geno-
typen in der Population an und wird allgemein zur Beschreibung klonaler Strukturen
verwendet. Wenn die Population auf einen Genotyp fixiert ist (G = 1), nimmt G/N
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den Wert % und nicht, wie systematisch hergeleitet, 1 an. Da anderseits G/N niemals 0
werden kann, ist dieser Quotient kaum geeignet asexueller Reproduktion zu beschreiben.

Um Vorstellungen iiber Klonstrukturen in Populationen zu gewinnen, werden die
absolute Anzahl aus asexueller Reproduktion stammender Individuen Ng bzw. Geno-
typen G¢ eingefiihrt. Jeder der beiden Werte kann jedoch nicht die Haufigkeitsverteilung
des jeweils anderen beriicksichtigen, so dafl auch diese nur bedingt geeignet sind, klonale
Strukturen in Populationen darzustellen. Daher wird 1 — 7, das Komplement der Dif-
ferenzierung, als mogliche Alternative zur Bestimmung von asexueller Reproduktion in
Populationen diskutiert.

Von den Vogelkirschen des Mischbestands (Kapitel 3.3.2) stammen 87% aller Indi-
viduen und 61% aller Genotypen aus asexueller Reproduktion. Dennoch weist die Popu-
lation auf der Ebene der Multilocus-Genotypen nur einen geringen Grad der asexuellen
Reproduktion (1 — §7=0.067) auf.

Samenplantagen sind Klonsammlungen, die aus verschiedenen Ausgangsvorkommen
zusammengetragen wurden. Nach dem Verbringen als Pfropflinge in die Samenplantage
sind sie faktisch alle verklont. Bestimmt man die Individuen, die sich bereits in den
Ausgangsbestianden asexuell reproduziert haben, so betragt dieser Anteil zwischen 56
und 66%. Unter den Multilocus-Genotypen der Samenplantagen befinden sich 28 bis
39%, die ausschlieBlich Abstammung aus asexueller Reproduktion reprasentieren. Der
Anteil unterscheidbarer Genotypen G/N betriagt zwischen 51 und 64%. Der Grad der
asexuellen Reproduktion in den Kollektiven ist jedoch sehr gering, gemessen mit 1 — o
fiir Multilocus-Genotypen. Die Werte schwanken zwischen 0.020 und 0.032.

Abschlieend kann daher festgehalten werden, dafl die Vogelkirsche trotz enormer
vegetativer Potenz einen hohen Differenzierungsgrad in den untersuchten Populationen

aufweist.
Genfluflsystem

Genflufl wird als Mechanismus zur Erhaltung genetischer Variation identifiziert
(Kapitel 2.2.7). Direkter Vaterschaftsausschluff und Maximum-Likelihood-Schétzverfah-
ren sind Methoden zur Messung bzw. Schétzung von durch Pollen vermitteltem Gen-
flul. Die fiir eine korrekte Ermittlung des Genflusses komplette Zygotenpopulation eines
Kollektivs ist in der praktischen Untersuchungen nicht abgrenzbar. Daher greifen die klas-
sischen Verfahren vereinfachend auf einzelbaumweise geerntetes Saatgut von Populatio-
nen als Abbild einer frithen Zygotenpopulation zuriick und vernachlassigen insbesondere
mogliche Pollenexporte des Kollektivs. In der vorliegenden Untersuchung wurde der durch
Pollen vermittelte Genfluf3 ebenfalls an Einzelbaumsaatgut mittels Vaterschaftsausschlufl
festgestellt. Der so ermittelte Genflufl stellt somit die untere Grenze des tatsachlichen
dar.

An jeweils 160 Nachkommen zweier Individuen, die eine isolierte Griinderpopulation
reprasentieren, wurde der durch Pollen vermittelte Genflufl mit Hilfe von Enzymgenmar-
kern analysiert. Die beiden Individuen sind an sechs Enzymgenloci polymorph, wahrend
deren Nachkommen an acht Genloci Variation aufweisen. Die beiden zusatzlich polymor-
phen Genloci konnen daher direkt fiir die Ermittlung des Genflusses verwendet werden.
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Aufgrund von Selbstinkompatibilitiat des einen Samenelters und Besitz von Genloci in
homozygotem Zustand des anderen konnte zusétzlicher Genflufl entdeckt werden. Die
untere Grenze der importierten Pollen betrdgt fiir den einen Samenelter mindestens 36%
und fiir den anderen mindestens 52%. Etwa 44% der effektiven Pollen stammen aus
Importen, was fiir die isolierte Lage der Population ein betrachtlicher Anteil ist.

Um die Eignung der Samenmorphologie fiir die Identifizierung von Genflufl durch
Samen zu ergriinden, wurden Samengrofle und -gewicht an Saatgutstichproben von 35
einzelnen Vogelkirschen aus vier Vorkommen und an Saatgutmischproben von 16 Vo-
gelkirschenvorkommen festgestellt.

Die Einzelbaumabsaaten von zwei Vorkommen weisen relativ geringe Unterschiede
hinsichtlich der erhobenen Merkmale auf, wiahrend die der beiden anderen deutlichere
Schwankungen der Einzelwerte verzeichnen. Selbst bei Individuen, die gesichert aus
vegetativer Reproduktion stammen, ist die Streuung der Werte grofler als in den beiden
erstgenannten Vorkommen. In Vorkommen, in denen die Zusammensetzung der Samenel-
tern hinsichtlich der Samengrofle inhomogen ist, sind Riickschliisse auf den Samenelter
denkbar. Die Streuung der Samengewichte und -grofie in 16 Vogelkirschenvorkommen
variiert wesentlich deutlicher als bei den Einzelbdumen. Die zweifelsfreie Identifikation
einer Saatgutpartie allein anhand des Gewichts oder der Grofle diirfte daher nicht immer
moglich sein.

Eine tragende Saule des reproduktiven Artzusammenhalts ist der Genflufl. Dabei
erginzen sich Inkompatibilitdts- und Genflulsystem in ihrer Wirkung, solange eine Aus-
tausch genetischer Information zwischen Populationen stattfindet. Besonders bedeutsam
ist Genfluf} in individuenarmen, teilweise isolierten Griinderpopulationen, da diese erst
nach der Realisation der Mindestanzahl von drei verschiedenen S-Allelen und drei S-
Genotypen ihren reproduktiven Zusammenhalt manifestiert haben.

Zusammenbruch des Inkompatibilitatssystems durch Selbstfertilitat

In der Obstziichtung gewinnen Stiflkirschensorten an Bedeutung, die selbstfertil sind.
Fiir die Vogelkirsche bedeutet die Selbstfertilitdt den beginnenden Zusammenbruch des
Inkompatibilitatssystems, wenn Pollen der Kultursorten in nennenswertem Umfang in die
Wildpopulationen gelangt. In der untersuchten, weitgehend isolierten Griinderpopulation

an einem Bahndamm konnten selbstfertile Kirschen nachgewiesen werden.
Schluf3folgerungen

Auf der Basis der vorliegenden Ergebnisse werden folgende Schluffolgerungen fiir
eine nachhaltige Bewirtschaftung der Vogelkirsche (Kapitel 5) abgeleitet:

— Die Funktionsfahigkeit der Mechanismen des genetischen System sollte erhalten wer-
den. Dies gilt insbesondere fiir das Inkompatibilitdtssystem, das durch selbstfertile
Kulturkirschen gefahrdet ist.

— Effektive Populationsgrofien bei der Vogelkirsche sollten erhalten werden, um eine lokale
Extinktion und den somit unterbundenen Genflufl zwischen Populationen zu verhindern.

— Die asexuelle Reproduktion der Individuen einer Population darf bei der Auswahl
geeigneter Saatguterntebestande nicht unterschatzt werden.
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7. Summary

Asexual and sexual reproduction
in populations of wild cherry (Prunus avium L.)

Because of the competition regime in mixed forests, recedent tree species (i. e. not
dominant and usually with a patchy or scattered distribution) are permanent in danger
of local extinction. The central question of this study reads as follows: How could the
characteristics of the mechanisms of the genetic system guarantee the reproductive coher-
ence of a recedent tree species? To answer this question, the mode of reproduction, the
mating system and the gene flow system of wild cherry (Prunus avium L.) were studied.

By way of introduction, the stabilizing contribution of recedent tree species to forest
ecosystems is pointed out. In Central Europe, most of these species belong to rosaceous
family. Wild cherry was chosen as a recedent model tree specie because of its faculty of

asexual reproduction and its specific incompatibility system.

The gametophytic incompatibility system as a part of the mating system was first
analyzed on a system-theoretical basis. The distribution of S genotypes in a totally differ-
entiated model population is shown. Pollination experiments and investigations of gene
markers for the S gene locus were compared as whether they are suitable methods or they
provide serious results, for the observation of the incompatibility system in wild cherry
populations. In natural populations of wild cherry, the mating references are difficult to
describe. Therefore the mating relations of neighbouring trees in a seed orchard of wild
cherry were demonstrated. Although one fourth of all clones in this collection belongs
to the same incompatibility genotype, in total less than 10 percent of all neighbouring
mates are incompatible. In the remaining 90% mating relation among neighbouring trees,
about one half is semi-compatibel and the other half is fully compatibel.

The inheritance and linkage of 10 enzyme gene loci was studied. It was found that
PGM-B is linked to PGI-B (¢=0,837) in one double-heterozygot individual and to GOT-C
(¢=0,735) in another. For most of the other pairs of gene loci, no or only slight linkage
was present. Although there exist only a few numbers of genotypes in four seed orchards
and in a natural population, their genotypic multilocus differentiation, measured by Jr,
shows that all populations are almost totally differentiated (0,933 < d7 <0,980).

The genetic concept of asexual reproduction of individuals is based on their genetic
identity at all gene loci. The inversion of this implies that an individual was sexually
reproduced if its genetic identity is totally different from all others. Transferring this
concept to observable multilocus genotypes, each unique type which occurs in a popu-
lation will be defined as sexually reproduced. Consequently, the rest of types with an
absolute frequency > 2 must be asexually reproduced. A seed orchard is collection of
clones, which originate from different stands. Based on multilocus genotypes represent-
ing 10 polymorphic gene loci, the wild cherry clones of four seed orchards were tested
whether they were already asexually reproduced in the stands from which they origi-
nated or not. The amount of asexual reproduction in the stands ranges between 56 and
66 percent of all individuals. Relative to the number of existing genotypes in the clone
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collections, 28 to 39 percent seem to be asexually reproduced. In a natural population,
87 percent of all individuals or 61 percent of all genotypes were vegetative descendants.
Both measures are partially unsuitable to represent the population amount of asexual
reproduction, because the one is based only on the absolute population size N ignoring
the number of different genotypes, and the other reveals the number of genotypes GG but
ignores their frequency distribution within the population. G/N, a widely used measure
to explain clonal structures in populations, is aloso unsuitable for this purpose because,
if a population is totally differentiated (G = N), the amount is 1 and, if the population
is fixed (G = 1), the amount is 5. Thus G/N could never reach 0. A measure which
represents the amount of asexual reproduction should equal 0 if no individual is asexu-
ally reproduced and equal 1 if all are vegetative descendants. In this context the measure
1—47 was introduced as a possible measure. 1— 47 interprets the above-mentioned results
of differentiation in a contrary way as the fixed part of a population. As seen above, all
studied populations are almost totally differentiated, so that at most 2 to 7 percent of all
types belong to clonal reproduction. The spatial distribution of the identical multilocus
genotypes shows that in most cases the distance between two individuals of the same type

is less than 50 metres. Only in a few cases did the distance span more than 100 metres.

Pollen gene flow is directly measured by identifying imported pollen carrying new
genetic variants (alleles). In an isolated founder population containing two genetically
different individuals, the individual outcrossing rate at its minimum amounts to between
36 and 52 percent of all effective pollen. The minimum rate of pollen gene flow into this
population is 44 percent, which is definitely high for an isolated population.

All individuals that flower at the same time could potentially mate. Therefore obser-
vations during the flowering in a mixed stand containing wild cherry is of outmost interest
for the mating system. If the phenology of an individual also is completely independent
of environmental effects, it could be used as an excellent genetic marker for the identi-
fication of clonal structures. On the one hand, differences in the flowering behaviour of
two genetically identical individuals could be interpreted as a indicator that the involved
gene markers are unable to describe the existing genetic diversity. On the other hand the
flowering of an individual represents its vitality via fecundity, so that existing differences

within a clonal group are a response to a kind of resource management.

In some cases, differences in seed weight and size of cherry-stones both between trees
and between populations are very obvious and motivated a detailed measurement of the
seed size. If the differences in seed size between seed trees are significant, it could be used
as a maternal marker. Thus, if the corresponding seed tree of a dispersed seed could be
identified without doubt, the seed characteristic could be used to measure effective gene
flow via seeds. But this is only realizable in populations with highly differentiated seed
sizes.

The incompatibility system in wild cherry is endangered by activities in fruit tree
breeding to increase self-fertility in sweet cherry. Since sweet cherry is the cultured variety
of wild cherry, they are fully compatible. This may lead to a long-term breakdown of the
incompatibility system in wild cherry.
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The main conclusions which can be drawn for recedent tree species are the impor-
tance of preserving the mechanisms of the genetic system, especially protection of the
incompatibility system from self-fertility alleles of the cultivated variety, and of conserv-
ing effective population sizes and differentiation within and between populations. Clone
collections for the establishment of seed orchards should note that a considerable number
of wild cherries in mixed stands are asexually reproduced.
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Anhang
Labormethodik

Fiir alle Laboruntersuchungen wurde grundséatzlich ionengetauschtes und destilliertes
Wasser (H20) verwendet.

1. Starkegelelektrophorese

Es wurde das Verfahren der horizontalen Starkegelelektrophorese angewendet, das

sich in drei Hauptarbeitsschritte Aufbereitung der Proben, Durchfiihrung der Elek-
trophorese und Visualisierung der Isoenzyme durch histochemische Nachweise gliedern
1aft.
(1) Probenaufbereitung. Als Untersuchungsmaterial lagen ruhende und angetriebene
Knospen, frisch ausgetriebene Blatter und ruhende Samen vor. Die Unterschiedlichkeit
der Gewebe hinsichtlich ihrer Inhaltsstoffe, wie Fette, Polysaccharide oder Phenole,
machen im Regelfall unterschiedliche Extraktions- bzw. Homogenisierungspuffer erforder-
lich. Dieses Vorgehen wiirde jedoch bei einem direkten Vergleich zu methodischen Inkom-
patibilitaten fithren, da der Homogenisierungspuffer die Wanderungsgeschwindigkeit der
extrahierten Isoenzyme mitbestimmt. Um eine Vergleichbarkeit der Isoenzyme un-
terschiedlicher Gewebearten herzustellen, wurde ein fiir alle Gewebe einheitlicher Ho-
mogenisierungspuffer mit folgender Zusammensetzung benutzt. Einer Grundlosung, die
aus 800 mg Trishydroxymethylaminomethan (TRIS) auf 100 ml HyO besteht und mit
1 n HCI auf pH 7.5 titriert wird, wird auf 100 ml 3 g losliches Polyvinylpyrrolidon
(PVP), 5 g Saccharose, 50 mg Athylen-diamin-tetra-essigsiure (EDTA), 100 mg 1,4-
Di-thio-erythritol (DTE) und 50 mg 1,4-Di-thio-threitol (DTT) zugesetzt. Wegen der
Instabilitéat einiger Ingredenzien empfiehlt es sich den Puffer nicht langer als 14 Tage zu
benutzen und bedarfsorientiert entsprechende Mengen der Puffers anzusetzen. Pro Probe
werden etwa 80 pl Homogenisierungspuffer benotigt. Der Extrakt wird in 4 x 6 mm
groflen Filterpapieren aufgenommen, was die Untersuchungen von bis zu 35 Proben pro
Gel zulafit.

Knospen- und Blattmaterial wurde entweder mit fliissigem Stickstoff schockgefroren
und bis zur Verwendung bei -60 °C aufbewahrt oder unmittelbar nach der Ernte un-
tersucht. Bei den Knospen werden zunéachst die Knospenschuppen entfernt und dann
der Vegetationkegel, der bereits Blattvorstufen enthélt, herausprapariert. Je nach Grofle
und Entwicklungszustand der Knospe werden 2 bis 8 Vegetationskegel oder bei frischen
Blattern ein bis zu daumennagelgrofles Stiick fiir die Elektrophorese benétigt.

Soweit die Samen nicht als vollstandig aufbereitete Samenprobe bezogen werden
konnten, wurden von den Kirschen nach der Ernte das Fruchtfleisch entfernt und die
Samen anschlieSend lufttrocknet. Alle getrockneten Samen wurden bei 4 °C bis zur Un-
tersuchung eingelagert. Durch Aufbrechen der Samenschale mit Hilfe einer Gartenschere
erhalt man den Embryo einschliefSlich Speichergewebe. Etwa ein Viertel des vorhandenen
Gewebes ist fiir die Extraktion der Isoenzyme ausreichend.

(2) Angewandte Trennsysteme. Im wesentlichen lassen sich die Trennsysteme durch
die Eigenschaften der Gel- und Elektrodenpuffer unterscheiden. Bei der Verwendung
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von mit HyO dilutierten Elektrodenpuffern als Gelpuffer spricht man von kontinuier-
lichen Trennsystemen, wahrend die Verwendung hinsichtlich ihrer Jonenzusammensetzung
eigenstandiger Gel- und Elektrodenpuffer diskontinuierliche Systeme kennzeichnet.

Ein Stérkegel besteht aus fliissigen (Gelpuffer) und festen Komponenten (Stérke,
Saccharose). Die im Folgenden mitgeteilten Konzentrations- und Mengenangaben gel-
ten fiir ein etwa 6 mm dickes Stérkegel mit den Auflenmaflen 263 x 115 mm. Da elek-
trische Widerstand des Gels im wesentlichen von dessen Dicke abhéngt, sind die folgenden
Angaben zu angelegter Stromstérke und Dauer des Trennvorgangs nur fiir die hier ver-
wendeten Starkegele giiltig. Fiir andere Gelzusammensetzungen und -mengen miifiten die
entsprechenden Werte empirisch ermittelt werden.

Folgende kontinuierliche Trennsysteme wurden verwendet (Enzyme in Klammern):
TRIS-Citrat pH 7.0 (MDH, ACO, PGI)

163,5 g TRIS und 90,4 g Zitronensaure, in 10 1 H,O gelost, ergeben den Elektroden-
puffer mit einem pH-Wert von 7.0. Ein Gel mit der Konzentration 12% setzt sich aus 225
ml Gelpuffer, der aus 45 ml Elektrodenpuffer und 180 ml HyO gemischt wird, 27 g Starke
und 5,4 g Saccharose zusammen. Die Trenndauer betrigt bei 180 mA 6 Stunden.
TRIS-Maleat pH 7.5 (SKDH, 6PGDH, IDH, PGM)

Die Losung aus 120 g TRIS und 50 g Maleinséure erzeugt den Elektrodenpuffer mit
einem pH-Wert von 7.5. Fiir den Gelpuffer wird eine konzentrierte Losung aus TRIS
(8,8 g/1), Maleinsaure (0,5 g/1), Histidin-HCI (10,5 g/1) und EDTA (0,4 g/1) mit H,O im
Verhaltnis 1 : 1,3 verdinnt. Ein 12-%iges Gel setzt sich, wie bei TRIS-Citrat pH 7.0, aus
225 ml Gelpuffer, 27 g Starke und 5,4 g Saccharose zusammen. Die Trenndauer betragt
bei 180 mA ebenfalls 6 Stunden.

Das folgende diskontinuierliche Trennsystem wurde benutzt (Enzyme in Klammern):
ASHTON pH 8.5 (AP, GOT, PPO)

Der Elektrodenpuffer setzt sich aus 118 g Borsdure und 12 g Lithiumhydroxid, die in

10 1 HoO gelost werden, zusammen. 6,2 g/1 TRIS und 1,1 g/l Zitronenséure ergeben den
Gelpuffer, der durch Zugabe von 1,5% Elektrodenpuffer gebrauchsfertig wird. Ein Gel mit
der Konzentration 12% besteht aus 225 ml Puffer (221,6 ml Gel- und 3,4 ml Elektroden-
puffer), 27 g Starke und 5,9 g Saccharose. Die Trenndauer betrigt bei 80 mA, wie bereits
fiir die beiden anderen Trennsysteme beschrieben, 6 Stunden, wobei die Stromstéarke sy-
stembedingt bis zum Ende der Trennzeit um mindestens die Halfte abfallt.
(3) Histochemische Nachweise der Isoenzyme. Nach der Trennung werden die einzelnen
Gele in ca. 1,5 mm dicke Scheiben geschnitten und mittels allgemeiner Standardrezepturen
fiir den enzymspezifischen, histochemischen Nachweis angeférbt, wie sie bei CHELIAK &
PITEL 1984 fiir die hier verwendeten Enzymsysteme mit Ausnahme von PPO angegeben
sind. Fiir PPO existieren mehrere unterschiedliche Farbevorschriften (BERGMANN
pers. Mitteilung). In der vorliegenden Untersuchung wurden fiir die Anférbung der
Gelscheibe nach VAN LOON (1971) durchgefithrt. 200 mg 3,4-Dihydroxyphenylalanin
(DOPA) werden in 40 ml TRIS-HCI-Puffer pH 7.5 gelost. Die Gelscheibe wird in der
Farblosung bei Raumtemperatur abgedunkelt fiir ca. eine Stunde mechanisch geschiittelt,
bevor die Zymogramme sichtbar werden.
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2. Isoelektrische Fokussierung

Fiir die RNase-Untersuchungen wurde ein spezielles Verfahren der Elektrophorese,
die vertikale isoelektrische Fokussierung (IEF), angewendet. Die wesentlichen Arbeits-
prozesse sind bei BOSKOVIC und TOBUTT (1996) beschrieben, die im Folgenden kurz
wiedergegeben werden.

(1) Probenaufbereitung.  Griffel von Kirschenbliiten mit den anhidngenden Frucht-
knoten stellen das Untersuchungsmaterial dar. Der fiir die Extraktion verwendete Ho-
mogenisierungspuffer besteht aus einer Mischung von 30 ml Di-methyl-sulfoxid (DMSO)
und 70 ml Hy O, der 10 g Saccharose, 100 mg Natrium-meta-bisulfit, 200 xl Pharmalyte pH
3 - 10 und 500 pl Triton X-100 zugesetzt werden. Fiir jeden Griffel werden 100 ul Extrak-
tionspuffer benotigt. Prinzipiell ist es moglich sowohl Frisch- als auch Tiefkiihlmaterial zu
extrahieren. Die Zwischenlagerung der Griffel in der Tiefkiihlung dient jedoch lediglich
dem Brechen von Arbeitsspitzen, da die Materialgewinnung im Frithjahr nur in einem,
auf das Jahr gesehen, relativ kurzen Zeitraum moglich ist. Nach dem Morsern wird das
Homogenat in EPPENDORF-Cups dekantiert und fiir eine Stunde mit 14.500 U/min bei
4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird abgezogen und bei -60 °C bis zur Untersuchung
gelagert.

(2) Durchfiihrung der Elektrophorese. Die Trennung der Extrakte erfolgte in 0,75 mm
dicken Polyacrylamidgelen, deren Auflenmafle 160 x 180 mm betragen. Ein Polycaryl-
amidgel setzt sich aus 25 ml HyO, 3,7g Saccharose, 6,5 ml einer 7,5%igen Acrylamidlosung
mit 10%igem Saccharose-Anteil, 1,4 ml Pharmalyte pH 3 - 10 fiir IEF, 130 ul einer
10%igen Ammoniumpersulfatlosung und 50 ul Tetra-methyl-athylen-diamin (TEMED)
zusammen. Die Kathodenlosung besteht aus einer 0,1 M Natronlauge (4 g/1) und der
Anodenpuffer aus 0,04 M DL-Glutaminsaure (5,42 g/1).

Bevor 10 - 20 pl Extrakt pro Probenplatz eingefiillt werden kann, muf3 das Gel fiir 30

min mit 100 V in der IEF-Apparatur vorfokussiert werden. Nach dem Einfiillen samtlicher
Proben in die taschenformige Aussparungen auf der anodalen Seite des Gels wird die IEF
mit 150 V fiir 1 Stunde begonnen, dann fiir 2 Stunden mit 300 V fortgesetzt, um nach
weiteren 3 Stunden auf 450 V beendet zu werden.
(3) Histochemischer Nachweis der S-RNasen. Die Anfarbung der Gele folgt den
Vorschriften von WILSON (1971), der nach einer 10-miniitigen Vorpufferung bei pH 5.8
eine Inkubationszeit der RNA-Losung fiir 20 - 30 min vorsieht. Nach einem Waschvor-
gang mit dem Vorpuffer fiir 6 - 10 min wird das Gel in 7%iger Essigsdure fiir nicht mehr
als eine Minute fixiert und anschlieffend fiir ebenfalls eine Minute in Toluidinblau-Lésung
belassen. Nach dem Abgielen der Farblosung wird das Gel in viel Leitungsasser gelagert
und nach weiteren 30 min sollten die Zymogramme, die hier als Entfarbung eines blauen
Hintergrundes zu erkennen sind, erscheinen.

Der Vor- und Waschpuffer besteht aus 0,1 M Natriumacetat- und 0,1 M Kaliumchlo-
rid-Losung, die mit Essigsaure auf pH 5.8 titriert wird. 100 ml des Vorpuffers und 100 mg
RNA ergeben die RNA-Losung. Fiir die Toluidinblau-Losung werden 200 mg Toluidinblau
O in 100 ml H2O unter Zugabe von 1 ml Eisessig gelost.
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