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1. Einleitung

1.1. Motivation

1.1.1. Zur Bedeutung der Feststellung von Familienstrukturen in
Buchenbestanden

Der Genflul3 durch Pollen- bzw. Samenverbreitung innerhalb eines geschlossenen
Buchenbestandes beschrénkt sich auf eine Distanz von etwa 50m, wie sich am Beispiel
eines isolierten Buchenaltbestandes feststellen lief3 (R. MULLER-STARCK, 1996). Auf der
Basis der vergleichsweise beschrénkten Pollen- und besonders Samenverbreitung ist
anzunehmen, dal3 aus Naturverjingung enstandene Buchenbesténde eine ausgepragte
Familienstruktur aufweisen sollten. Der Nachweis von Familienstrukturen ware fur die
Beurteilung von Auswahlkriterien fir die Saatguternte und die Ausweisung von
Genressourcen von entscheidender Bedeutung. Desweiteren sind  angesichts
nachgewiesener Familienstrukturen in bewirtschafteten Bestanden der Einflu® der
Durchforstung auf das Paarungssystem und die raumliche genetische Struktur
einzuschétzen. Insofern sollten réumliche genetische Strukturen in der forstlichen Praxis

berticksichtigt werden.

1.1.2. Genetische Kontrolle morphologischer Eigenschaften

In natdrlich verjingten Bestdnden der Buche kommen Béume mit bestimmten und
forstlich wichtigen morphologischen Eigenschaften wie Zwieselbildung und Drehwuchs
oft geklumpt vor. Esist nicht moglich, einen direkten Zusammenhang zwischen Phanotyp
und genotypischer Information herzustellen, solange die phanotypische Auspragung stark
von Umweltfaktoren modifiziert werden kann. Eine phanotypische Ahnlichkeit zwischen
Gruppen von Baumen mit den gleichen morphologischen Eigenschaften, die vielleicht
Mitglieder der gleichen Familien sind, wére jedoch immerhin ein Hinweis darauf, dal3 die
Auspragung dieser morphologischen Eigenschaften auch unter den Bedingungen von
Bestdnden im Gelande genetischer Kontrolle unterliegt. Sowohl das Wissen um die

Familienstrukturen in Buchenbestdnden an sich, als auch das Uber eine eventudlle



genetische Kontrolle von Merkmaen wie Zwieselbildung und Drehwuchs sind von
groer Bedeutung fir die Praxis der Saatguternte und fir die Auswahl von

Genressourcen.

1.2. Problemstellung und Zielsetzungen

Da die Kombination des réumlichen Verteilungsmusters genetischer Information
innerhalb einer Buchenpopulation mit der Information tber das Paarungssystem Schllisse
auf Abstammung zuldd, kann die Kenntnis rdumlicher genetischer Strukturen zur

Schétzung von Familienstrukturen in Bestéanden fihren.

Die Abstammungsrekonstruktion bis zur Ebene der Familie ist nur bei Anwendung
variabler genetischer Marker mdglich. Fur Fragen der Abstammungsrekonstruktion
durften molekulare Marker im Vergleich zu Isoenzym-Markern besser geeignet sein.
Daher wéren sie als Marker sehr wertvoll, um zu zeigen, dal3 Tréger gleicher Varianten
der cpDNA tatséchlich zu einer Familie, in diesem Fall zur Nachkommenschaft ein und
desselben Samenelter, gehdren kénnten. Eine Vorgruppierung kann also nur mit den in
weiblicher Linie vererbten cpDNA-Markern erkennbar werden. Weiterhin kann mit den
kernkodierten 1soenzymgenmarkern oder Mikrosatelliten in der Kern-DNA nachgepruft
werden, ob die vermutlichen Geschwister an jedem Genlocus mindestens ein Allel

gemeinsam haben.

Hohe genetische Variation in Verbindung mit Selektionsneutralitét aler Varianten &3t
erwarten, dal3 die Identitét genetischer Typen durch deren gemeinsame Abstammung und
nicht durch selektive Kréfte bedingt ist (HALE und SINGH, 1991; FINKELDEY, 1993). Die
Vorgruppierung kann besonders gut mit hochvariablen cpDNA-Markern durchgefiihrt
werden. Solche hochvariablen Marker koénnen die  Amplifizierungsprodukte
nichtkodierender Sequenzen und von Mikrosatelliten des Chloroplastengenoms sein. Die
nichtkodierenden Sequenzen, die zwischen proteinkodierenden Abschnitten eines
Strukturgens vorkommen, werden als Introns bezeichnet; sie kénnen die Lange eines
Gens erheblich beeinflussen, ohne dal3 damit eine Zunahme an Kodierungskapazitat
einhergeht. Auf Grund der hochkonservierten cpDNA-Molekile sind universelle PCR-



Primer entwickelt worden, welche die cpDNA der meisten Kulturpflanzen amplifizieren.
Dieser Satz von cpDNA-Primern wurde fir die Untersuchung von Quercus robur
verwendet (DEMESURE et a., 1995). Die Vewendung einer Kombination von
Isoenzymgenmarkern und molekularen Markern ist eine vielversprechende Methode, um

Familienstrukturen zu erkennen und weitere popul ationsgeneti sche Aussagen zu treffen.

Die Gruppierung nach der Abstammung in weiblicher Linie 183 sich fur die aus
Naturverjingung stammenden Buchen eines Bestandes durch die Untersuchung von
Polymorphismen nicht nur der Chloroplasten-DNA, sondern auch der Mitochondrien-
DNA vornehmen, da beide Organellen maternal vererbt werden. Die Evolution der
cpDNA war bel der Familie der Fagaceae, zu der auch die Buche gehdrt, sehr langsam
(BIrcY, 1978; PETIT et a., 1993; MITTON, 1994; DEMESURE €t al., 1996). Im Vergleich
hierzu zeigt die mtDNA eine grofere Rate von Nukleotid-Substitutionen, d.h. die

Verwendung von mtDNA-Markern sollte zu einer feineren Strukturierung fuhren.



2. Stand der Forschung

2.1. Raumliche genetische Strukturen in Buchenpopulationen

In Inventuren von Enzymgenloci in Buchenpopulationen Deutschlands wurde mittels
geostatistischer Methoden genetische Differenzierung zwischen  Populationen
nachgewiesen (DEGEN und ScHoLz, 1998). Die beobachteten raumlichen Muster zeigten
signifikante Abweichungen von der zufallsméalligen rdumlichen Verteilung genetischer
Varianten. Die genetischen Absténde zwischen Populationen sind fir Entfernungen unter
200 km signifikant kleiner und fir Entfernungen von 200 und 400 km signifikant grof3er
als die unter zuféligen Bedigungen zu erwartenden. Andererseits zeigte die Untersuchung
von 14 Buchenpopulationen in Italien keine deutliche raumliche Strukturierung der
genetischen Variation innerhalb einer Population (LEONARDI and MENOZzzI, 1996). Die
gleiche Untersuchung weist genetische Ahnlichkeit in einer Entfernung von weniger als
30m auf. Ahnliche Ergebnisse wurden von genetischen Untersuchungen zweier

Populationen in Frankreich von MERZEAU et. a (1994) berichtet.

Grundsétzlich kann der Einfluss verschiedener evolutiondrer Faktoren in
Buchenbestanden einschlie¥lich der Isolation sowie der beschrénkten Pollen- und
Samenverbreitung im Verbund mit Selektion auf Mikrohabitatebene besondere raumliche
genetische Strukturen hervorrufen (BACILIERI et al., 1994; LEONARDI und MENOZzzI,
1996).

2.1.1. Pollen- und Samenverbreitung in und zwischen
Buchenbestanden

Die Buche ist eine anemophile, allogame Baumart mit einem relativ geringen Antell von
Selbstbefruchtung, der aber trotzdem ein Defizit von Heterozygoten verursachen kann
(Cowmps et al., 1991). Nach der Untersuchung von NIELSEN und SCHAFFALITSKY DE
MUCKADELL (1954) zeigte der Samenansatz nach kinstlich erzwungener
Selbstbefruchtung von 23 Baumen einen Mittelwert von 13%. Unter natrlichen

Bedingungen, d.h. freier Abblite, kann der Selbstbefruchtunganteil wegen der

6



Konkurrenz zwischen dem vom betreffenden Baum selbst produzierten Pollen und dem
anderer Baume noch geringer sein. Diese Vermutung wurde durch die Ergebnisse von
MERZEAU (1991) gestitzt, die auf ene unter natdrlichen Bedingungen hohe
Fremdbefruchtungsrate hinwiesen. Die Ergebnisse der gleichen Arbeit sprechen auch fur
einen Transport des effektiven Pollens Uber grofe Entfernungen trotz der starken
Verdinnung wahrend des Transports. Auf der anderen Seite ist der Genfluf durch Pollen
innerhalb eines Buchenbestandes beschrankt infolge der physischen Strukturen der
Bestande, die Ublicherweise durch hohe Dichte gekennzeichnet sind. Deshab ist mit
hoher Wahrscheinlichkeit bevorzugte Paarung zwischen benachbarten Baumen
anzunehmen (CUGUEN et a., 1988). Dadurch ist sehr wahrscheinlich, dal3 das nicht
zufallsméfdige Paarungssystem ein wesentlicher Faktor fur die Entstehung genetischer
Strukturen in Buchenbestdnden ist. MULLER-STARCK (1996) berichtete von grofderen
Transportweiten des Pollens zwischen Bestanden (>500m) und geringen Transportweiten
innerhalb des Bestandes (<50m). Als Grund fir diese unterschiedlichen Transportweiten
wurde die Dichte der Buchenbestande angenommen, die sich wéhrend des gleichzeitig
mit dem vollsténdigen Laubaustrieb vor sich gehenden Pollenschittens besonders stark
auswirkt und den Flug der Pollen bremst bzw. Pollen ausfiltert. Ferner ist darauf
hinzuweisen, dal3 beim Transport von Pollen zwischen Buchenbesténden Uber Bestdnde
anderer Baumarten hinweg insofern keine Verdinnung eintritt, als diese anderen
Bestande ihrerseits keinen Buchenpollen entlassen. Der kleinrdumige Samentransport
(<50m) wurde Nagetieren (z.B. Eichhdrnchen) und Vogeln zugeschrieben. Weiterhin
zeigte in der gleichen Arbeit die Multilocus-Betrachtung nach dem Prinzip der
Abstammungsfalsifikation enen maximalen Antel von 26% bis 6,6%
Selbstbefruchtung.

2.1.2. Ruckwanderung der Buche wahrend des Quartars nach
Mitteleuropa

Die grofrdumige Verteilung der genetischen Information und die Interpretation der
genetischen Strukturen sind von der Geschichte der Rickwanderung der Buche nach
Mitteleuropa geprégt. Die Rilckwanderung der vegetationsbestimmenden Baumarten

erfolgte in der Spé- und Nacheiszeit nicht gleichzeitig, sondern ihrer unterschiedlichen

7



Okologie entsprechend nacheinander. Die Nacheiszeit beginnt um 8250 v.u.Z. mit einer
Klimaverbesserung und erreicht in der Wérmezeit zwischen etwa 5000 and 3000 v.u.Z.
ein Optimum, in welchen die Temperaturen etwas héher waren a's heute (STRASBURGER,
1991). Die Wéarmeperiode wurde in drel weitere Perioden unterteilt, denen jewells eine
bestimmte Vegetationsentwicklung und Waldmischung entspricht. Die Vorwérmezeit
entspricht einer Ausbreitung von Birken und Kiefern. Die frihe Wéarmezeit ist durch eine
Massenausbreitung der Hasel charakterisiert, die zuerst zu Hasel-Kiefern-Wéldern fuhrt
und spéater mit der Abnahme der Birken und Kiefern und der gleichzeitig verstérkten
Einwanderung von Ulmen und Eichen zu Hasd-Eichenmischwéldern fuhrt. In der
mittleren Warmezeit wurde nach der verstérkten Verbreitung der Linde, Ahorn und Esche
die Periode der Eichenmischwdder erreicht. In der spaen Warmezeit treten nach
Abnahme der Temperaturen und Zunahme der Niederschldge die Rotbuche, Hainbuche
und Tanne auf und verdrangen die Eiche und die Hasel. Die Nachwérmezeit, die auch as
Buchenzeit bezeichnet wird, fuhrte zu einer Herrschaft der Rotbuche in den tieferen
Lagen, wobei die Hainbuche im Osten dominiert (STRASBURGER, 1991). Wéhrend der
Nacheiszeit ist die Buche aus bestimmten Refugien auf der Balkaninsel und in Stdost-
Europa nach Mitteleuropa eingewandert (Comps et al., 1991). Sie hat ihre heutige
Verbreitung zu unterschiedlichen Zeitpunkten erreicht. In den slideuropéischen Landern
ist sie seit 5000 oder 4000 v.u.Z. aufgetreten, wéhrend sie in den nérdlichen
Verbreitungsgebieten erst seit 3000 oder 2500 v.u.Z. eingewandert ist. Das
unterschiedliche Alter der Populationen in verschiedenen Tellen des Verbreitungsgebiets
kann zu grof3en genetischen Unterschieden zwischen den Populationen fiihren. Auf Grund
einer grof3eren Okologischen Heterogenitdt und einer langeren Zeit seit der Ansiediung
der studlichen Buchenpopulationen zeigen diese eine grofere genetische Differenzierung
innerhalb und zwischen Populationen als die in Mitteleuropa (Comps et al., 1991). Die
Okol ogische und geographische Differenzierung stellt vielfach eine sehr wesentliche erste

Phase eines VVorgangs der Evolution von Arten dar.

Inventuren von Enzymgenloci in Populationen der ukrainischen Karpaten lassen
rdumliche genetische Strukturen erkennen. Die Allelhaufigkeiten zeigen signifikante

Unterschiede zwischen Populationen und zwischen Gruppen von Individuen in



unterschiedlichen Seehhen. Die beobachtete und erwartete Heterozygotie neigen zu e ner
Zunahme mit zunehmender Seehdhe, was as ein Vortell der Heterozygoten unter den
unglingstigen Umweltbedingungen an der oberen Grenze der Verbreitung interpretiert
wurde. Die Untersuchung (Comps et al., 1991) zeigte auch einen Unterschied zwischen
Populationen in norddstlicher und stidwestlicher Exposition. Diese Ergebnisse lassen
sowohl eine Wirkung verschiedener evolutiondrer Faktoren as auch einen Einfluss
unterschiedlichen Ursprungs und Einwanderungsweges dieser Populationen erkennen.
Die Ruckwanderung der stidwestlichen Populationen ist aus dem balkanischen Refugium
und die der nordostlichen Populationen aus dem lokalen Refugium in den Siidkarpaten
anzunehmen (VYSNY et d., 1995). Befunde aus Pollenanalysen unterstiitzen die
Hypothese zweier unterschiedlicher Rickwanderungswege, ndmlich eines westlichen und
eines Ostlichen (KUSTER, 1996), wenngleich die Datengrundlage dafiir noch schmal ist.
Der 6stliche Rickwanderungsweg kdnnte somit auch Uber den Bayerischen Wald und die
anschlieffenden Mittelgebirge in Richtung Norden gefiihrt haben (KONNERT et al., 2000).

2.2. Phanotypische Variation und genetische Kontrolliertheit

2.2.1. Zwieselbildung in Buchenbestanden

Zwiesalbildung ist ein fur Buchenbesténde charakteristisches Phéanomen, das den Antell
des Stammholzes erheblich verringert. Zur Verbesserung der Stammorphologie in
Buchenbestdnden wird in der forstlichen Praxis die Entfernung der zwieseligen
Individuen gefdrdert. Die Einflisse solcher Eingriffe auf die genetische Variation bzw.
die Anpassungskapazitét der Populationen sind noch nicht bekannt. Ergebnisse tber die
genetische Kontrolliertheit dieses phanotypischen Merkmals liegen erst sehr wenige vor.
Untersuchungen des Phanomens an Hand von Paarvergleichen zwischen Einzelbdumen
an Isoenzymgenloci lieffen bisher einen Zusammenhang zwischen der genetischen
Information und der Zwieselbildung nicht erkennen (TUROK, 1996; HUSSENDORFER et
al.,1996).

Be Samenpflanzen ist seitliche Verzweigung die Regel. Welche Achselknospen

austreiben und wie stark sich die entstehenden Seitenachsen entwickeln, unterliegt



hormoneller Kontrolle (STRASBURGER, 1991). Bei vielen Verzweigungssystemen bleiben
die Seitenachsen in ihrem Wachstum gegentiber der Hauptachse zurtick (monopodiale
Systeme). In anderen Falen wachsen die Seitentriebe schneller a's die Hauptachse und in
diessr Weise entsteht ein sympodiaes System. Unter solchen Umstanden wird die
Fortsetzung des Achsensystems von Seitenknospen bzw. ihren Trieben Ubernommen
(STRASBURGER, 1991). Ein sympodiales System kann sich weiter zu einem Monochasium
entwickeln. Entsprechend entsteht ein Dichasium bzw. Pleiochasium, wenn zwei oder
mehrere gleichrangige Seitentriebe das Wachstum der Hauptachse blockieren. Viele
Laubbdume wie die Linde, die Buche und die Edelkastanie kénnen sympodia verzweigt
sein; bel diesen Holzgewéchsen fallt die Endknospe meist ab und aus der terminal

stehenden Seitenknospe steht eine kraftig ausgebil dete Terminalknospe.

Auf enen maoglichen Einflul genetischer Faktoren auf die Variation der
Verzweigungsform bei der Buche wiesen erst die Untersuchungen von KRAHL-URBAN
(1953, 1962) hin; bei seinen Untersuchungen stellte er phanotypische Ahnlichkeiten
zwischen Mutterbdumen und der davon abstammenden Verjingung in
Nachkommenschaftsprifungen fest. Umweltfaktoren als Ursachen der unterschiedlichen

Stammorphologie sind aber trotzdem nicht auszuschlief3en.
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3. Molekulargenetische Marker

Be den meisten Organismen liegt die genetische Information in nicht nur einem
Zéellkompartiment vor. In einer typischen Pflanzenzelle sind die DNA-Molekile vor
allem im Zellkern lokalisiert, wobel auch Organellen, Chloroplasten und Mitochondrien
DNA-Molekille besitzen. Daher bietet die Untersuchung von DNA-Polymorphismen die
Maoglichkeit, an Hand der Eigenschaften und des unterschiedlichen Vererbungsmodus
verschiedener molekul arer Marker unterschiedliche evolutionére und

popul ationgenetische Fragen zu beantworten.

3.1. Organisation und Funktion der Organelle in der Zelle

3.1.1. Organisation und Funktion der Chloroplasten und des
chloroplastidaren Genoms - Evolution der cpDNA

Die Proplastiden stellen die Ausgangsform fir verschiedene Plastidentypen in den
pflanzlichen Zellen dar. Ihre Ausdifferenzierung ist abhéngig von ihrer Funktion und dem
pflanzlichen Organ, in welchem sie gebildet werden. Die Chloroplasten mit den typischen
Membranstrukturen entwickeln sich aus den Proplastiden in der Zelle erst nach
Belichtung. Sie sind im Cytoplasma lokalisiert und werden uniparental vererbt. Die
Hauptfunktionen der Photosynthese, d.h. die Fixierung des atmosphérischen CO, und die
Synthese von Kohlenhydraten, werden von den Chloroplasten erfillt. Die Chloroplasten
sind von einem Membransystem umschlossen, das aus einer relativ durchl&ssigen aul3eren
und einer inneren Membran besteht; in der inneren Membran befinden sich zahlreiche
Transportproteine. Innerhalb des Organells ist eine Funktionsmembran ausgestaltet, das
Thylakoid, die zentrae und fir die Photosynthese wichtige Elemente des Chloroplasten
tragt (KNIPPERS, 1997). Im Raum zwischen den Thylakoidmembranen liegen die
Chloroplasten-DNA-Molekiile, die eine ringférmige, doppelstrangige geschl ossene Form
aufweisen. Die Grol3e der zirkuléren cpDNA variiert von 120 bis 160 kbp (HEMLEBEN,
1990).
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Das cpDNA-Genom wird bel den meisten Angiospermen maternal vererbt (SEARS, 1980;
CHiu et a., 1988). Bei den Koniferen wird nach vorliegenden Untersuchungen die
cpDNA hauptséchlich paternal vererbt (WAGNER et a., 1987; NEALE and SEDEROFF,
1989; STINE et al., 1989; STINE and KEATHLEY, 1990; WAGNER €t al., 1992). Bei einigen
Koniferenarten wurden jedoch auch maternale cpDNA-Haplotypen beobachtet (NEALE et
al., 1986; SzmIDT et al., 1987; WAGNER €t al., 1989; NEALE et a., 1991). Ihre Eigenschaft
as uniparenta vererbte Marker eréffnet in der Populationsgenetik die Gelegenheit, den
Genflul3 durch Pollen oder Samen genauer zu untersuchen, und verspricht damit
wertvolle  Information  Uber  phylogenetische Fragen und  solche  der

Abstammungsrekonstruktion.

3.1.2. Organisation und Funktion der Mitochondrien und des
mitochondrialen Genoms - Evolution der mtDNA - Marker

Die Mitochondrien sind Zellorganellen, die sowohl in pflanzlichen as auch in tierischen
Zellen vorkommen. Sie sind wie die Chloroplasten im Cytoplasma lokalisiert und werden
ebenfalls uniparenta vererbt. Ihre Hauptaufgabe ist die Energiegewinnung fur die Zelle
durch die oxidative Phosphorylierung oder Zellatmung. Wéahrend der Zellatmung werden
energiereiche Produkte der Photosynthese abgebaut und unter O,-Verbrauch die
Phosphorylierung von ADP zu ATP durchgefuhrt. Die mitochondrialen Genome der
Pflanzen zeigen erhebliche Langenunterschiede (16 kbp-2400kbp) nicht nur innerhalb

einer Art, sondern oft auch in verschiedenen Zellen eines Individuums.

Bel den Angiospermen wird das mitochondriale Genom hauptséchlich maternal vererbt
(SoLIMAN et al.,1987), wahrend es bei den Koniferen Beispiele gibt, in welchen die
Vererbung Uber Pollen nicht auszuschlief3en ist (Owens und Morris, 1991; NEALE et al.,
1991). Die mtDNA-Marker sind fur die Analyse &hnlicher populationsgenetischer und

evolutiondrer Fragen ebenso geeignet wie die copDNA-Marker.

3.2. Mikrosatelliten-Sequenzen als genetische Marker

Als Satelliten-DNA werden hochrepetitive DNA-Komponenten bezeichnet, deren Anteil
und DNA-Sequenz fur einzelne Arten oder Gattungen charakteristisch sind.
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Je nach der Lange der Wiederholungssequenz werden die Satelliten-Sequenzen in
Minisatelliten- und Mikrosatelliten-Sequenzen unterschieden. Die Minisatelliten sind
Sequenzwiederholungen von etwa 9-100 bp und die Mikrosatelliten von nur 1 bis 6 bp
Lange. Sie sind Uber das ganze Genom verteilt und von erheblicher Variation, die
meistens durch Fehler wahrend der DNA-Replikation zustande kommt. Solche Fehler, die
von dem “DNA-mismatch repair system” nicht ausgeglichen werden, kdnnen Mutationen
verursachen und auf diese Weise Allelvarianten bilden. Die Rolle der Evolutionsfaktoren
fur die Entstehung von Polymorphismen an Mikrosatelliten-Genloci ist noch nicht
vollsténdig aufgekléart. Fir Mikrosatelliten-Marker ist Selektionsneutralitdt anzunehmen,
wobei in neueren Untersuchungen an Drosophila melanogaster Selektion nachgewiesen
wurde, welche zu Anpassung an bestimmte lokae Umweltbedingungen fihrt
(SCHLOTTERER et al., 1997). Da die Mikrosatelliten geringeren selektiven
Beschrankungen unterliegen as die fir Polypeptide kodierenden Nukleotidsequenzen,
stellen sie hochvariable, meistens neutrale Marker zur genetischen Untersuchungen dar.
Ausmald und Verteilung genetischer Variation wird bei selektionsneutralen Genorten
durch die gemeinsame Wirkung von Mutation, genetischer Drift und Migration bestimmt.
Diese Genorte sind daher von grofler Bedeutung in der Populationsgenetik der
Waldbdume, da sie durch ihre Selektionsneutralitét und gegentiber den 1soenzymgenloci
hohe Variabilitét deutliche Vortelle fur die Untersuchung von Paarungssystemen, Genfluf
und genetischer Drift haben. Mikrosatelliten-Sequenzen finden sich auch in den Plastiden
und sind daher bei ausreichender Variation a's extranukleare uniparental vererbte Marker
sind fur haplotypische genealogische Untersuchungen geeignet. Die genetische
Untersuchung sowohl mittels Kern-Mikrosatelliten (biparental vererbte Marker) as auch
Chloroplasten-Mikrosatelliten  (uniparental vererbte Marker) konnte zusétzliche
Information Uber die genetische Struktur und den Genflufd innerhalb und zwischen
Bestanden beschaffen (SCHLOTTERER und PEMBERTON, 1998).

Trotz der grofRen Bedeutung der Mikrosatelliten-Marker fir die populationsgenetische
Untersuchung sind enige eher technisch bedingte Beschréankungen nicht zu
unterschétzen. Die Visualisierung und Typisierung der Mikrosatelliten-Genloci  auf

Polyacrylamidgelen erfolgt mittlerweile routineméldig. Die unterschiedlichen Allele
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werden a's unterschiedlich grofRe PCR-Produkte definiert, die jewells a's unterschiedliche
Banden auf dem Gel sichtbar werden. Da die unterschiedliche Lange der PCR-Produkte
mit Anderungen in der Anzahl der Wiederholungssequenzen interpretiert wird, kénnen
Interpretationsfehler erscheinen, wenn diese Langenunterschiede durch Deletionen oder
Insertionen in der flankierenden Region entstehen (Grofe-Homoplasie). Aul3erdem
koénnen Punktmutationen, Deletionen oder Insertionen in der Anlagerung-Region zu einer
Behinderung der Amplifikation der Mikrosatelliten fohren und deswegen héufig
sogenannte Nulldlele entstehen lassen (CALLEN et al., 1993; SCHLOTTERER und
PEMBERTON, 1998). Durch die Présenz von Nullalelen wird die Diagnose von
Verwandtschaftsbeziehungen sehr erschwert; Ahnlichkeiten zwischen nicht verwandten
Individuen bzw. Ausschlisse ménnlicher Eltern konnen durch einen nicht den
Mendelschen Gesetzen unterliegenden Vererbungsmodus des SSR-Genlocus durch
Nullalele vorgetduscht sein (PEMBERTON €t al., 1995; ROSENBAUM und DEINARD, 1998).
Als zusétzliche allgemeine Schwierigkeiten sind die artspezifischen Primersequenzen und
die hohe Mutationsrate der Mikrosatelliten-Genloci zu betrachten. Wegen der
Sequenzvariation zwischen den Arten kdnnen einmal entwickelte Mikrosatel liten-Primer
nur bel eng verwandten Arten funktionieren (Scott und WILLIAMS, 1998). Wirde das
Problem der geringen Homologie beseitigt, dann wéren die Mikrosatellitensequenzen sehr
gut geeignete Marker, um auf phylogenetische Beziehungen zu schlief3en. In einer
V aterschaftsanal yse mit vielen potentiellen Polleneltern durften 10 bis 20 Mikrosatel liten-
Genloci ausreichen, um ale Kandidaten bis auf einen auszuschlief3en (QUELLER et al.,
1993).
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4. Experimentelles Material und Methoden

4.1. Untersuchungsbestande und Zwieselklassifikation

Ziel der Untersuchung war die Feststellung von Familienstrukturen im Zusammenhang
mit der morphologischen Variation der Verzweigungsform des Stammes. Eine
Assoziation zwischen der genetischen und der phanotypischen Variation der Baume eines

Bestandes wiirde eine genetische Kontrolliertheit dieser Merkmal e bewei sen.

Die Auswahl der Bestdnde erfolgte nach der Variation des wirtschaftlich bedeutenden
phanotypischen Merkmals Wipfelschéftigkeit bzw. Zwiesdigkeit. Um mdgliche
geographische bzw. ©kologische Variationsmuster erfassen zu konnen, wurden drei
Buchenbestande aus verschiedenen Wuchsgebieten ausgewahlt. Die geographische Lage
der untersuchten Bestande ist in Abb. 5-1 dargestellt. Sie sind autochthone Bestéande
unterschiedlichen Alters und guter wirtschaftlicher Qualitét.

Abb. 4-1: Geographische Lage der Unter suchungsbestdnde in Deutschland.

Die fur die Untersuchung herangezogenen Bestandesteile sind so ausgewéhlt, dal3 die
Stammorphologie der Buche moglichst stark variiert. Hier wurde eine Klassifizierung der
Kronentypen vorgenommen. Sowohl wipfelschéftige Typen als auch verzwieselte Baume

treten haufig auf. Bel der Klassifizierung dienten die Hinweise von KRAHL-URBAN
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(1962), HENGST (1964) und HUSSENDORFER €t al. (1996) zur Orientierung. Zum Kollektiv

der Zwiesel gehorten Individuen mit den folgenden Merkmalen:

1. Die Hauptstammachse ist nicht gerade, sondern durch zwei oder mehr in
unterschiedlichen Jahren eingetretene V erzwieselungen aufgel 0st; auch die Seitenaste

sollten Verzwieselung aufweisen.
2. Zwei oder mehrere Wipfeltriebe stehen in Konkurrenz miteinander.
3. DieVerzwieselung ist offensichtlich nicht durch Verletzungen entstanden.
Zum Kollektiv der Nicht-Zwiesel gehorten Individuen mit den folgenden Merkmalen :
Die Hauptstammachse ist gerade; alle anderen Achsen sind untergeordnete Seitenachsen.
Nur ein einziger Wipfeltrieb existiert und ist dominant (HUSSENDORFER et al., 1996).

Verschiedene morphologische Auspragungen der Stammform sind in Abb. 4-2
vorgestellt. Die Abb. 5-3 zeigt die Variation der Stammorphologie der Buche in einem

der Buchenbesténde, die al's Untersuchungsfl&che ausgewahlt wurden.

16



b c

Abb. 4-2: Verschiedene  Kronentypen  der Abb. 4-3: Variation in der Stammorphologie
Buche (nach HUSSENDORFER et al., der Buche in einem untersuchten
1996). Altbaume sind sowohl fir Bestandesteil.

den Zwiesdtyp (a) als auch den
wipfelschaftigen Typ (c) dargestellt.

4.1.1. Bestand im Forstamt Bovenden bei Gottingen

Bel diesem Bestand handelt es sich um die Abteilung 26 des Forstamtes Bovenden. Der
Bestand ist aus Naturverjingung entstanden und wurde regedma3ig mit
Durchforschungsmal3nahmen vorbehandelt. Er ist 23,6 ha grof3 und liegt in 350 bis 400m
Seehohe. Er besteht hauptsachlich aus Buche mit Altbdumen und deren Naturverjingung
und ist gemischt mit Eschen, Bergahorn, Winterlinde, Bergulme, Stieleiche, Eibe, Fichte
und Spitzahorn. Eine Beschreibung der Baumarten, die in dem Bestand am haufigsten
vorkommen, folgt in Tabelle 4-1.

Tabelle4-1: Beschreibung der am haufigsten auftretenden Baumarten und ihre idealenTeilflachen
im Bestand Bovenden, Abt. 26

Baumart Alter  Altersspanne  Oberhthe  BHD (cm) Flache (ha)  Antel (%)
Buche 44 20 149 10 17,7 75
Esche 39 20 15,2 13 24 10
Bergahorn 41 20 12,6 9 2,6 11
Winterlinde 35 20 6,5 5 0,7 3
Bergulme 411 20 12,6 9 0,2 1
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Der eigentliche Untersuchungsbestand mit einer Fléache von 50m x 50m schliefdt Baume
mit einer hohen Variation der Schaftmorphologie ein. Dort wurden Knospen und Blé&tter
von alen Baumen entnommen. Die Verteillung der Baume auf dieser Teilflache und die

Kennzeichnung der Baume als Zwiesel und Nicht-Zwiesdl zeigt die Abb. 4-4.
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Abb. 4-4: Verteilung der Baume im Bestand Bovenden (Abt. 26) und ihre Kennzeichnung als Zwiesel
und Nicht-Zwiesal. In diesem Bestand wurden 124 Bdume als Zwiesel und 335 Baume als
Nicht-Zwiesel gekennzeichnet.

4.1.2. Bestand Schmallenberg-Latrop im Sauerland

Der Altbestand im Stadtwald Schmallenberg-Latrop (Abt.4a) ist 10,1 ha grof3 und gehort
zum Wuchsgebiet Sauerland. Er ist 140 Jahre alt und liegt in 500m Seehdhe in nordlicher
Exposition. Er ist autochthon und von daher aus Naturverjiingung entstanden und wird
waldbaulich durch Durchforstung héufig behandelt. Er weist einen hohen Anteil an
zwieseligen Buchen auf und die Zwieselbildung beginnt meist in der unteren Hélfte des
Schaftes. Bereits betrachtete TurROK (1995) diesen Zusammenhang fir eine

eingeschrankte und nach der Paarmethode erhobene Stichprobe in diesem Bestand.
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Eine Flache von 100m x 130m wurde ausgesucht, auf welcher von alen Baumen
Knospen und junge Blétter entnommen wurden. Alle Béaume auf der Flache wurden as
zwieselig bzw. wipfelschéftig identifiziert und kartiert. Die Vertellung der Baume im
Versuchsbestand und ihre Kennzeichnung als Zwiesel oder Nicht-Zwiesdl zeigt die Abb.
4-5,
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Abb. 4-5: Verteilung der Baume im Bestand Schmallenberg (Latrop-Abt.4a) und ihre
Kennzeichnung als Zwiesel oder Nicht-Zwiesel. In diesem Bestnad wurden 67 Baume als
Zwiesel und 141 als Nicht-Zwiesel gekennzeichnet.

4.1.3. Bestand Todtmoos im Schwarzwald

Daten des Bestandes Todtmoos wurden von E. Hussendorfer, FVA-Freiburg, Abt.
Botanik und Standortskunde zur Verfigung gestellt (Hussendorfer 1999,
unverdffentlichter Zwischenbericht im DFG-V erbundprojekt "Inventurmethoden™). Dabei
handelt es sich um einen Mischbestand, in welchem die Buche eine grof3e Variation der
Stammorphologie und der Holzqualité aufweist. Der Bestand ist aus Naturverjingung
entstanden und liegt in 1020m Seehthe in sid-sudostlicher Exposition. Er schliefdt
sowohl Altbdume mit einem Alter von 100-110 Jahren as auch Naturverjingung
unterschiedlicher Altersklassen ein. Eine Region wurde ausgesucht und die Baume mit
einer Durchmesser >10cm kartiert, nach ihren Stammorphologie klassifiziert und mittels
der I1soenzym-Analyse untersucht. Die Vertellung der Baume im Versuchsbestand zeigt
die Abb. 5.6.
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Abb. 4-6: Verteilung der Baume im Bestand Todtmoos (Abt. 9) und ihre Kennzeichnung als Zwiesel
oder Nicht-Zwiesel. In diesem Bestand wurden 36 Baume als Zwiesel und 956 als Nicht-
Zwiesel gekennzeichnet.

4.1.4. Bestand Roringen bei Gottingen

Trotzdem der Selbsbefruchtungsanteil bei der Buche nach den bisherigen Ergebnissen
gering ist wurden einige Buchen beerntet, um den Anteil ihrer aus Selbstbefruchtung
hervorgegangenen Samen einzuschéatzen. Zur Bestimmung der Selbstbefruchtungsrate
wurden 11 relativ isoliert stehende Baume eines Bestandes bei Roringen und deren

Bucheckern analysiert. In Tabelle 4-2 ist das Untersuchungsmaterial zusammengestelIt.

Wichtig fur die Entstehung von Familienstrukturen ist bel kurzer Reichweite der
Samenverbreitung der Anteil der aus Selbsbefruchtung hervorgegangenen Zygoten; ein
hoher Anteil bedingt eine starke genetische Differenzierung der Familien. Uber das
Reproduktionssystem bei der Entstehung dieser Versuchsbdume kénnen direkte Aussagen
nicht mehr getroffen werden. Indirekte Aussagen werden allenfalls Uber die spéter zu

ermittel nden Fixierungskoeffizienten moglich.
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Tabelle 4-2: Untersuchungsmaterial und Stichprobenumfénge fir die Berechnung des

Selbsbefruchtungsanteil
Samenelter Anzahl der untersuchten Bucheckern
Roringen 1 100
Roringen 2 89
Roringen 3 100
Roringen 4 37
Roringen 5 89
Roringen 6 100
Roringen 7 100
Roringen 8 100
Roringen 9 116
Roringen 10 133
Roringen 11 98

gesamt 1062




4.2. Methoden

4.2.1. Enzymelektrophoretische Untersuchungen

Die genetische Inventur mittels der Isoenzym-Marker erfolgte mit Hilfe der Starkegel-
Elektrophorese. Als Untersuchungsmaterial wurden Knospen und Blétter der kartierten

Baume verwendet.

Die Auswahl der untersuchten Enzymsysteme ist in Tabelle 4-3 aufgelistet. Die
verwendete Methode fur die elektrophoretische Trennung und die Farbung von
Isoenzymen wurde -mit Modifikationen- nach MULLER-STARCK (1996) durchgefihrt (s.
Tabellen 1 und 2, Anhang I). Die genetische Interpretation der Zymogramme erfolgte

nach MULLER-STARCK und STARKE (1993).

Tabelle 4-3: Zusammenstellung der untersuchten Enzymsysteme, ihrer Abkurzungen und E.C.-

Nummern

Enzymsysteme Abkirzung E.C- Nr. Quartar-
Struktur

Glutamatoxal acetat-Transaminase GOT 2611 dimer

L eucin-Aminopeptidase LAP 34111 monomer

Phosphoglucose-1somerase PGI 5.3.19 dimer

Phosphogluco-mutase PGM 2751 monomer

M enadion-Reduktase MNR 1.6.99.2 tetramer

I socitrat-Dehydrogenase IDH 1.1.1.42 dimer

Malat-Dehydrogenase MDH 1.1.1.37 dimer

6-Phospho-gluconat-Dehydrogenase 6PGDH 1.1.1.44 dimer

4.2.2. Populationsgenetische Parameter

Als genetische Variation wird das Auftreten genetischer Varianten definiert. Die
genetische Variation innerhalb eines Kollektivs kann as die Differenzierung zwischen

seinen Untergliederungen beschrieben werden.

4.2.2.1. Genetische Variation innerhalb von Kollektiven

Zur Messung der Variation innerhalb der Kollektive wurden die folgenden Mal3e benutzt
(HATTEMER et @, 1993):
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= Die dlelische Vielfadt am k-ten Genlocus ist gleich der Anzahl n¢ der dort

auftretenden Allele. Die Summe der insgesamt auftretenden Allele an m untersuchten

Genloci an wird as deren genische Vielfat bezeichnet. Durch die Division der
k=1

genischen Vielfalt durch die Anzahl der untersuchten Genloci m ergibt sich die mittlere

Anzahl von Allelen je Genlocus as:
1 m
AlL==3"n, (5.1)
mi=

» Der Heterozygotiegrad eines Individuums entspricht dem Antell heterozygoter
Genloci unter den betrachteten Genloci (GREGORIUS, 1978). Der Heterozygotenanteil
einea Genlocus eines Kollektivs bezieht sich auf den Anteil heterozygoter Individuen
dieses Kollektivs (GREGORIUS et a., 1986). Das arithmetische Mittel der
Heterozygotenanteile tiber m untersuchte Genloci wird als der mittlere Heterozygotiegrad
des Kollektivs bezeichnet und folgendermal3en definiert:

H. = izm:z " (5.2)

worin p”k die relative Haufigkeit des ungeordneten Genotyps AiA; (d.h. AjA; und AjA;
werden zu AjA; zusammengefaldt) am k-ten Genlocus bezeichnen.

= Dijeallelische Diversitét u, bezieht sich auf die Anzahl der effektiven Allele an einem

bestimmten Genlocus und ist definiert al's(GREGORIUS, 1978):
v = (P (53
i=1

Hierbei ist p* die relative Haufigkeit des i-ten Allels am k-ten Genlocus. Der minimale

Wert der alleischen Diversitét ist gleich 1, wenn der betreffende Gel ocus monomorph ist.
Der maximale Wert ist gleich der Anzahl der am betrachteten Genlocus beobachteten
Allele n. Die Genpool-Diversitét einer Population oder eines Kollektivs ist von als das

harmonische Mittel der Einzellocusdiversitaten (GREGORIUS, 1987) definiert.
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= Die Gesamtdifferenzierung J5 beschreibt die Verschiedenartigkeit der Individuen

innerhalb eines Kollektivs durch die Berechnung des mittleren genetischen Abstands aller

Individuen von ihrem Komplement und wird as:

K N

T (N-D)

e N1
=3 0h) = 5" @) (5.4)

definiert, worin N die Anzahl der Individuen im Kollektiv bezeichnet und p die relative

Haufigkeit am k-ten Genort. Der Zusammenhang zwischen der Gesamtdifferenzierung
und der Diversitét ist einfach herzustellen; die Gesamtdifferenzierung berticksichtigt im

Gegensatz zur genetischen Diversitét den Unfang des Kollektivs.

4.2.2.2. Differenzierung zwischen Kollektiven

= Der dlelische Abstand df, driickt den Unterschied zwischen den alelischen

Strukturen zweier Kollektive X und Y an einem bestimmten Genlocus k mit einer Anzahl

von ng verschiedenen Allelen aus und ist definiert als:
18
0< dfy =23 [pF(X) - pl(v)] <1 (55)
i=1

wobei pf(X) sich auf die zugehorige relative Allelhaufigkeit im Kollektiv X, p¥(Y) auf
dieim Kollektiv Y beziehen. Handelt es sich um Populationen mit identischer genetischer

Struktur, ist das df, = 0. Haben die beiden Populationen keine gemeinsame Variante,

entspricht es einem Wert von d, = 1.

Die Differenzierung zwischen zwei Kollektiven an m untersuchten Genloci wird durch
den Genpool-Abstand zum Ausdruck gebracht, welcher als das arithmetische Mittel der

m allelischen Abstande berechnet wird (GREGORIUS und ROBERTS, 1986):

1
M (5.6)
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4.2.3. Genetische Strukturen innerhalb von Populationen

Die raumliche Vertellung der Pflanzen und Tiere ist eine fir die Okologische
Untersuchungen von Okosystemen und Pflanzen- oder Tier-Gesellschaften wichtige
Grole und stellt eine wichtige Eigenschaft jeder Gruppe lebender Organismen dar
(CoNELL, 1963; LubwiG und ReYNoOLDS, 1988). Die folgenden drei Typen sind am
haufigsten as raumliches Muster zu erkennen: zufdlig, geklumpt und enheitlich
(uniform). Nach der Erkennung eines bestimmten Mustertyps soll eine Hypothese Uber
die Faktoren aufgestellt werden, die dieses bestimmte Muster verursacht haben kénnen.
Zufdlige Muster in einer Population sind vermutlich nicht selektionsbedingt und deuten
die Homogenitdt der Umweltbedigungen an. Andererseits weisen nichtzuféllige Muster
(geklumpt oder uniform) auf Beschrankungen des Genfluld hin. Eine Klumpung legt
Umweltheterogenitét oder einen bestimmten Reproduktions- bzw. Paarungsmodus nahe.
Eine uniforme Verbreitung konnte durch negative Wechselwirkungen zwischen
Individuen (z.B. Konkurrenz) zustandegekommen sein (LubwiG und REYNOLDS, 1988).
Unterschiedliche (biotische und abiotische) Prozesse kdnnen in Wechselwirkung zu der
Existenz und Art eines Musters beitragen. Solche Prozesse kénnen sowohl artspezifisch
(Reproduktionssystem bzw. Paarungsystem, Konkurrenz usw.) oder umweltbedingt sein

(HUTCHINSON, 1953; QUINN und DUNHAM, 1983; LubwiG und REYNOLDS, 1988).

4.2.3.1. Raumliche Autokorrelationsanalyse

Um die raumliche Verteilung der genetischen und phanotypischen Variante zu beurteilen,
wurden etablierte geostatistische Methoden genutzt. Aullerdem wurden spezielle
Programme verwendet, um die raumlichen Autokorrelationen in Bestdnden zu
untersuchen. Hierzu werden genetische oder phanotypische Ahnlichkeiten zwischen
Individuen oder Gruppen von Individuen in Abhangigkeit von ihrer rdumlichen Position
zueinander berechnet. Weist die rdumliche Vertellung der Variation innerhalb eines
Bestandes ein nicht-zufélliges Muster auf, dann 1&f% dieses auf besondere Verhdtnisse

zwischen den Individuen oder die Wirkung von Selektion schlief3en.

Verschiedene geostatistische Methoden wurden verwendet, welche es ermdglichen,

Abhangigkeiten der Daten in ihren réaumlichen Beziehungen darzustellen. Diese
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Methoden beinhalten unterschiedliche Korrelationsmale, welche auf unterschiedlichen
Parametern und auf unterschiedlichen Ansédtzen fur die Einschézung der Korrelation
basieren. Wichtige Korrelationsmal3e, die individuelle Alleldosis (0,1 oder 2) als
genetischem Parameter genutzt werden, sind Moran’s | und die Semivarianzstatistik
(CLiFFund ORD 1981; EPPERSON, 1992).

Die raumliche Autokorrelationsanalyse erlaubt die Untersuchung statistischer
Korrelationen zwischen Merkmal sauprdgungen von Individuen im Zusammenhang mit
ihrer rdumlichen Position und ist zunéchst unabhangig von den genetischen
Mechanismen, die an der Entstehung der Korrelationen beteiligt sind. Das Auftreten
genetischer Autokorrelationen kann aber wichtige Information Uber die réumliche
Strukturierung genetischer Information geben und kann es erlauben, Familienstrukturen

aufzudecken.

Die Autokorrelationsanalyse soll es, im vorliegenden Zusammenhang ermdglichen,

folgende Fragen zu beantworten:

(& Weicht die raumliche Verteilung der Auspragung eines Merkmals von einer rein

zufdllig bedingte signifikant ab? Wenn ja:

(b) Kann man durch eine Anayse der raumlichen Verteilung Information Uber die
Prozesse gewinnen, die das beobachtete Muster verursacht haben (CLiFF und ORD,
1981)?

4.2.3.1.1. Moran's Index |

Der Index | (MORAN, 1950) soll die Korrelation zwischen zwei Merkmal sauspragungen
in Abhangigkeit von ihrer rdumlichen Positionen der Merkmalstrager veranschaulichen.
Die raumliche Entfernung zwischen den Tréagern der Ausprégung wird als die euklidische

Distanz zwischen ihnen berechnet. Der Index | wird fur jede Distanzklasse k definiert a's:

2w (p - )P, )

S WY (p - p)?

(5.7)
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n : Anzahl der Individuen,

wi die Elemente der Distanzklassenmatrix (1, falls die Individuen i

und j in die Distanzklasse k fallen; sonst 0)

PP die Dosierung beztiglich eines bestimmten Merkmalsin den Individuen i
und
P die durchschnitliche Dosierung Uber alle Individuen

worin Dosierung bei Zwieselbildung : 0 (keine Zwieselbildung) und 1 (Zwieselbildung)
und Dosierung bei Allele : 0 (Abwesenheit des bestimmten Allels), 1 (Heterozygotie fur
das bestimmten Allel) und 2 (Homozygotie fir das bestimmten Alld). Als Distanzklasse

ist das Entfernungsinterval definiert, in der der Moran’s I-K oeffizient berechnet wird.

Der Autokorrelationskoeffizient | quantifiziert die Beziehung der Kovarianz zwischen
den Individuen einer Distanzklasse und der gesamten Varianz dar und nimmt Werte
zwischen +1 und -1 an’. Die Werte +1 und -1 lassen eine starke, im Falle von | = -1 aber
gegensinnige Korrelation erkennen. Ein positiver Koeffizient | zeigt eine positive
Autokorrelation an und weist darauf hin, dal3 bei der jeweiligen Distanzklasse eine
Merkmal sauspragung dhnlich haufig auftritt, d.h. Ahnlichkeit der Merkmal sauspragungen
vorhanden ist (relative Haufigkeit eines Allels). Dagegen zeigt ein negativer Koeffizient |
eine negative Autokorrelation an und weist daraufhin, dal3 bei der jeweiligen
Distanzklasse bevorzugt verschiedene Merkmalsausprégungen vorkommen, d.h.
Unéhnlichkeit der Merkmalsausprégungen benachbarter Quadrate zu beobachten ist.
Keine Autokorrelation, d.h. eine zufallige raumliche Struktur, ist bel einem Koeffizienten
| um O zu erwarten. SOKAL (1979) gibt ein Interpretationsschema fur die Deutung des

Autokorrelationskoeffizienten | fur réumliche Muster an. Handelt es sich um Klumpung,

YIm Prinzipist | I | £ 1, obwohl 1 tiberschritten werden kann, wenn eine unregelmaRige
Gewichtung vorliegt, d.h. wenn Individuen mit extremen Auspragungen tbergewichtet werden.
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soll nach diesem Schema der Durchmesser dieser Klumpungen im Vergleich zur Grélze
der Distanzklasse betrachtet werden. Ist der Durchmesser der Klumpung grof3er as die
Distanzklasse, dann wére die Korrelation schwach positiv, wobei im umgekehrten Fall
eine niedrige negative oder eine starke positive Korrelation zu erwarten wére (CLIFF und
OrD, 1981). Die Darstellung des Autokorrelationskoeffizienten | fir bestimmte
Distanzklassen ist as I-Korrelogramm bekannt und stellt die relativen Korrelationen
zwischen den Allelfrequenzen as eine Funktion der Entfernung dar (EPPERSON, 1992).
Spezielle geostatistische Programme und GIS (Geographische Informationssysteme)
wurden entwickelt, um die rdumlichen statistischen Male zu berechnen und r&umliche
Strukturen in Kartenform zu préasentieren. Die Berechnung der Autokorrelationsmalie
wurde in dieser Arbeit mit dem Computerprogram GSt+ Geostatistics for the
Environmental Sciences (Gamma Design Software Inc., 1998) durchgefuhrt. Die
statistische  Signifikanz® der Autokorrelationskoeffizienten | wurde mit dem
Programmpaket Spatial Analysis Programs (DUNCAN, 1995) untersucht.

4.2.3.1.2. Semivarianz-Analyse

Die Semivarianz ist ein Mal der gegenseitigen Abhéngigkeit von Werten in bestimmten
réumlichen Positionen je nachdem, wie weit sie voneinander entfernt stehen. Sie wird as
die Halfte der Summe der Abweichungsquadrate zwischen dem Wert in ener bestimmten
Position und dem Wert jeder Nachbarposition definiert (DEMERs, 1997). Sie ist definiert
as:

9(k) =

T ) 59

worin die Semivarianz g(k) fir die Distanzklasse k,

Xi Auspragung (Alleldosierung) des Individuumsii

% Unter der Hypothese, dal? die Genotypen zufallig auf der Flache verteilt sind (Ho: zuféllige
Verteilung), hat der Index | einen Erwartungswert gleich dem unter normaler Verteilung von
Ez(I) = Ex(l) = -1/(n-1) und einer Varianz ¢ (CLIFF und ORD, 1981; UPTON und FINGLETON,
1985). Ist die Anzahl n von Quadraten grof3 und sind die Genotypen je Quadrat ausreichend, dann
folgt die Statistik y = [I — E()] / o (I) einer standardisierten normalen Verteilung. Der Wert y

28



X Auspragung (Alleldosierung) des Individuumsj, und
Nk Anzahl der Paare fur die Distanzklasse k bedeuten

Die Summierung erfolgt Uber alle Paare der entsprechenden Distanzklasse. Die
graphische Darstellung der Semivarianz Uber die Distanzklassen wird als
Semivariogramm bezeichnet. Eine den Daten angepaldte Kurve gibt eine Schétzung der
réaumlich korrelierten Komponenten. Der Anfang der angepassten Kurve liegt nicht immer
direkt im Nullpunkt, obwohl dies mathematisch und konzeptionell zu erwarten wére,
sondern bei einer positiven Varianz. Die Differenz zwischen der erwarteten Varianz null
und einer beobachteten positiven Varianz kann as die raumlich nicht korrelierte “noise
variance” oder “nugget variance” interpretiert werden. Diese kombiniert die verbleibende
Variation, die durch Fehler bei der Messung der rdumlichen Variation verursacht wird,
innerhalb von geringeren as den Stichprobendistanzen existiet und deshalb
unbestimmbar ist (BURROUGH 1986, DEMERS 1997).

4.2.3.1.3. Interpolation

Die raumliche Verteilung von Daten wird in den meisten Féllen aus der Information einer
Stichprobe geschétzt oder vorausgesagt. Interpolation ist der Prozef3, der auf eine visuelle
Présentation solcher Verteilungen hinausléuft. Die Information der Punktproben wird
dadurch zu einer Darstellung fuhren, die Uber die isarithmetischen Linien die Form der
Fléche beschreibt. Die lineare Interpolation nimmt Linearitdt der Daten an und benutzt ein
einfaches mathematisches Modell, um fehlende Werte zu berechnen. Die nicht-lineare
Interpolation setzt Linearitd der Daten nicht voraus und benutzt ein komplizierteres
mathematisches Modell, um die Beziehungen zwischen den Daten einschdtzen und

unbekannte Werte vorhersagen zu kénnen.

4.2.3.1.3.1. Kriging

Als Kriging wird die Interpolationsmethode bezeichnet, welche den Interpolationsprozef3
optimiert. Der Vortell dieser Methode gegentber anderen ist, da3 sie die statistische

wird standard normal deviate genannt und als Teststatistik fur die Bestimmung von
Signifikanzbereichen benutzt (CLIFF und ORD, 1981).
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Natur der interpolierten Flache bertcksichtigt und ein genaueres Modell fur die
Interpolation bietet. Der Wert eines Merkmals wird as regional variabel und scheinbar
kontinuierlich veranderlich auf der Flache betrachtet, kann aber durch eine einfache Form
beschrieben werden (DEMERS, 1997). Kriging behandelt die Interpolationsflache, als ob
sie aus drei verschiedenen Komponenten bestehen wiirde. Die erste Komponente gibt die
Tendenz der Veranderung der Werte in eine bestimmte Richtung auf der Fl&che an und
wird “drift” oder “Struktur” der Fléche bezeichnet. Als zweite Komponente wird die
angenommene Abweichung von der allgemeinen Tendenz betrachtet. Solche
Abweichungen kénnen Hohepunkte oder Tiefpunkte sein, die zufdlig auf der Flache
auftreten, raumlich aber miteinander in Beziehung stehen. Zum Schlufd wird der zufdlige
Faktor berlicksichtigt, der als random noise bezeichnet wird. Er ist weder mit dem
allgemeinen Trend assoziert noch weist e eine rdumliche Autokorrelation auf. Das
Semivariogramm ist eine graphische Darstellung der gesamten Verdnderungen des
Merkmals auf der Fldche und eine Beschrelbung der allgemeinen Tendenz dieser
Verénderungen. Die Methode des “punctate Kriging” ist elementar und nimmt an, dal3 die
Daten keine Tendenz aufweisen, isotropisch sind und von bestimmten, gleichmaldig auf

der Fléache verteilten, Punktpositionen gesammelt wurden.

Ist die Stichprobe aber unregelmaldig auf der Fléche verteilt und liegen Tendenzen vor,
dann ist die universelle Krigingmethode am besten geeignet. Diese wurde verwendet, um
die rdumliche Verteilung von Genotypen aus der Information der untersuchten Proben
vorherzusagen. Die universelle Krigingmethode kann als Block-Kriging oder punctuelle
Kriging durchgefiihrt werden. Wenn die untersuchten Proben die Bereiche um die
beprobten Punkte vorstellen, dann ist die Block-Kriging-Methode fir die Interpolation am
besten geeignet. Die punctuelle Kriging-Methode wird dann verwendet, wenn die Proben
Informationen nur Uber ihre tatsichliche Position anbieten. Die Proben stellen die
Genotypen einzelner Individuen auf der Flache dar, und deshalb wurde die punctuelle

Kriging-Methode ausgewahit.
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4.2.3.2. Messung eines Klumpungsindex auf der Grundlage der
Allelhaufigkeiten in bestimmten Distanzklassen

In dieser Arbeit wird eine Methode vorgeschlagen, die die raumliche Verteilung der
Allelhaufigkeiten direkt berticksichtigt und zu Aussagen Uber die genetischen Strukturen
innerhalb von Populationen fuhrt. Nach dieser Methode wurden um jeden Baum zunéchst
konzentrische Probekreise mit verschiedenen Radien gebildet. Diese Kreise wurden Uber
Distanzklassen definiert. Die Haufigkeit eines Allels i wurde fir jede Distanzklasse k al's
Mittelwert Gber die Allelhaufigkeit innerhalb der Konzentrischen Kreisen berechnet und
als p* bezeichnet®. Der Klumpungsindex Kly wurde als der Quotient der Haufigkeit des
Allels p¥ in der k-ten Distanzklasse zu der Haufigkeit p; des Allels auf der gesamten
Fléche als:

definiert. Damit |43t sich mit der Relation zu 1 ein UberschuB oder bzw. Defizit des
Allels in dieser Distanzklasse im Vergleich zur gesamten Haufigkeit des Allels
nachweisen. In analogerweise |&3t sich @nlicher Wert fir die genotypische Verteilung
auf der Flache berechnen, d.h., fir die rdumliche Verteilung etwa homozygoter oder
heterozygoter Genotypen. Dieser Wert wurde as ein Indikator fur Klumpungen von
Allelen oder Genotypen benutzt, jedoch nicht unbedingt dazu, um Familienstrukturen zu
erkennen, sondern um dberhaupt rdumliche Strukturen der Genotypen innerhalb von
Populationen ausfindig zu machen. Er konnte etwa mit lokal unterschiedliche
Anpassungsbedingungen zusammenhangen. Der Index héngt mit der Wahrscheinlichkeit
zusammen, mit der zwel Individuen den gleichen Genotyp haben konnten. Es konnte
erwartet werden, dal3 diese Wahrscheinlichkeit desto grof3er ist, je ndher die Bdume

zueinander stehen.

Der Klumpungsindex nimmt einen Wert von eins an, wenn die Distanzklasse so klein
gewahlt wird, dal3 zu jeder Kreisflache nur der Baum selbst gehdrt; das allelische oder

® Die Messung bezieht sich auf die Haufigkeit eines Allels eines bestimmten Genlocus. Ahnlich
kann flr Genotyphaufigkeiten verfahren werden.
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phéanotypische Mittel représentiert dann gerade die Haufigkeit des Allels auf der gesamten
Untersuchungsflache. Der Klumpungsindex ist auch dann eins, wenn jeweils alle Baume
der Flache zu der Distanzklasse erreicht werden und der Mittelwert wieder der Haufigkeit

des Allels oder Genotyps auf der Fl&che entspricht.

4.2.3.3. Genetische Ahnlichkeit benachbarter Individuen

Die genetische Ahnlichkeit benachbarter Individuen wurde indirekt geschétzt durch die
Beobachtung der Allelhdufigkeiten an einzelnen Genloci summiert mit zunehmender
Entfernung. In diesem Fall wurde ein Anfangspunkt tber X, Y-Koordinaten definiert und
in raumlichen Abstanden die zugehdrige Allelhaufigkeit auf Probekreisen zunehmender
GrolRe berechnet. Klumpungen des Auftretens bestimmter Allele wéren da zu erwarten,
wo die Allelhdufigkeiten sich verdndern. Die Methode hat den Vortell, dald durch die
Definition des Anfangspunktes die Richtung genetischer Klumpungen rdumlich bestimmt

werden kann.

4.2.4. DNA-Analyse

4.2.4.1. DNA-Isolierung

Die Extraktion von Gesamt-DNA aus frischen bzw. tiefgefrorenen Knospen, Bléttern und
Bucheckern wurde mit Modifikationen nach den bei ZIEGENHAGEN et a. (1993) und
KAMALAY et al. (1990) beschriebenen Methoden durchgefihrt. Die Methoden wurden fir
das proteinreiche Knospen- und Blattgewebe sowie fir das fetthaltige Bucheckerngewebe
optimiert. Der Erfolg der Extraktion wurde fir alle Proben durch Elektrophorese in einem
0,8%igen Agarosegel und durch Farbung mit Ethidiumbromid Uberprift. Als
Elektrodenpuffer wurde 1X TAE-Puffer (40mM Tris-Acetat pH 7,8 / 1mM EDTA)
verwendet. Die DNA-Menge der Proben wurde durch den Vergleich der Farbintensitét

der Banden mit einem Marker von bekannter DNA-Menge geschétzt.

4.2.4.1.1. DNA-Isolierung von Knospen und Blattern

0,5 bis 1g Gewebe wurde mit Hilfe einer Retsch-Muhle in fl. N, pulverisiert und mit
500ul Extraktionspuffer ( 100mM NaAc, 50mM EDTA, 500mM NaCl, 2% PVP, 1,4%
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SDS, 10mM Cystein, pH 5,5) versetzt. Das Homogenat wurde fir 10 Min. bei 65°C
inkubiert und bei 10000 rpm fur 10 Min. zentrifugiert. Die Proteine wurden mit Hilfe von
1/3 Vol. 5M KAc pH 4,8 bei 0°C fiir 15 Min. abgetrennt. Nach der Zentrifugation (10000
rpm firr 10 Min. bei 4°C) wurden der Uberstand mit 0,6 Vol. % Isopropanol versetzt und
die Nukleinsauren bei -20°C fir 30 Min. geféllt. Das Pellet wurde in 500pl TE-Puffer
(10mM Tris/HCl, 1mM EDTA pH 8,0) gelost. Die RNA wurde durch Zusatz von
RNAase abgebaut, und eine weitere Reinigung der DNA erfolgte durch Phenol-
Chloroform- Extraktion. Die Nukleinsduren wurden abermals mit 0,6 Vol. % kaltem
Isopropanol (iber Nacht bei -20°C geféllt. Nach der Zentrifugation wurde das Pellet in
50ul TE-Puffer gelost (s. Anhang 11a).

4.2.4.1.2. DNA-Isolierung mit QIAGEN- Minikits

DNA wurde auch mit QIAGEN-Minikits nach dem empfohlenen Protokoll des
Herstellers isoliert. Nach der Pulverisierung der Proben mit Hilfe der Retsch-Mihle
wurden 400 pl Extraktionspuffer (2% CTAB, 100mM Trig/HCI, 1.4M NaCl, 1%
Polyethylenglycol 6000, 20mM EDTA, pH 9,5) engesetzt. Die Proteine und die
Polysaccharide wurden durch Salzprézipitation entfernt, das Lysat zur weiteren Reinigung
an eine Matrix gebunden und mit Puffer wieder abgel 6st. Die Qualitét und die Menge der
DNA waren sehr gut.

4.2.4.2. RFLP und Southern-Hybridisierung

1-2ug der isolierten Gesamt-DNA 50 ausgewdhlter Baume der Untersuchungsflache
wurden eingesetzt und mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen nach den Angaben

des Herstellers (Boehringer Mannheim) verdaut.

Die Restriktionsfragmente wurden durch Elektrophorese in einem 0,8%igen Agarosegel
aufgetrennt, mit Ethidiumbromid angeféarbt und mit einer MP4-Polaroid-Kamera unter
UV Licht (302nm) photographiert. Als Elektrodenpuffer wurde 1X TAE-Puffer (40mM
Tris-Acetat pH 7,8 / 1mM EDTA) verwendet. Als Langenstandard wurde mit Hind Il
verdaute DNA des Phagen Lambda el ngesetzt.
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Die Southern-Hybridisierung wurde mit einer heterologen cpDNA-Gensonde aus e ner
Gesamt-DNA-Bibliothek eines Pappelklons durchgefihrt. Die Sonde ist Teil eines
Photosystem-11-Gens, welches fir das D2-Protein und das 44-kDa-Reaktionszentrum
kodiert (VORNAM et al., 1994). Die DNA wurde im Agarosegel denaturiert, auf eine
Nylonmembran transferiert und fixiert (SOUTHERN, 1975). Die Sonde wurde mit 3P
radioaktiv. markiert (FEINBERG und VOGELSTEIN, 1984), denaturiert und mit
Hybridisierungspuffer (5X SSPE, 0,1% SDS, 5X Denhardt-Losung, 30% Formamid,
100pg/ml Lachssperm-DNA) zur Hybridisierung eingesetzt. Hybridisiert wurde 16h bei
Raumtemperatur. Nach der Hybridisierung wurde die Nylonmembran mit Rontgenfilm

Uber Nacht exponiert.
4.2.4.3. DNA-Amplifizierung

4.2.4.3.1. Amplifizierung der Chloroplasten-DNA

Es wurden solche cpDNA-Primer (DEMESURE et al., 1995; KREMER, 1996) verwendet, die
einen Intronbereich des Chloroplasten-Genoms amplifizieren (trnT-trnD, trnC-trnD).
Ferner wurden zwei cpDNA-Primer (TAMBERLET €t al., 1991) benutzt, die bestimmte
nicht-kodierende DNA-Bereiche zwischen zwel Genen amplifizieren. Diese werden als
“universelle Primer” bezeichnet, well sie bel viden Angiospermen erfolgreich
amplifizieren. Die Beschreibung und die Sequenzen der Primer sind in der Tabelle 4-4
dargestellt. Zur Amplifizierung wurde die Gesamt-DNA der Knospen von 70 Baumen
eingesetzt. Die PCR-Bedingungen wurden fir die jeweiligen Primer optimiert. 12 bis
15ng DNA wurden in der Reaktion eingesetzt. Das Endvolumen der Reaktionsmischung
war 50ul und bestand aus 12 bis 15ng “template” DNA, 2mM MgCl, 100puM von jedem
dNTP, 0,2 uM von jedem Primer und 2 units Tag-Polymerase (Boehringer Mannheim).
Die Reaktion wurde in enem “Thermal Cycle” (Biometra, Trio-Thermoblock)
durchgefuhrt, wobel fir jeden Primer das Temperaturprofil as Programm eingegeben

wurde (s. Anhang I 11).



Tabelle 4-4: Sequenzen der Chloroplasten-DNA-Primer-Paare und ihrer PCR- Programme

Primer -Paar Primer-Sequenz (5'-3') Annealing- PCR-
Temperatur Programm

trnC[tRNA-Asp(GCA)] CCAGTTCAAATCTGGGTGTC 58°C Bl
trnD[(tRNA-Asp(GUC)] GGGATTGTAGTTCAATTGGT

trnT[tRNA-Thr(GGU)] CTACCACTGAGTTAAAAGGG 54,5°C B2
trnD[tRNA-Asp(GUC)]  ACCAATTGAACTACAATCCC

trnL[UAA]3 exon GGTTCAAGTCCCTCTATCCC 57,5°C B4
trnF[GAA] ATTTGAAGTCCCTCTATCCC

trnT[UGU] CATTACAAATGCGATGCTCT 57,5°C B4
trnL{UAA]5 exon TCTACCGATTTCGCCATATC

4.2.4.4. PCR-RFLP-Analyse

Die PCR-Produkte wurden nach den Angaben des Herstellers (Boehringer Mannheim)
mit 10 Units Restriktionsendonuklease geschnitten. Die Fragmente wurden im
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit Hilfe eines Fluoreszenzfarbstoffes
(Ethidiumbromid) als helle Banden sichtbar gemacht. Die Grof3e der Fragmente wurde
mit Hilfe eines Markers bekannter Fragmentgrof3e bestimmt. Die verschiedenen
Kombinationen von PCR-Primern und Restriktionsendonukleasen sind in Tabelle 4-5
zusammengestel It.

Tabelle 4-5: Kombinationen von PCR-cpDNA-Primern / Restriktionsendonukleasen fir die PCR-
RFLP-Analyse und ihren Restriktionsbedingungen

Primer -Paar Restriktionsendonukleasen Restriktionsbedingungen
trnT-trnD Hinf I, Xba |, Hae I11 5 St. (oder tber Nacht) bei 37°C
trnC-trnD Hinf |, Rsal, Xbal, Haelll, Nci |, Tag | 5 St. (oder tber Nacht) bei 37°C

3 St. Bei 65°C
trnL-trnF Hinf I, Xba l, Pst I, Nci | 5 St. (oder tber Nacht) bei 37°C
trnT-trnL Hinf I, Xbal, Pst |, Nci | 5 St. (oder tiber Nacht) bei 37°C

4.2.45. Amplifizierung der Mitochondrien-DNA

Hierfir wurde ein Primer-Paar verwendet (KREMER, 1996), das einen Intronbereich des
mitochondrialen Genoms amplifiziert. Die Beschreibung der Primer, die Sequenzen und
die Bedingungen der Polymerase-Kettenreaktion sind in Tabelle 4-6 aufgelistet. Zur
Optimierung wurden mehrere PCR-Bedingungen erprobt. Das Endvolumen, die
Konzentrationen der Substanzen in der Reaktionsmischung und die PCR-Programme

entsprachen denen der cpDNA-Amplifizierung.
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Tabelle 4-6: Sequenzen der Primer-Paare der mitochondrialen DNA und ihrer PCR-Programme

Primer-  Primer-Sequenz (5'-3') Annealing- PCR-

Paar Temperatur Programm
nad 4.1 CAGTGGGTTGGTCTGGTATG 57,5°C B3

nad4.2 TCATATGGGCTACTGAGGAG

nad 4.2 CTCCTCAGTAGCCCATATGA  54,5°C B2

nad4.3 AACCAGTCCATGACTTAACA

nad4B  GCATTACGATCTGCAGCTCA 57,5°C B3
nad4.C GGAGCTCGATTAGTTTCTGC

rpSl4 CACGGGTCGCCCTCGTTCCG 57,5°C B3

cob GTGTGGAGGATATAGGTTGT

4.2.4.6. Amplifizierung von cpDNA-Mikrosatelliten

Mikrosatelliten-DNA besteht aus 10 bis 50 Kopien von Folgen aus 1 bis 6 Basenpaaren,
die direkt hintereinander vorkommen (z. B. Wiederholungsfolgen: A, AC, AG, AAAC).
Solche Mikrosatellitenregionen befinden sich sowohl in der Kern-DNA als auch in der
DNA der Plastiden. Die cpDNA-Mikrosatellitenprimer, die in dieser Arbeit benutzt
wurden, sind in Tabelle 4-7 dargestellt.

Tabelle 4-7: cpDNA-Mikrosatellitenprimer, ihre Bezeichnung, Amplifizierungsregion und
Primersequenz.

Primer Amplifizierungsregion  Sequenz-repeat in Primer-Sequenz (5'-3") PCR-

Nicotiana tabbacum Programm

ccmpl  trnK-intron om CAGGTAAACTTCTCAACGGA ccmpl-5
CCGAAGTCAAAAGAGCGATT

ccmpd  atpF-intron M AATGCTGAATCGAYGACCTA ccmp4-6
CCAAAATATTBGGAGGACTCT

ccmp5  3'to rps2 (©)AM1o(MsC(A)y; TGTTCCAATATCTTCTTGTCATTT  ccmpl-5
AGGTTCCATCGGAACAATTAT

ccmp6  ORF77-ORF82 (MsC(M12 CGATGCATATGTAGAAAGCC ccmp4-6
intergenic CATTACGTGCGACTATCTCC

ccmp7  atpB-rbcL intergenic (A)1z CAACATATACCACTGTCAAG ccmpl-5
ACATCATTATTGTATACTCTTTC

ccmp9  ORF74b-pspB intergenic  (T)q GGATTTGTACATATAGGACA ccmp4-6
CTCAACTCTAGAAATACTTG

ccmpl0  rpl2-rpd9 intergenic (M TTTTTTTTTAGTGAACGTGTCA ccmpl-5
TTCGTCGDCGTAGTAAATAG

4.2.4.7. Amplifizierung genomischer Mikrosatelliten.

Kernmikrosatellitenregionen wurden mittels der PCR-Methode untersucht. Die hier
verwendeten PCR-Primer wurden von Fagus crenata entwickelt und haben auch bel

Fagus japonica erfolgreich amplifiziert (TANAKA et al., 1999). Die Primersequenzen, die
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Bedingungen der Amplifizierung und die Lange der Amplifizierungsprodukte sind in

Tabelle 4-8 angegeben.

Tabelle 4-8: Beschreibung der 1-SSR-Kern-DNA-Primer und ihrer Temperatur profile

Locus Mikrosatellit  Primersequenz (5'-3") Annealing- PCR-
Temperatur Programm
Mfc3  (ATT) TAATGGGATGGAGGGTGGAT 55°C Mfc3-13
GGAAGACAAACAATGGAAAG
MfcS  (AG) ACTGGGACAAAAAAACAAAA 58°C Mfc5-11
GAAGGACCAAGGCACATAAA
Mfcll (AG) ACAGATAAAAACAGAAGCCA 58°C Mfc5-11
TTTGGTTTTGTTGAGTTTAG
Mfcl3 (CT)(GT)(CA) GAGAGCAGGATGGGATGAAA 55°C Mfc3-13
ACAGCACCTCTCCTTCTCTT

4.2.5. Agarosegel-Elektrophorese

Die Amplifikationsprodukte wurden durch Zusatz von 0,1 Vol. 3M NaAc und 2,5 Vol.
von 96% EtOH Uber Nacht geféllt. Nach der Zentrifugation wurde das Pellet in 10ul TE-
Puffer (10mM Tris/HCI pH 8,0 / 1mM EDTA pH 8,0) gel6st und durch Agarosegel-
Elektrophorese nach Grof3e aufgetrennt. Die Agarosegel-Konzentration richtete sich nach
der Fragmentgrof3e von 1,8 bis 2,5%. Als Elektrodenpuffer fand 1X TAE-Puffer (s.
Tabelle 1, Anhang 1V) Vewendung. Als Farbungsiésung wurde ene 10%
Ethidiumbromid-Losung benutzt (s. Anhang 1Va). Die Amplifizierungsprodukte wurden
mit einer M P4-Polaroid-Kamera unter UV-Licht (302nm) photographiert.

Bel den PCR-RFLPs wurde eine spezifische Agarose mit hoher Auflésung verwendet.
Mit dieser spezifischen Agarose kénnen auch Fragmente, die weniger als 50bp umfassen,
aufgetrennt werden. Die Grol3e der Fragmente wurde durch den Vergleich mit einem

Marker bekannter Fragmentgrof3en identifiziert.

4.2.6. Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Eine bessere Auflosung der PCR-RFLP-Fragmente erfolgte mittels der
Polyacrylamidgel elektrophorese. Ein spezielles 22cm langes und 8%iges Long Ranger-
Gel wurde verwendet (Anhang V), um auch geringe quantitative und qualitative
Unterschiede der DNA-Sequenzen erkennen zu koénnen. Der Vortell dieser Methode
besteht darin, da3 sich mit Hilfe der Laufstrecke im Gel sowohl Deletionen bzw.
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Insertionen als auch Punktmutationen identifizieren lassen. Als Elektrodenpuffer wurde
der 1 X TBE Puffer verwendet (s. Tabelle 1, Anhang V). Nach der Elektrophorese
wurde mit einem “fluorescent SYBR Gold nucleic acid gel stain” angefarbt. Die

Bedingungen der Elektrophorese und der Farbung sind im Anhang 1V zusammengestel It.
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5. Ergebnisse

5.1. Isoenzym-Analyse

5.1.1. Beobachtete Polymorphismen an Enzym-Genloci
GOT-B

Am Genlocus GOT-B kamen insgesamt vier Allele vor; B, und Bgs traten in dlen drei
Bestanden und in der gleichen Rangfolge (Bs, B,) auf. Die seltenen Varianten B; und B,

wurden nicht in jedem der drei Bestdnde nachgewiesen.

IDH-A

Am Genlocus IDH-A waren drei Allele vorhanden; die Rangordnung der relativen
Haufigkeiten der zwel haufigeren Allele blieb Uber die Populationen hinweg konstant (As,
Ay), wobei die Haufigkeit des haufigsten Allels A3 zwischen 60% und 80% schwankte.

MDH-B

Der Genlocus MDH-B weist vier Allele auf; ale vier Allele kommen in der gleichen
Rangordnung ihrer Haufigkeiten in jeder Population vor. Die relative Haufigkeit der
haufigsten Variante B3 bewegte sich um 70%.

MDH-C

Am Genlocus MDH-C traten zwel Allele auf. lhre relativen Haufigkeiten zeigten keine

deutliche Unterschiede zwischen den Bestdnden.

LAP-A

Am Genlocus LAP-A wurden insgesamt funf Allele beobachtet. Die Auftrennung der
Allele A4 und As war indessen nicht deutlich genug, um die Interpretation hinreichend zu
sichern; deswegen wurden sie zu As zusammengefald. Die Reihenfolge der relativen

Haufigkeiten schwankte von Population zu Population. Das Allel A; war die seltenste
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Variante; Az und As zeigten in jeder Population dhnliche Haufigkeiten. Die Variante A,
zeigte deutliche Unterschiede zwischen den Besténden; in zwel Populationen war sie mit
einer Haufigkeit Uber 30% relativ haufig, in der dritten kam sie mit einem Anteil

Haufigkeit von etwa 4% vor.

MNR-A

Das Allel A, am Genlocus MNR-A war in jeder Population mit einer relativen Haufigkeit
von Uber 80% die haufigste Variante. Die seltenen Varianten A; und Az waren in allen
Populationen vertreten; im Gegensatz hierzu konnte die ebenso seltenen Variante A4 nicht
in jeder Population nachgewiesen werden konnte. Es handelt sich um einen typischen

Minorpolymorphismus.

PGI-B

Am Genlocus PGI-B  handelt es sich ebenfals um enen ausgepragten
Minorpolymorphismus mit einer relativen Haufigkeit des vorherrschenden Allels B, von
Uber 90%.

PGM-A

Der Genlocus PGM-A weist zwei vorherrschenden Allele (A, und Aj3) auf. Darlber
hinaus kam noch die seltene Variante As vor, die aber nicht in jeder Population

beobachtet wurde.

6PGDH-A

Am Genlocus 6PGDH-A handelt sich wieder um einen typischen Minorpolymorphismus.
Das haufigere Allel A, kommt in der Regel mit einer relativen Haufigkeit von Uber 90%

vor.

5.1.2. Schétzung des Anteils der Fremdbefruchtung und
Selbstbefruchtung anhand von Nachkommen aus freier
Abblute

Eine Schétzung der Fremdbefruchtungsrate wurde nach dem “mixed mating model” von

RiITLAND und JaIN  (1981) vorgenommen. Das Modell schéazt sowohl die
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Fremdbefruchtungsrate durch die Andyse der Genotypen an n as unabhéangig
angenommen Genloci as auch die Allelhdufigkeiten in den effektiven Pollenwolken. Mit
Ausnahme von Baum 4 zeigen ale Béaume einen hohen Anteil (>80%) Fremdbefruchtung
bei geringer Standardabweichung (Tabelle 5-1).

Tabelle 5-1: Fremdbefruchtungsratet der 11 untersuchten Baume

Familie Fremdbefruchtungsrate (t)  Standardabweichung Umfang (N)

1 0,97 0,05 100
2 121 0,37 89
3 0,99 0,04 100
4 0,68 0,24 37
5 1,00 0,05 89
7 0,92 0,05 100
8 0,96 0,04 100
9 1,00 0,05 116
10 0,84 0,03 133
11 0,94 0,04 99

Multilocus-Schéatzwerte von t >1 zeigen methodisch bedingte Fehler an, wie sie in der
Literatur immer wieder berichtet worden sind. Die detailierte Analyse der individuellen
effektiven Pollenwolken wird zeigen, in wie weit deren Heterogenitét eine gravierende

Abweichung von den Annahmen fir die Maximum-Likelihood-Schétzung darstellte.

5.1.3. Genetische Variation und Heterozygotie innerhalb der
Bestande

Die beobachteten Zymogramme wurden zur Schétzung der genotypischen bzw.
allelischen Strukturen benutzt. Die alelischen Haufigkeiten fir jede Population sind in
der Tabelle 5-2 prasentiert. Diese Allelhaufigkeiten wurden fur die Schétzung des

Klumpungsindex des jeweiligen Bestandes benutzt.
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Tabelle 5-2: Allelhaufigkeiten fiir jeden Genlocus und fur jeden Buchenbestand

Locus GOT-B LAP-A
Allel B, B, Bs B4 Ay A, As Asg
Bovenden 0,002 0,256 0,741 0,001 0,010 0,320 0,336 0,334
Schmallenberg - 0,358 0,642 - 0,019 0,358 0,365 0,258
Todtmoos - 0,359 0,636 0,005 0,012 0,044 0,467 0,477
L ocus MDH-B IDH-A
Allel B, B, Bs B4 A, As Ay
Bovenden 0,105 0,044 0,698 0,153 0,348 0,610 0,042
Schmallenberg 0,079 0,017 0,755 0,149 0,207 0,793 0,000
Todtmoos 0,058 0,020 0,771 0,151 0,320 0,669 0,011
Locus MNR-A PGM-A
Alle Ay A, Az Ay A, As As
Bovenden 0,001 0916 0,022 0,061 0,353 0,647 0,000
Schmallenberg 0,062 0,889 0,048 - 0,415 0,582 0,002
Todtmoos 0,017 0,918 0,009 0,056 0,410 0,589 0,001
Locus MDH-C PGI-B
Allel C, C, B; B,
Bovenden 0,333 0,667 0,982 0,018
Schmallenberg 0,257 0,743 0,978 0,022
Todtmoos 0,296 0,704 0,997 0,003
Locus 6PGDH-A
Allel A, As
Bovenden 0,910 0,090
Schmallenberg 0,916 0,084
Todtmoos 0,955 0,045
5.1.3.1. Untersuchung der Kollektive Zwiesel und Nicht-Zwiesel

an Enyzmgenorten

Die Allelhaufigkeiten der Teilkollektive sind in der Tabelle 5-3 vorgestellt. Fir die 9
Genorte wurden die dldische Viefdt, die alelische Diversitié und die
in Tabele 5-4

zusammengestellt. Sollten die Unterschiede zwischen den genetischen Strukturen an

Gesamtdifferenzierung der beiden Kollektive berechnet und

einzelnen Genorten nach phanotypischen Kriterien gebildeter Teilkollektive signifikant
sein, dann ist dies en Hinwes auf genetische Einflisse in der Ausprégung des

phéanotypischen Merkmals.

Allelische Vidfalt:

Insgesamt wurden an den 9 untersuchten Genorten 27 alelische Varianten im Kollektiv
Zwiesel und 28 im Kollektiv Nicht-Zwiesel gefunden. Entsprechend betrugen die
durchschnitlichen Anzahlen Allele pro Locus 3 und 3,1. Zwei Allele traten im Kollektiv
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Zwiesel und 4 im Kollektiv Nicht-Zwiesel mit Haufigkeiten von weniger as 2% auf (in
einigen Stichproben konnten sie nicht nachgewiesen werden). 6 Varianten wiesen im
Kollektiv Zwiesel und 3 im Kollektiv Nicht-Zwiesel in einigen Stichproben Haufigkeiten
von weniger als 2% auf (oder wurden gar nicht nachgewiesen), in anderen Stichproben
waren sie dagegen haufiger; keines dieser Allele besitzt in einer Population mehr als 7,5%
Haufigkeit. Zwel Allele im Kollektiv Zwiesel und die selben Allele im Kollektiv Nicht-
Zwiesel wurden in einigen Stichproben mit einer Haufigkeit von mehr as 2%
nachgewiesen, in anderen Stichproben gar nicht; die Haufigkeit dieses Allels war
insgesamt nicht groRRer als 8,5%. Ein relativ seltenes Allel war mit einer Haufigkeit
zwischen 4,1% und 10,3% in allen Stichproben zu finden. Jede Variante mit einer
Gesamt-Haufigkeit mit mehr as 20% wurde auch in alen einzelnen Populationen mit

mehr as 20% nachgewiesen.

Allelische Diversitat und Gesamtdifferenzierung:

Da v und Jr direkt voneinander abhangig sind, lassen diese beiden Variations-Mal3e auch
identische Tendenzen erkennen. Das Zwiesel-Kollektiv zeigt an alen Genloci bis auf
GOT-B, IDH-A, MDH-C und PGM-A grolere adlelische Diversitdt und
Gesamtdifferenzierung als das Nicht-Zwiesal-Kollektiv; Gber dhnliche Befunde berichtet
TUROK (1996). In den vorgenannten ausgenommenen Genloci zeigen die allelische
Diversitdt und Gesamtdifferenzierung keine eindeutige Tendenz fur die beiden
Kollektive. Der Genlocus LAP-A weist insgesamt die grofte und der Genlocus PGI-B die
kleinste Variation fir die beiden jewellige Kollektive wund dle drel
Untersuchungsbesténde auf. Das Zwiesel-Kollektiv zeigt aber im Genbestand grol3ere
Variation as das Nicht-Zwiesel-K ol lektiv (T abelle 5-4).
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Tabelle 5-3: Allelhaufigkeiten der Genloci in den beiden Teilkollektiven der drei Bestédnde

Locus GOT-B LAP-A
Allel B, B, Bj B4 A, A, As As
Bovenden
Zwiesel 0,000 0,241 0,759 0,000 0,017 0,325 0,329 0,329
Nicht-Zwiesel 0,002 0,257 0,740 0,002 0,007 0,316 0,341 0,336
Schmallenberg
Zwiesel 0,000 0,346 0,654 0,000 0,022 0,368 0,318 0,302
Nicht-Zwiesel 0,000 0,364 0,636 0,000 0,018 0,354 0,393 0,235
TA-222
Zwiesel 0,000 0,387 0,607 0,006 0,010 0,033 0,457 0,500
Nicht-Zwiesel 0,000 0,349 0,646 0,005 0,012 0,048 0,471 0,469
L ocus MDH-B IDH-A
Allel B, B, Bj B, A, As A,
Bovenden
Zwiesel | 0,088 0,075 0,681 0,155 0,368 0,588 0,044
Nicht-Zwiesel | 0,114 0,031 0,713 0,142 0,341 0,618 0,041
Schmallenberg
Zwiesel | 0,125 0,015 0,706 0,154 0,169 0,831 0,000
Nicht-Zwiesel | 0,057 0,018 0,779 0,146 0,225 0,775 0,000
Todtmoos
Zwiesel | 0,054 0,019 0,770 0,157 0,333 0,659 0,008
Nicht-Zwiesel | 0,059 0,020 0,772 0,150 0,316 0,673 0,012
L ocus MNR-A PGM-A
Allel A A, Aj A, A, Aj As
Bovenden
Zwiesel | 0,000 0,901 0,017 0,082 0,342 0,658 0,000
Nicht-Zwiesel | 0,001 0,923 0,022 0,053 0,357 0,643 0,000
Schmallenberg
Zwiesel | 0,110 0,846 0,044 0,000 0,404 0,596 0,000
Nicht-Zwiesel | 0,039 0,911 0,050 0,000 0,421 0,576 0,004
Todtmoos
Zwiesel | 0,019 0,900 0,006 0,075 0,437 0,563 0,000
Nicht-Zwiesel | 0,017 0,923 0,010 0,050 0,401 0,598 0,001
Locus MDH-C PGI-B
Allel C, C, B, Bj
Bovenden
Zwiesel 0,366 0,634 0,979 0,021
Nicht-Zwiesel 0,317 0,683 0,984 0,016
Schmallenberg
Zwiesel 0,228 0,772 0,971 0,029
Nicht-Zwiesel 0,271 0,729 0,982 0,018
Todtmoos
Zwiesel 0,253 0,747 0,994 0,006
Nicht-Zwiesel 0,312 0,688 0,997 0,003
Locus 6PGDH-A
Allel A, Aj
Bovenden
Zwiesel 0,922 0,078
Nicht-Zwiesel 0,901 0,099
Schmallenberg
Zwiesel 0,897 0,103
Nicht-Zwiesel 0,925 0,075
Todtmoos
Zwiesel 0,944 0,056
Nicht-Zwiesel 0,959 0,041




Tabelle 5-4: Alldische Viefalt, allelische Diversitéat v und Gesamtdifferenzierung oy fir die
Teilkollektive Zwiesel und Nicht-Zwiesel in den drei Bestanden

Genort Allelische Vielfalt Allelische Diver sitat Gesamtdifferenzierung
(n) (V) (3r)
Zwiesel  Nicht-Zwiesel Zwiesel  Nicht-Zwiesdl  Zwiesdl Nicht-Zwiesel
GOT-B
Bovenden 4 4 1,577 1,630 0,368 0,387
Schmallenberg 2 2 1,826 1,863 0,456 0,465
Todtmoos 3 3 1,931 1,856 0,483 0,461
IDH-A
Bovenden 3 3 2,070 2,009 0,519 0,503
Schmallenberg 2 2 1,391 1,536 0,283 0,350
Todtmoos 3 3 1,835 1,811 0,456 0,448
LAP-A
Bovenden 4 4 3,403 3,384 0,709 0,706
Schmallenberg 4 4 3,190 3,067 0,692 0,676
Todtmoos 4 4 2,690 2,608 0,630 0,617
MDH-B
Bovenden 4 4 1,993 1,845 0,500 0,459
Schmallenberg 4 4 1,859 1,584 0,465 0,370
Todtmoos 4 4 1,622 1,617 0,384 0,382
MDH-C
Bovenden 2 2 1,867 1,764 0,466 0,434
Schmallenberg 2 2 1,543 1,654 0,355 0,397
Todtmoos 2 2 1,608 1,753 0,379 0,430
MNR-A
Bovenden 3 4 1,222 1,168 0,182 0,144
Schmallenberg 3 3 1,371 1,200 0,273 0,167
Todtmoos 4 4 1,227 1,170 0,185 0,145
PGI-B
Bovenden 2 2 1,044 1,033 0,042 0,032
Schmallenberg 2 2 1,061 1,036 0,058 0,035
Todtmoos 2 2 1,013 1,006 0,012 0,006
PGM-A
Bovenden 2 2 1,819 1,848 0,452 0,460
Schmallenberg 2 3 1,929 1,967 0,485 0,493
Todtmoos 2 3 1,969 1,928 0,493 0,482
6PGDH-A
Bovenden 2 2 1,169 1,217 0,145 0,178
Schmallenberg 2 2 1,227 1,161 0,186 0,139
Todtmoos 2 2 1,119 1,089 0,107 0,082
Genpool
Bovenden 27 28 1,796 1,766 0,376 0,367
Schmallenberg 24 25 1,711 1,674 0,361 0,343
Todtmoos 26 27 1,668 1,649 0,348 0,339
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Tabelle 5-5: Beobachtete Heterozygotie H, und bedingte Heterozygotie H. fur die Teilkollektive
Zwiesel und Nicht-Zwiesel der Versuchsbestande

Genort Heter ozygotie
Zwiesel Nicht-Zwiesel
Ha He Ha He
GOT-B
Bovenden 0,377 0,782 0,425 0,818
Schmallenberg 0,456 0,660 0,443 0,608
Todtmoos 0,439 0,559 0,454 0,640
LAP-A
Bovenden 0,624 0,624 0,664 0,664
Schmallenberg 0,676 0,676 0,700 0,700
Todtmoos 0,385 0,385 0,429 0,429
IDH-A
Bovenden 0,430 0,521 0,478 0,625
Schmallenberg 0,250 0,739 0,293 0,651
Todtmoos 0,448 0,656 0,439 0,671
MDH-B
Bovenden 0,425 0,667 0,362 0,630
Schmallenberg 0,397 0,675 0,264 0,597
Todtmoos 0,335 0,727 0,318 0,696
MDH-C
Bovenden 0,509 0,694 0,451 0,712
Schmallenberg 0,368 0,806 0,414 0,763
Todtmoos 0,322 0,636 0,365 0,585
MNR-A
Bovenden 0,181 0,913 0,136 0,885
Schmallenberg 0,250 0,810 0,164 0,920
Todtmoos 0,142 0,708 0,132 0,857
PGI-B
Bovenden 0,043 1,000 0,032 1,000
Schmallenberg 0,059 1,000 0,036 1,000
Todtmoos 0,013 1,000 0,006 1,000
PGM-A
Bovenden 0,509 0,744 0,488 0,685
Schmallenberg 0,485 0,600 0,532 0,627
Todtmoos 0,448 0,512 0,452 0,563
6PGDH-A
Bovenden 0,139 0,889 0,150 0,761
Schmallenberg 0,147 0,714 0,136 0,905
Todtmoos 0,105 0,926 0,081 0,948
Mittlere
Heterozygotie
Bovenden 0,360 0,759 0,354 0,753
Schmallenberg 0,343 0,742 0,331 0,752
Todtmoos 0,297 0,678 0,297 0,710
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Heterozygotie:

Die beobachteten Heterozygotenanteile an den einzelnen Genloci und ihr Mittelwert sind
in der Tabelle 5-5 dargestellt. Das Kollektiv Zwiesel weist in seiner Gesamtheit einen
etwas hoheren Heterozygotenantell as das Kollektiv Nicht-Zwiesel auf, wobel markante
Unterschiede nicht beobachtet werden konnten. Der grofdte Heterozygotenanteil zeigt sich

bei beiden Kollektiven am Genlocus LAP-A und der kleinste am Genlocus PGI-B.

5.1.3.2. Differenzierung zwischen den Kollektiven

Die Haufigkeitsverteilungen wurden mittels eines statistischen Tests auf Signifikanz der
beobachteten Unterschiede zwischen den Kollektiven geprift. Getestet wurde damit die
Hypothese, dal3 die beiden Kollektive tatsachlich nicht unterschiedlich sind und die
beobachteten Unterschiede zwischen ihren genetischen Strukturen mit ausreichenden
allein aufgrund von Stichprobeneffekten verursacht werden konnen. Als geeigneter Test
wurde der G-Test verwendet (SokALund ROHLF, 1981).

Mit Hilfe des G-Tests auf Homogenité wurde an alen untersuchten Genloci bis auf
MDH-B fur den Bestand Bovenden, MDH-C fur den Bestand Todtmoos und MNR-A fur
den Bestand Schmallenberg kein signifikanter (n.s.) Underschied zwischen den beiden
Kollektiven entdeckt. Den grofdten allelischen Abstand zeigte der Genort MDH-C und
den kleinsten der Genort PGI-B (T abelle 5-6). Bemerkenswert ist, dal3 der grofdte
allelische Abstand zwischen den beiden Kollektiven im Bestand Schmallenberg (nur
Altbdume) nachgewiesen wurde; in den beiden anderen Bestanden, die eine &nliche
Bestandesstruktur aufweisen (Altbdume und Naturverjiingung), wurde ein relativ geringer
allelischer Abstand festgestellt.
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Tabelle 5-6: Allelischer Abstand d,

zwischen den zwei morphologisch unterschiedlichen

Teilkollektiven Zwiesel und Nicht-Zwiesel an den einzelnen Genloci bzw. im Genpool der
Versuchsbestdnde und die PriufgroBe G des Homogenitéatstests der allelischen

Haufigkeitsverteilungen (0,05, 0,01 und 0,001")

kK

Genort Allelischer Abstand Homogenitéatstest
Bestand (do) (Prifungsgr63e G)
GOT-B
Bovenden 0,019 1,441 ns.
Schmallenberg 0,019 0,140 n.s.
Todtmoos 0,039 2,329 n.s.
LAP-A
Bovenden 0,021 1,860 n.s.
Schmallenberg 0,091 4,139 n.s.
Todtmoos 0,036 7,218 n.s.
IDH-A
Bovenden 0,033 1,902 n.s.
Schmallenberg 0,056 1,790 nss.
Todtmoos 0,017 0,808 n.s
MDH-B
Bovenden 0,056 8,204 *
Schmallenberg 0,076 5,707 n.s.
Todtmoos 0,008 0,456 n.s.
MDH-C
Bovenden 0,049 1,878 n.s.
Schmallenberg 0,043 0,919 n.s.
Todtmoos 0,059 6,474 *
MNR-A
Bovenden 0,029 3,110 n.s.
Schmallenberg 0,071 7,332 *
Todtmoos 0,030 6,899 n.s.
PGI-B
Bovenden 0,005 0,256 n.s.
Schmallenberg 0,012 0,550 n.s.
Todtmoos 0,004 2,187 n.s.
PGM-A
Bovenden 0,014 0,155 n.s.
Schmallenberg 0,020 0,919 n.s.
Todtmoos 0,036 2,465 n.s.
6PGDH-A
Bovenden 0,021 0,866 n.s.
Schmallenberg 0,028 0,900 n.s.
Todtmoos 0,016 3,864 n.s.
Genpool
Bovenden 0,027
Schmallenberg 0,046
Todtmoos 0,027
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5.1.4. Morphologische und genotypische Strukturen innerhalb der
Bestande

Die Kennzeichnung der untersuchten Baume als Zwiesel und Nicht-Zwiesel ist fur die drei
Bestdndein Abb. 4-4 bis Abb. 5-6 dargestellt. Die verzwieselten Baume sind Uberall auf
der Flache verteilt mit der Tendenz verzwieselter B&ume, in kleinen Gruppen aufzutreten.
Die genotypischen Haufigkeiten in den beiden Teilkollektiven lassen keine eindeutige
Tendenz erkennen (Tabelle 5-7). Der Genotyp LAP-A;Az kommt in alen drei
Versuchsbestdnden nur unter Nicht-Zwieseln vor; dieser Befund, welcher mogliche
Zusammenhange mit der morphol ogischer Variation nicht ausschlief3en 1&3t, wird eher als
Zufalsereignis bewertet. Eine Gruppierung nach Genotypen, die auch mit den

morphol ogischen Auspragungen Zwiesel oder Nicht-Zwiesel in Zusammenhang gebracht
werden konnte, ist nicht erkennbar. Im Bestand Bovenden zeigt der Genotyp MDH-B,B,
die Besonderheit, dal? er nicht Uberall auf der Fléche vorkommt, sondern nur in kleinen
Gruppen im westlichen Teil der Versuchsflache. Auch der Genotyp MDH-B3B, 183

tendenziell Gruppen auf der Versuchsflache erkennen, jedoch nicht so deutlich.

Die Autokorrelationsanalyse zeigte keine deutliche Autokorrelation fur die raumliche

Verteilung des morphologischen Merkmals Zwieselbildung (Kap. 6.1.5).
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Tabelle 5-7: Genotyphaufigkeiten aller Genloci in den beiden Teilkollektiven

Bovenden Schmallenberg Todtmoos
Zwiesel Nicht-Zwiesel | Zwiesel Nicht-Zwiesel | Zwiesel Ni cht-Zwiesel

GOT-B

B,Bs | 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000

B,B, | 0,053 0,046 0,119 0,142 0,172 0,127

B.Bs| 0,377 0,419 0,463 0,440 0,427 0,444

B,B, | 0,000 0,003 0,000 0,000 0,004 0,000

B3B3 | 0,570 0,529 0,418 0,418 0,389 0,419

BB, | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,008 0,010
LAP-A

AA,| 0,026 0,009 0,015 0,014 0,000 0,000

A;A3| 0,000 0,006 0,000 0,007 0,000 0,007

AA5| 0,009 0,000 0,030 0,014 0,021 0,017

A-A,| 0,103 0,088 0,104 0,088 0,008 0,009

A-A3| 0,231 0,224 0,269 0,326 0,033 0,037

A-As5| 0,198 0,221 0,224 0,206 0,017 0,043

AzA3| 0,137 0,133 0,104 0,170 0,305 0,318

AzAs5| 0,154 0,185 0,149 0,106 0,260 0,262

AsAs5| 0,154 0,133 0,104 0,071 0,348 0,308
IDH-A

A-A, | 0,167 0,118 0,045 0,078 0,117 0,105

A-Az| 0,395 0,431 0,239 0,298 0,431 0,416

A-A4| 0,009 0,015 0,000 0,000 0,000 0,004

AzA3| 0,377 0,386 0,716 0,624 0,435 0,455

AzA4| 0,026 0,032 0,000 0,000 0,017 0,019

A4A4| 0,026 0,018 0,000 0,000 0,000 0,000
MDH-B

B,B, | 0,000 0,009 0,015 0,000 0,004 0,006

BB, | 0,026 0,009 0,000 0,000 0,000 0,000

B.B;| 0,111 0,139 0,209 0,106 0,092 0,088

BB, | 0,068 0,074 0,015 0,007 0,008 0,019

B,B, | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,003

B,B3| 0,077 0,041 0,030 0,035 0,029 0,028

B,B4| 0,043 0,012 0,000 0,000 0,008 0,005

B3B3 | 0,504 0,563 0,522 0,645 0,611 0,625

B3B4| 0,120 0,097 0,134 0,121 0,197 0,177

B,B,| 0,051 0,056 0,075 0,085 0,050 0,048
MDH-C

C,C;| 0,112 0,091 0,045 0,064 0,092 0,130

C,C,| 0,509 0,451 0,373 0,411 0,322 0,363

C,C,| 0,379 0,459 0,582 0,525 0,586 0,507
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Tabelle 5-7: (Fortsetzung): Genotyphaufigkeiten aller Genloci in den beiden Teilkollektiven

Bovenden Schmallenberg Todtmoos
Zwiese! Nicht-Zwiesel | Zwiesel Nicht-Zwiesel | Zwiesel Nicht-Zwiesel

MNR-A

A;A; | 0,000 0,000 0,030 0,000 0,008 0,002

A;A; | 0,000 0,003 0,164 0,078 0,021 0,027

AsA,| 0,810 0,855 0,716 0,830 0,828 0,858

AA3| 0,034 0,032 0,090 0,085 0,013 0,020

AzA; | 0,000 0,006 0,000 0,007 0,000 0,000

AA,| 0,147 0,100 0,000 0,000 0,109 0,082

AA4| 0,009 0,003 0,000 0,000 0,021 0,009
PGI-B

B,B, | 0,957 0,968 0,940 0,965 0,987 0,994

B,B3 | 0,043 0,032 0,060 0,035 0,013 0,005
PGM-A

A.A, | 0,088 0,112 0,149 0,164 0,213 0,176

A,A3| 0,509 0,488 0,493 0,521 0,448 0,451

AzA; | 0,404 0,399 0,358 0,307 0,339 0,372

AzAs | 0,000 0,000 0,000 0,007 0,000 0,000
6PGDH-A

ALA, | 0,852 0,823 0,821 0,858 0,891 0,919

AA3| 0,139 0,150 0,149 0,135 0,105 0,079

AsAs | 0,009 0,024 0,030 0,007 0,004 0,002
Sowohl die genotypische Diversitdt bzw. Gesamtdifferenzierung der beiden

morphologisch unterschiedlichen Tellkollektive als auch die genotypischen Abstande

zwischen denselben sind Uber die einzelnen Genloci sehr heterogen. Die genotypischen

Absténde sind relativ klein und nicht signifikant; trotzdem ist zu bemerken, dal3 die

genotypischen Abstdnde an allen Genloci bis auf GOT-B in den zwel Bestdnden
Bovenden und Todtmoos kleiner sind alsim Bestand Schmallenberg (Tabelle 5-8).
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Tabelle 5-8: Genotypische Diversitét und Gesamtdifferenzierung innerhalb der beiden Teilkollektive

Zwiesel und Nicht-Zwiesel sowie genotypischer Abstand dg

zwischen den zwel

mor phologisch unterschiedlichen Teilkollektiven. Test auf Homogenitat (G-Test) der
genotypischen Haufigkeitsverteilungen an einzelnen Genloci.

Genort Genotypische Gesamtdifferenzierung | Genotypischer Homogenitat
Diversitat (87) Abstand (dp) (G-Test)
v)
Zwiesel Nicht- Zwiesel Nicht-
Zwiesel Zwiesel
GOT-B
Bovenden | 2,127 2,186 0,535 0,544 0,048 1,905 n.s.
Schmallenberg | 2,481 2,574 0,606 0,616 0,023 0,227 n.s.
Todtmoos | 2,754 2,574 0,640 0,612 0,048 5,641 n.s.
IDH-A
Bovenden | 3,055 2,896 0,679 0,657 0,057 3,494 n.s.
Schmallenberg | 1,747 2,065 0,434 0,519 0,092 1,969 n.s.
Todtmoos | 2,570 2,553 0,613 0,609 0,027 2,331 n.s.
LAP-A
Bovenden | 7,031 6,943 0,865 0,858 0,072 8,611 n.s.
Schmallenberg | 5,993 5,027 0,846 0,807 0,178 16,056 n.s.
Todtmoos | 4,822 4,814 0,796 0,793 0,097 19,105 n.s.
MDH-B
Bovenden | 3,398 2,818 0,712 0,647 0,128 14,411 n.s.
Schmallenberg | 2,928 2,218 0,668 0,553 0,139 7,089 n.s.
Todtmoos | 2,396 2,331 0,585 0,572 0,036 10,218 n.s.
MDH-C
Bovenden | 2,409 2,375 0,590 0,581 0,078 2,203 n.s.
Schmallenberg | 2,083 2,229 0,528 0,555 0,057 0,738 n.s.
Todtmoos | 2,196 2,469 0,547 0,596 0,079 5,640 n.s.
MNR-A
Bovenden | 1,472 1,346 0,323 0,258 0,054 4,092 n.s.
Schmallenberg | 1,821 1,425 0,458 0,300 0,120 9,046 n.s.
Todtmoos 1,430 1,344 0,302 0,256 0,046 7,751 n.s.
PGI-B
Bovenden | 1,089 1,067 0,083 0,063 0,010 0,261 n.s.
Schmallenberg | 1,126 1,073 0,114 0,069 0,024 0,613 n.s.
Todtmoos | 1,028 1,012 0,025 0,012 0,008 2,191 n.s.
PGM-A
Bovenden | 2,329 2,436 0,576 0,591 0,025 0,587 n.s.
Schmallenberg | 2,543 2,543 0,616 0,611 0,051 1,280 n.s.
Todtmoos | 2,771 2,684 0,642 0,628 0,038 2,458 n.s.
6PGDH-A
Bovenden | 1,341 1,418 0,257 0,295 0,026 1,287 n.s.
Schmallenberg | 1,435 1,325 0,308 0,247 0,037 1,633 n.s.
Todtmoos | 1,242 1,178 0,196 0,151 0,030 3,326 n.s.
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5.1.5. Raumliche Autokorrelationen

5.1.5.1. Moran's Index |

Die Ergebnisse der réumlichen Autokorrelatiosanalyse beziehen sich zunédchst auf
Moran's |. Sie sind fur die Zwieselbildung in der Form eines I-Korrelogramms in Abb.
5-1 dargestellt. Nach dem Korrelogramm sind Uber die Bestédnde hinweg durchaus
dhnliche Tendenzen in der réumlichen Vertellung der verzwieselten Baume zu
beobachten, wobel sich die beobachtete réumliche Verteilung in bestimmten
Entfernungen nur im Bestand Todtmoos signifikant von einer rein zufallsbedingten
Vertellung unterscheidet. Weitere I-Korrelogramme (Abb. 6-2 bis Abb. 6-11) zeigen die
réaumlichen Autokorrelationen fir Allele aller Genorte und jeweils die drei Besténde. Der
Index I nimmt in alen Bestéanden relativ kleine Werte an. Unterschiedliche Trends
genetischer Autokorrelation wurden allerdings fiir einzelne Allele festgestellt*. Die Werte
der Mal3e | werden fur die Distanzklassen und fur die 16 beobachteten Allele der 9
untersuchten Enzymgenloci im Anhang V aufgelistet. Der Index | erreicht im Bestand
Bovenden in der ersten Distanzklasse bel alen Genloci seinen grofdten Wert und wurdein
einer Entfernung von ca. 20 bis 30m gleich null; interessant ist dabel, dal3 mit
zunehmender Entfernung in Moran’s | eine abnehmende fir die Genotypen festzustellen
ist. Ahnlich sind die Ergebnisse fur den Bestand Todtmoos, wobei in diesem Bestand mit
zunehmender Entfernung die Werte bei ungefahr null bleiben. Im Bestand Schmallenberg
werden die grofdten Werte fur den Genort MNR-A erreicht. Bel allen Genorten bis auf
MNR-A liegt der Index | in einer Entfernung von ca. 30 bis 40m bei null; bei dem
Genlocus MNR-A wird der Index | jedoch erst in einer Entfernung von ca. 50 bis 60m
gleich null, wobel im Bestand Schmallenberg fur alle Genorte bis auf MNR-A mit
zunehmender Entfernung kein eigentlicher Trend der Korrelation zu erkennen ist. Es
konnen allerdings bei den extrem seltenen Allele dtatistische Probleme in der
Interpretationsmdglichkeit von Moran's | auftreten (TAKAHASHI et al., 2000). Dieses war
insbesondere bel den Enzymsysteme PGI-B und 6PGDH-A der Fall und von daher sollte

* Zur Diskussion dieser Trendsim Vergleich zu anderen Arbeiten anderer Autoren siehe K apitel
7.1.1.
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eine Interpretation ihrer Korrelogramme sehr vorsichtig vorgenommen werden. Trotz der
relativ geringen beobachteten réaumlichen Autokorrelationen zeigen die Werte von
Moran's | an den meisten Genorten in den beiden Besténden Bovenden und Todtmoos
hochsignifikante Abweichungen von den unter der Hypothese einer relativ gleichmaliigen
rédumlichen Verteilung erwarteten Werten. Im Bestand Schmallenberg sind die Werte von
Moran's | nur an wenigen Genorten signifikant abweichend, d.h. die réumliche
Verteillung der Genotypen weist keine auffallige réumliche Strukturierung der genetischen
Information auf. Dieses Ergebnis ist bel der Darstellung der Mittelwerte von Moran’s |
Uber die Genloci hinaus fir den jeweiligen Bestand in der Abb. 5-11 sehr deutlich zu
sehen.
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Abb. 5-1: |-Korrelogramm fur das Merkmal Zwieselbildung in den drei Untersuchungsbestéanden
(Signifikanz bei a=0,05*, 0,01** bzw. 0,001***).
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Abb. 5-2: I-Korrelogramme fiir vier der untersuchten Enzymgenloci: Bestand Bovenden-Abt.26
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Abb. 5-3: I-Korrelogramme fiir zwel der unter suchten Enzymgenloci: Bestand Bovenden-Abt.26

(Signifikanz bei a=0,05*, 0,01** bzw. 0,001***).
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Abb. 5-4: |-Korrelogramme fir die Alleleam Genort MNR-A: Bestand Bovenden-Abt.26
(Signifikanz bei a=0,05*, 0,01** bzw. 0,001***).
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Abb. 5-5: |-Korrelogramme fir einige der untersuchten Enzymgenloci: Bestand Schmallenberg
(Latrop-Abt. 4a) (Signifikanz bei a=0,05*, 0,01** bzw. 0,001***).
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Abb. 5-6: |-Korrelogramme fiir die Enzymgenloci LAP-A, MDH-B und MDH-C: Bestand
Schmallenberg (L atrop-Abt. 4a) (Signifikanz bei a=0,05*, 0,01** bzw. 0,001***).
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Abb. 5-7: I-Korrelogramme fiir den Genort MNR-A: Bestand Schmallenberg (L atr op-Abt. 4a)
(Signifikanz bei a=0,05*, 0,01** bzw. 0,001***).
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Abb. 5-8: I-Korrelogramme fiir drei der untersuchten Enzymgenloci: Bestand Todtmoos-Abt. 9
(Signifikanz bei a=0,05*, 0,01** bzw. 0,001***).
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Abb. 5-9: I-Korrelogramme fir finf der untersuchten Enzymgenloci: Bestand Todtmoos-Abt. 9
(Signifikanz bei a=0,05*, 0,01** bzw. 0,001***).
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Abb. 5-10: I-Korrelogramme fir den Genort MNR-A: Bestand Todtmoos-Abt. 9 (Signifikanz bei
a=0,05*, 0,01** bzw. 0,001***).
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Abb. 5-11: |-Korrelogramme fiir die Mittelwertevon | fir diedrei Unter suchungsbesténde. Die
Zahlen bedeuten die Anzahlen der Allele mit signifikant von der normalen Verteilung
abweichenden Werten fir diejeweiligen Distanzklassen.
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5.1.5.2. Semivarianzanalyse und Interpolation

Die Ergebnisse des Krigings, das als Interpolationsmethode verwendet wurde, fiihren zu
Vertellungen der Allelhdufigkeiten auf der Versuchsflache. Die Semivariogramme
(Anhang VI) geben einen ersten Eindruck von der Abhéngigkeit zwischen Genotypen
und ihrem réaumlichen Abstand. Unterschiedliche Typen von Variogrammen stellen
unterschiedliche raumliche Abhéngigkeiten dar. Anhand der Variogramme kann zunéchst
festgestellt werden, dal3 die Semivarianz der relativ seltenen Allelvarianten relativ gering
ist und mit zunehmender Entfernung langsam zunimmt. Dagegen nimmt die Semivarianz
bei den haufigeren Allelvarianten innerhalb einer Distanz von ca. 7m rasch zu; fir
Entfernungen >7m blelbt ihr Anstieg flach. Je ndher die Individuen innerhalb ener
Entfernung von 7m zueinander stehen, desto grofRRer ist offenbar ihre genetische
Ahnlichkeit. Betragen ihre raumlichen Abstdnde >7m, dann wiirde dies keinen
besonderen Unterschied bei den Werten der Semivarianz ausmachen, d.h. die Genotypen
wéren weitgehend unabhangig voneinander. Diese Ergebnisse sind im Bestand Bovenden
an einigen Genloci ausgeprégt und in Verbindung mit denen der Autokorrelationsanalyse
zu sehen. An den Genorten MDH-B und MNR-A werden réumliche Strukturen
genetischer Information in dem Sinne deutlich, dald bestimmte Allele gerade im
homozygotem Zustand rdumlich geklumpt auftreten oder andere Allele in bestimmten
Bereichen gar nicht vorkommen (s. Anhang VI1). Die Genorte MDH-C und PGM-A
zeigen eine raumlich fast nicht strukturierte Verteilung der Allelhdufigkeiten, wéhrend an
den Genorten GOT-B, PGI-B, IDH-A, LAP-A und 6PGDH-A Auffdligkeiten in der
Verteilung besonders bei den seltenen Allele nachgewiesen wurde. Ahnliche Tendenzen
waren auch im Bestand Todtmoos an den jeweiligen Genorten zu finden (Anhang VII).
Die Bedeutung der seltenen Allele fur die Identifizierung von Familienstrukturen wird in
Kap. 7.1.4 diskutiert. Die Interpolation wurde auch fur die Darstellung der rdumlichen
Muster der Verteilung der Zwiesel und Nicht-Zwiesel (Abb. 5-12) verwendet.
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Abb. 5-12: Raumliche Verteilung der Zwiesel und Nicht-Zwiesel in den drei Versuchsbestdnden. Die

Wipfelschéaftigkeit wurdein O und die Zwieseligkeit in 1 transformiert.
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5.1.6. Beobachtung der Verteilung der Allelhaufigkeiten innerhalb
der Versuchsbestande

Be der direkten Beobachtung der Verteilung der Allelhaufigkeiten innerhab der
Versuchsbestdnde waren d@hnliche Tendenzen der genetischen Strukturen zu erkennen.
Die Untersuchung durch die summierten Allelhaufigkeiten zeigte an einigen Genloci

deutlichere Tendenzen der raumlichen Verteilung der genetischen Information.

5.1.6.1. Klumpungsindex KiI

Der Klumpungsindex as ein Indikator fir einen Uberschul3 oder Defizit eines Allelsim
Vergleich zu seiner Haufigkeit auf der ganzen Flache ist fur die Untersuchungsbestande
in Abb. 5-13 bis Abb. 5-19 dargestellt. Eine stérkere Klumpung bestimmter genetischer
Typen war auch mit diesem Index nicht feststellbar. In alen drei Bestanden waren relativ
deutliche Tendenzen raumliches UberschulRes bzw. ortliches Defizits deutlicher bei
seltenen Allelen zu erkennen. Im Bestand Bovenden stellen insbesondere die Verteilung
der seltenen Allele der Genloci GOT-B (B1,Bs4), MNR-A (A1, Ag), und LAP-A (A1) und
MDH-B (B,,B,4) Beispiele dieser Art dar (Abb. 5-13 bis Abb. 5-15). Der Uberschul oder
das ortliche Defizit der Allele wurde in der ersten (12,3m) oder zweiten (24,6m)
Distanzklasse beobachtet. Im Bestand Schmallenberg geben die relativ seltenen Allele
(Abb. 5-16, Abb. 5-17) auch Auskunft Uber réumliche Haufigungen oder ortliche
Seltenheit von Allelen (MNR-A;, LAP-A; MDH-B;, MDH-B,, MDH-C;). In diesem
Bestand waren die UberschuRe bzw. die drtliche Defizite in der ersten (12,3m) und dann
wieder in der vierten (48m) oder sechsten (73,8) Distanzklasse zu betrachten. Im Bestand
Todtmoos waren die Allele MDH-B;, MDH-B,, MDH-B4, GOT-B4, MNR-A; und MNR-
Az mehr informativ (Abb. 5-18, Abb. 5-19). In diesem Bestand waren Uberschulle oder
ortliche Defizite in den ersten Distanzklassen zu sehen; Uberschule kamen dann wieder
in grofkeren Entfernungen vor; die meisten wurden in der zehnten (123m) bis zur
funfzehnten (184,5m) Distanzklasse beobachtet.
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Abb. 5-13: Klumpungsindex als Indikator vom Uberschu bzw. ¢rtlichen Defizit von Allelen in

bestimmten Distanzen im Bestand Bovenden.
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Abb. 5-14: Klumpungsindex als Indikator vom Uberschu bzw. ¢rtlichen Defizit von Allelen in

bestimmten Distanzen im Bestand Bovenden.
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Abb. 5-15: Klumpungsindex als Indikator vom Uberschu bzw. ¢rtlichen Defizit von Allelen in
bestimmten Distanzen im Bestand Bovenden.
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Abb. 5-16: Klumpungsindex als Indikator vom Uberschu bzw. ¢rtlichen Defizit von Allelen in
bestimmten Distanzen im Bestand Schmallenberg.
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Abb. 5-17: Klumpungsindex als Indikator vom UberschuR bzw. ortlichen Defizit von Allelen in
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Abb. 5-18: Klumpungsindex als Indikator vom UberschuR bzw. ortlichen Defizit von Allelen in

bestimmten Distanzen im Bestand Todtmoos.
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Abb. 5-19: Klumpungsindex als Indikator vom UberschuR bzw. ortlichen Defizit von Allelen in
bestimmten Distanzen im Bestand Todtmoos.

5.1.6.2. Summierte Allelhdufigkeiten mit zunehmender
Entfernung in den Versuchsbesténden

Diese Methode mift die Anderungen der Allelhaufigkeiten im Versuchsbestand durch die
Beobachtung ihrer Zunahme bzw. Abnahme mit zunehmender Entfernung von einem
bestimmten Anfangspunkt. Die seltenen Allele sind auch hier informativer als die
héufigeren. Im Bestand Bovenden treten an den Genloci MDH-B (B4), MDH-C (C;) und
LAP-A (A1, As) in den beiden ersten Distanzen (12,3 bis 24,6m) die genannten Allele
deutlich haufiger auf as auf der gesamten Beobachtungsflache; dies weist auf einen
Uberschuf? dieser Allele in Bereichen bis ca. 25m auf. Ahnliche Tendenzen sind im
Bestand Schmallenberg an den Genorten MDH-B (B,) und LAP-A (As) und fUr eine
Entfernung von ca. 50m zu erkennen. Im Bestand Todtmoos zeigen die Genloci MDH-B
(B2) und LAP-A (As) dhnliche Befunde; trotzdem sind keine deutlich Unterschiede
festzustellen. Aufgrund der Form der Untersuchungsfléche enthalten die ersten Distanzen
keine Individuen bzw. Genotypen und von daher sind die Allelhdufigkeiten bis zu einer

Entfernung von 250m vom Anfangspukt gleich null.
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Abb. 5-20: Allelhaufigkeiten nach zunehmender Entfernung summiert Gber die ganze
Beobachtungsflache (Bestand Bovenden).
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Abb. 5-21: Allelhaufigkeiten nach zunehmender Entfernung summiert Gber die ganze
Beobachtungsflache (Bestand Bovenden).

67



0,050 Bovenden (Abt. 26)

0,045

0,040
0,035

0,030

0,025

—+— GOT-B1
—~= GOT-B4
—4+— IDH-A4
¥ LAP-Al
—O— MNR-A1
—X— MNR-A3

Allelhaufigkeit

0,020
0,015

0,010

0,005

0,000 I,ﬁ?ﬁ,

0 10 20 30 40 50 60 70
Distanz

Abb. 5-22: Haufigkeiten der seltenen Allele mit zunehmender Entfernung summiert Gber die ganze

Beobachtungsflache (Bestand Bovenden).
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Abb. 5-23: Allelhaufigkeiten nach zunehmender Entfernung summiert Gber die ganze
Beobachtungsflache (Bestand Schmallenber g).
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Abb. 5-27: Allelhaufigkeiten nach zunehmender Entfernung summiert Gber die ganze
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5.2. DNA-Analyse

5.2.1. DNA-Isolierung

Die Menge aus den Bucheckern und den Knospen isolierter DNA betrégt 20 bis 30ug/g
Pflanzenmaterial und ist von guter Qualitét, wahrend die Menge der aus den Blétern
isolierten DNA geringer, aber ebenfals fur die DNA-Anayse noch geeignet war. Die
isolierte DNA war ungeféhr 23kb lang.

5.2.2. RFLP-Analyse nach Southern-Hybridisierung mit einer
heterologen cpDNA-Sonde

Die Restriktionsfragmentléngenanalyse zeigte nach der Hybridisierung mit der
heterologen cpDNA-Sonde keine Variation zwischen den Baumen der Versuchsflache.
Im Gegensatz zu dhnlichen Untersuchungen in Buchenbestdnden von Rheinland-Pfalz
tritt in diesem Bestand nur die eine Variante auf, die in Rheinland-Pfalz die haufigere war

(VORNAM und HERZOG, 1996).

5.2.3. PCR-Amplifizierung

Die Amplifizierungsprodukte der bestimmten Primer-Paare der Chloroplasten-DNA
zeigten keine Variation. Die Amplifizierung mit dem Primer-Paar fir mitochondriale
DNA war problematisch und nicht immer wiederholbar. Die Lange der
Amplifizierungsprodukte der Mitochondrien- und Chloroplasten-DNA sind in Tabelle
5-9 dargestellt.

Tabelle 5-9: Langen der Amplifizierungsprodukte

Primer -Paar Lange der Produkte
Mitochondriengenom

nad 4.2 - nad 4.3 1800 bp
Chloroplastengenom

trnC-trnD 2500bp

trnT-trnD 1700bp

trnT-trnL 900bp

trnL-trnF 1000bp
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5.2.4. PCR - RFLP-Analyse

Um Variation der verschiedenen Genome zu entdecken, wurden die PCR-Produkte mit
unterschiedlichen Restriktionsendonukleasen geschnitten (s. Kap. 4.2.4.4). Sowohl bel
der cpDNA- as auch bel der mtDNA-Analyse wurde mit keiner der untersuchten
Fragment/Enzym-Kombinationen Variation gefunden. Beispielsweise sind einige PCR-
Fragment/Enzym-Kombinationen der cpDNA im Anhang VIII und der mtDNA im
Anhang XI| dargestelt. Die cpDNA-Mikrosatelliten zeigten ebenso keine Variation
(Beispiel s. Anhang IX). Die cpDNA-Mikrosatelliten und alle untersuchten Produkte der
PCR-RFLP-Analyse wurden auf Polyacrylamid-Gelen analysiert, die eine bessere
Auflésung haben und eine bessere Trennung der Banden erlaubten. Ein Beispiel von

Polyacrylamid-Gelen ist im Anhang X zu sehen.

5.2.5. Amplifizierung der Mikrosatelliten-DNA-Bereiche

Die Amplifizierungsprodukte der kernkodierten Mikrosatelliten-Primer-Bereiche wurden
ebenfalls elektrophoretisch auf Polyacrilamid-Gelen aufgetrennt. Von allen 11 getesteten
Mikrosatelliten-Primern zeigten drel Variation. Stellvertretend gibt die Abb. 5-28 einen
Eindruck der gefundenen Variation mit dem Primer mfc5. Fir welterfihrende
Interpretationen der Bandenmuster wurde eine Vererbungsanalyse dieser Marker
angefangen. Ein Uberblick des Musters von dem Versuch der Vererbungsanalyse ist in
Abb. 5-29 dargestellt.
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Abb. 5-28: PAA-Gel der Amplifizierungsprodukte der DNA aus Knospen von Buchen eines
Bestandes (Proben 1-31) mit dem Mikrosatelliten-Primer mfc5.
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Abb. 5-29: Polyacrylamid-Gel der Amplifizierunsprodukte einer Knospe einer Buche und 37 ihrer
Bucheckern mit dem Mikrosatelliten-Primer mfc-5, welches flr die Vererbungsanalyse
benutzt wurde. Alserste Probe ist die Knospe des Samenelters eingetragen.
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6. Diskussion

6.1. RAumliche genetische Strukturen in Buchenbestanden

Die Beschreibung der raumlichen genetischen Strukturen von Populationen ist fur die
Untersuchung ihrer evolutiondren Dynamik von Bedeutung. Sie spielt auch in der
Forstpraxis fur die Planung der Stichprobennahme bei Erhebungen genetischer Strukturen
und Diversitéatermittlungen eine Rolle. Fur die Untersuchung genetischer Strukturen und
ihre raumliche Differenzierung zwischen Populationen sind verschiedene Methoden
verfugbar. Unter diesen findet man den Fixierungskoeffizient und die réaumliche
Autokorrelationsanalyse am haufigsten. Der Fixierungskoeffizient F (WRIGHT, 1943)
wird haufig fur die Evaluierung genetischer Strukturen verwendet. Da dieser Wert auf
einem Modell basert, welches die Korrelation zwischen Allelen eines Genlocus
berlicksichtigt und as Fis, Fiv und Fsr quantifiziert wird, ist er fir die Analyse der
genetischen Variation geeignet. Die Analyse der rdumlichen genetischen Strukturierung
einer Population von Quercus petraea und Quercus robur zeigte jedoch, dald auf der
Ebene einzelner Genloci die Autokorrelationsanalyse viel effektiver ist as die Anayse
mittels des F-Wertes; die geringere Effektivitdt der Analyse mittels F-Wert liegt an der
grof3en Varianz, die mit der Schétzung der Fs- und Fsr-Werte verbunden ist (BACILIERI et
al., 1994).

6.1.1. Raumliche Autokorrelationsanalyse

Die raumlichen Strukturen der genetischen Variation innerhalb von Populationen, die
durch die mikrogeographische Position der Baume und ihre genetischen Beziehungen
charakterisiert werden, sind durch das Paarungssystem, den Genfluf3 und die Wirkung der
natirlichen Selektion bestimmt. Die Identifizierung réumlicher Strukturen in
Buchenpopulationen kann zu neuen Kenntnissen Uber die Griinde fuhren, die solche
raumlichen Verteilungen verursachen und damit Uber die evolutiondre Dynamik der
Populationen entscheiden. Mit Inventuren von Enzymgenloci wurde festgestellt, daf3 bei

Waldb&dumen die meiste genetische Variation innerhalb von Populationen auftritt. Die
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Untersuchung von 21 Buchenpopulationen in Italien zeigte einen hohen Anteil der
Variation innerhalb von Populationen (LEONARDI und MEeNOzzi, 1996). Die
Autokorrelationsanalyse nach MorAN (1950) férdert bel allen Untersuchungsbesténden
eine nur geringe Korrelation zwischen den rdumlichen und den genetischen Abstanden
zutage: Allgemein wurde mit dieser Methode innerhalb der Besténde eine nur geringe
raumliche  Strukturierung  festgestellt. Dieses wurde ewa in den
Untersuchungsergebnissen von MERzEAU et al. (1994) und LEONARDI und MENOZzI
(1996) gefunden, die under anderen in drei franzésischen Buchenbestéanden eine geringe
raumliche Autokorrelation festgestellt haben. Ein dhnlicher Trend konnte auch bel
anderen Baumarten (Acer saccharum, Quercus petraea, Quercus robur) beobachtet
werden (PERRY und KNOWLES, 1991; BACILIERI €t al., 1994; LEONARDI und MENOZzI,
1996). Verschiedene Baumarten, die sich im Verbreitungsmodus ihrer Samen
unterscheiden, zeigen auch eine unterschiedliche r&umliche Strukturierung der
genetischen Information in natirlichen Populationen. Eine wesentliche Klumpung von
Familien wurde nach der Untersuchung réaumlicher genetischer Strukturen bei sowohl
tropischen Koniferen als auch tropischen Angiospermen festgestellt (MITTON, 1983). Eine
Ausnahme von dem Befund ausgepragter raumlicher genetischer Strukturen in
Koniferenpopulationen stellten die Populationen von Pinus contorta ssp. latifolia Dougl.
Ex. Loud dar, die nach der Untersuchung von EPPERSON und ALLARD (1984) fast keine
Autokorrelationen aufwiesen. Keine signifikanten r&umlichen Strukurierungen in der
genetischen Information wurden in einer Population einer tropischen Baumart (Capara
procera) im franzosischen Guiana gefunden, wofr ein intensiver Genfluf verantwortlich

gemacht wurde (DoLIGEz und JoLY, 1997).

Zur Erklarung der beobachteten raumlichen Strukturen sind mehrere Hypothesen
moglich. Zum enen konnte man sich vorstellen, dall selektive Einflisse des
Mikrohabitats wirksam sind, die einen bestimmten Genotyp in einem gegebenen Gebiet
mehr oder weniger férdern konnen. Bemerkungswert ist aber, daf3 in den in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Bestdnden der Buche unterschiedliche Tendenzen der
Autokorrelation nachgewiesen wurden bzw. sich in den I-Werten widerspiegeln. In den

beiden Bestdnden Bovenden und Todtmoos, die sowohl Altbdume als auch deren
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Naturverjingung einschlief3en, sind eindeutig &hnliche Tendenzen zu erkennen. Dort
nimmt der Index | mit der Entfernung ab und wird bel einer Entfernung von 20 bis 30m
gleich null. Die positive Korrelation zwischen dem réaumlichen und dem genetischen
Abstand in den Distzanzklassen bis 30m weist auf eine relativ geringe effektive

Verbreitungsentfernung der Pollen und insbesondere der Samen hin.

Der Test auf Signifikanz der Werte zeigte bel allen Distanzklassen und bei den meisten
Genloci signifikante Abweichungen von der zufélligen raumlichen Verteilung der
Genotypen®. Im allgemeinen waren die Werte relativ klein, aber dennoch von der
zufédlligen Verteilung signifikant abweichend. Dies weist auf eine kleinrdumliche
Samenverbreitung hin, die zu Klumpungen der Allele fihren kann; da aber der Pollenflug
von grof3erer Reichweite ist, wirkt er der Entstehung dieser Klumpungen eher entgegen.
Da die Vermutung, beide Bestdnde wiesen das gleiche Variationsmuster der
Mikrohabitate auf, eher unwahrscheinlich ist, bleibt anzunehmen, dal3
Verwandtschaftsbeziehungen mit  solchen  rédumlichen  genetischen  Strukturen
zusammenhangen. Diese Beobachtungen geben dazu Anlal3, in den Bestéanden mit
Naturverjingung die populationsgenetischen Erklarungen gegeniiber den 6kologischen
Erklarungsversuchen stérker zu gewichten. Dagegen wurde im Bestand Schmallenberg,
der nur Altbdume umfaldt, kein deutlicher Hinweis auf réumliche Korrelationen
nachgewiesen. Dort traten in typischer Weise sehr wenige von der zufélligen signifikant

abweichende Verteilungen der Genotypen auf.

Solche unterschiedlichen Befunde in verschiedenen Bestdnden konnten durch die
Altersunterschiede der Besténde erklart werden. Die Altersspanne der beiden Bestande
Bovenden und Todtmoos war von dem dritten Bestand Schmallenberg sehr verschieden.

Dementsprechend waren auch die rdumlichen Strukturen der Bestédnde unterschiedlich.

® Gepriift wurde die Hypothese, daR die Genotypen raumlich gleichmaRig verteilt sind, unter der
Vorausetzung, dald die Anzahl der Probefléchen relativ grof3 ist und die Genotypen in jeder
Probeflache hinreichend haufig vertreten sind (SOKAL and ORD, 1978; CLIFF and ORD, 1981).
Ein I-Korrelogram kann auf signifikante Abweichung von der zufdligen Verteilung gepriift
werden (ODEN, 1984), aber ein Signifikantest fir Unterschiede zwischen Korrelogrammen
unterschiedlicher Datensétze oder Genloci ist bis jetzt nicht bekannt (SOKAL und WARTENBERG,
1983).
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Dies konnte zwei unmittelbare Folgen haben: zunéchst konnte sich die genetische
Struktur im Altbestand durch Selektionskréfte verandert haben, so dal3 die urspriingliche
Struktur im Laufe der Zeit verschwunden ist. Eine &hnliche Interpretation wurde auch in
anderen Arbeiten angeftihrt. In diesen Arbeiten wurde behauptet, die Selektion s der
Hauptgrund daftr, dal3 mit der Zeit Homozygoteniiberschtisse verschwinden, die durch
erh6hte Selbstbefruchtung oder eine bereits in der Vorgeneration gegebene raumliche
Strukturierung zustande gekommen sein konnten. Der Nachweis, dal3 unterschiedliche
Alterspannen in Besténden den Grad der Familienklumpung beeinflussen, ist aufgrund
der Arbeiten von NEALE und ADAMS (1985) und Y AzDANI et al. (1985) vorstellbar. Diese
Autoren behaupten, dald ein grof3er Teil der raumlichen Korreationen, die auf einer
Familienklumpung der Keimlinge beruhen, infolge der Konkurrenz beseitigt werden
kann. In diesem Fall ist die Konkurrenz als Ursache fur selektive Mortalitét zu
berticksichtigen. Aus diesem Grund konnten, wie erwartet, nur einige Keimlinge von
jeder Familie das Reproduktionsalter erreichen. Eine demographische Untersuchung der
raumlichen Verteilung genetischer Information innerhalb einer Population mittels
Isoenzym-Markern erbrachte bel einer japanischen Buche (Fagus crenata) &hnliche
Ergebnisse; diese Ergebnisse weisen auf eine Klumpung von Keimlingen unter ihrem
vermutlichen Samenelter, wobei bereits die Samlinge eine eher zufdllige réumliche
Verteillung zeigen (KITAMURA et al., 1997). Da die Heterogenitét der Umwel tbedingungen
wie der Bodenqualitét, der Temperatur- oder der Konkurrenzbedingungen auf kleinstem
Raum grof3 sein kann, wére eine Selektion auf die viabelsten Genotypen durch das
Mikrohabitat nicht auszuschlief3en. In diesem Fall wére eine genetische Strukturierung an
bestimmten, namlich den in dieser Phase adaptiven, Genloci denkbar, an anderen aber
nicht. Eine starke rédumliche Korrelation der genetischen Variation und gleichzeitig eine
starke Assoziation genotypischer Haufigkeiten mit bestimmten Umwaeltbedingungen
wirde die Hypothese einer Selektion durch das Mikrohabitat stiitzen (BRADSHAW, 1984).
Wirde eine starke genetische Autokorrelation dagegen keine deutliche Assoziation mit
den standdrtlichen Bedingungen aufweisen, wére dies ein Nachwels dafir, dal3 eine
raumliche Strukturierung durch begrenzten Genflul3 verursacht wurde. Fir die

vorliegende Arbeit war eine genauere Untersuchung vermuteter Mikrohabitatsselektion
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nicht vorgesehen. Unsere Ergebnisse deuten aber darauf hin, dal? beide Prozesse, ndmlich
die Familienstrukturierung und die Mikrohabitatsselektion bel der Interpretation
réaumlicher genetischer Muster beriicksichtigt werden missen. Dies bedeutet, dal3 die in
den beiden Besténden Bovenden und Todtmoos beobachtete raumliche Autokorrelation
auf eine ausgepragte Familienstruktur hinweist, die zuféllige réumliche Verteilung der
Genotypen im Bestand Schmallenberg aber durch einen Selektionsprozess verursacht sein
konnte. Als zweite Folge der unterschiedlichen Altersspanne der Bestdnde konnte es sein,
daid urspringlich vorhandene réumliche genetische Strukturen infolge genetischer Drift
wahrend der Reduktion der Populationsdichte verloren gegangen sind. Dies gilt
insbesondere fur seltene Allele, die zunéchst raumlich strukturiert waren und mit der Zeit
infolge der Mitwirkung des Zufals bel der Reduktion der Populationsgrofie eine

gleichmaléige Vertellung angenommen haben.

Eine andere mégliche Erkérung fur die unterschiedlichen Formen der I-Korrelogramme
konnte der menschliche Einflul auf dem Wege forstlicher Eingriffe, insbesondere
Durchforstung, sein. Solche anthropogenen Faktoren konnten rein zufdlig zu ener
gleichmaliigen Verteilung der genetischen Varianten fuhren. Wére eine Korrelation
zwischen der réumlichen Vertellung der verzwieselten Baume und der genetischen
Information nachweisbar, dann hétte der menschliche Einflu3 Uber die Entfernung
wirtschaftlich unglinstiger verzwieselter Individuen eine wesentliche Rolle fur die
Entwicklung der genetischen Struktur des Bestandes spielen koénnen. Die genetische
Anayse wiese dann keine deutlichen Unterschiede zwischen den morphologisch
unterschiedlichen Kollektiven auf, die auch rdumlich keinen signifikanten Trend zur

Gruppierung zeigten.

Die Entfernung, bel welcher die Werte | gleich null wurden, waren in den Besténden
unterschiedlich; da diese Entfernung die Grofie der Klumpungen reprasentiert (EPPERSON,
1990; ErPERSON und CLEGG, 1986), lief3e sich folgern, dal3 die genetischen Klumpungen
in den verschiedenen Besténden unterschiedlich grof3 sein missen. Dies ware dann zu
erwarten, wenn die unterschiedliche Dichte der Bestdnde berticksichtigt wird, die
wiederum altersabhdnging sein kann. Nach den Ergebnissen von Untersuchungen

raumlicher genetischer Strukturen bei verschiedenen Pflanzenarten wurde nachgewiesen,
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dad die Distanz, bei welcher Moran's | gleich null wird, je nach der Dichte der

Populationen variiert (EPPERSON und CLEGG, 1986).

Eine Multilocus-Betrachtung der raumlichen Autokorrelationen wirde genauere
Information Uber mogliche raumliche genetische Strukturen bieten. Von einigen Autoren
wurde in diesem Zusammenhang Unabhangigkeit der rdumlichen Verteilungen von
Genotypen unterschiedlicher Genloci angenommen (SOKAL und WARTENBERG, 1983;
EPPERSON, 1990). Dieser Annahme infolge durften Haufigkeiten verschiedener Allele

unterschiedliche raumliche Verteilungen aufweisen.

Ganz algemein lal3t sich jedoch feststellen, dal’ raumliche genetische Korrelationen zu
Aussagen Uber Aspekte des Genflusses durch Pollen und Samen und die daraus
resultierenden Familienstrukturen und Uber die Wirkung unterschiedlicher Typen von
Selektion fuhren.

6.1.2. Semivarianzanalyse und Anwendung geostatistischer
Methoden fur die Analyse genetischer Strukturen

Geostatistische Methoden wurden in den letzten Jahren fir die Beobachtung und Anayse
raumlicher Verteilungen der genetischen Information zunehmend héufig verwendet.
Solche Methoden bieten die Méglichkeit, die raumlichen genetischen Strukturen von
Populationen zu beschreiben und auf dieser Grundlage Aussagen Uber genetische
Parameter und ihre Erklérung zu treffen. Die Definition der Flache ist Voraussetzung fir
die Darstellung der Information auf einer Karte. Die Interpolationsmethode benutzt die
folgende Definition fur die Flache: “Eine statistische Fl&che schliefdt Datentypen ein, die
entweder tatséchlich existieren oder es konnte durch eine Simulation angenommen
werden, dal3 sie as variierte Werte Uber ein Gebiet hin existieren konnten” (DEMERS,
1997). Diese Werte Z werden Uber eine Region verteilt, die durch Koordinaten X und Y
definiert wird. Die Interpolation der Werte der genetischen Variation macht den Trend der
rdumlichen Verteilung der Werte und die genetischen Strukturen erkennbar. Kriging
wurde als Interpolationsmethode ausgewahlt, um die genetischen und mdglicherweise
durch die Familienzusammengehorigkeit bedingten Strukturen zu identifizieren. Um die

Nachbarschaft fur die Interpolation zu bestimmen, wurde die Semivarianz berechnet.
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6.1.3. Der Klumpungsindex als Nachweis von Familienstrukturen

Der Klumpungsindex stellt mogliche réaumliche Klumpungen aufgrund von
Unterschieden der Allelhaufigkeiten im Zusammenhang mit der Allelhdufigkeit auf der
gesamten Bestandesfldche dar. Die Normierung auf die ganze Bestandesflache hat den
Vorteil, dal3 der Index bei Entfernung null auch den Wert null annimmt, und daf3 bei
maximaler Entfernung wieder der Wert null erreicht wird. Ein Nachtell der Methode
konnte daran liegen, dal3 einige Baume, die zu mehreren Distanzklassen gehdren, eine
grof3ere Gewichtung erhaten. Falls die raumliche Verteilung der Baume gleichmaliig ist,
durfte dies keine Rolle spielen. In diesem Fall wére insgesamt die gleiche Gewichtung fur
alle Baume anzunehmen und es wéaren nur Randeffekte zu berlicksichtigen. Solche
Effekte kommen fir Baume in Frage, die am Rand der Untersuchungsfléche stehen und
aufgrund ihrer Position mit hoherer Wahrscheinlichkeit zur Bestimmung der
Allelhaufigkeiten grol3erer Distanzklassen beitragen as die mehr zentral stehenden
Baume. Das Problem kommt bel einigen r&umlichen statistischen Methoden vor und darf

nicht unterschétzt werden (RIPLEY, 1981).

6.1.4. Bedeutung seltener Allele fur die Identifizierung von
Familienstrukturen in Buchenbestanden

Fir die Untersuchung des Genflusses in Buchenbestanden wurden von MULLER-STARCK
(1996) mit dem Markerbaumverfahren relativ seltene Allelvarianten verwendet. Deren
Bedeutung 183t sich auch in der vorliegenden Untersuchung nachweisen. Auf der
Grundlage der genetischen Inventur aler Baume auf den beobachteten Teilfléachen sind
durch die Identifikation von Klumpungen bestimmter Genotypen Aussagen zu
Familienstrukturen mdglich. Es gibt wenig Information Uber den Zusammenhang
zwischen den  bekannten  MalRen  genetischer  Ahnlichkeit und  den
Verwandschaftsbeziehungen zwischen Individuen (EpPPErRsON, 1993), was die
Identifizierung von Familienstrukturen besonders erschwert. Eine raumliche Gruppierung
genetisch ahnlicher Individuen, die Trager eines seltenen Allels sind, verspricht einen
Weg zur Schétzung einer raumlichen Untergrenze verwandter Individuen, die unter

Umstdnden einer MindestgrofRe der Familien entsprechen kann. Die Identifizierung
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genetischer Ahnlichkeiten zwischen Individuen, die einen bestimmten Raum besetzen,
Uber mehrere Genloci wére ein Hinwels darauf, dal3 sie von gemeinsamen Vorfahren
abstammen. Die Kombination der Information der seltenen Allele der Genloci IDH-A
(A2) und MDH-B (B3, B4) &3 solche raumlichen genetischen Strukturen erkennen. Allele
mit H&éufigkeit < 0.05 wurden aufgrund moglicher statistischer Probleme nicht

berticksichtigt.

6.2. Variation uniparental und biparental vererbter
molekularer Marker in der Familie der Fagaceae

Phylogeographische  Untersuchungen, namlich  Untersuchungen phylogenetischer
Variation im Zusammenhang mit geographischen Verteilungen, wurden fir einigen Arten
der Familie durchgefiihrt. Die Anwendung von cpDNA-Markern als maternal vererbten
Markern (DumoLIN et al., 1995) sind von besonderem Wert fir die Untersuchung des
Genflusses durch Samen und der phylogenetischen Beziehungen innerhalb und zwischen
Populationen. Die genetische Untersuchung von vier Quercus-Arten in Europa mit
cpDNA-Markern zeigte, dal’3 eine deutliche geographische genetische Strukturierung
verschiedener Haplotypen vorliegt, die auf die Geschichte der nacheiszeitlichen
Wanderung dieser Eichenarten zurlckgefuhrt werden kann (PemiT et al., 1995). Die
gleiche Arbeit zeigte, dald ganze Regionen unabhéngig von der botanischen Art im
wesentlichen auf einen einzigen Haplotyp fixiert waren. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen spéterer Untersuchungen, nach denen keine zufdlige raumliche Verteilung
der Haplotypen Uber ganz Europa vorliegt (DUMOLIN et al., 1997). In dieser letzeren
Arbeit wurden acht Eichenarten mit cpDNA-Markern untersucht. Interessant war dabel,
dal} Haplotypen der gleichen Linie meistens in der gleichen geographischen Region
lokalisiert waren. Weitere Analysen der genetischen Variation von 21
Traubenel chenpopul ationen (Quercus petraea) mittels nuklearer (RAPD, Enzymgenloci)
als auch materna vererbter Marker (cpDNA) zeigten, dal? die RAPDs signifikante
Korrelationen zwischen den genetischen und den rdumlichen Abstanden aufwiesen. Dies

wurde als ein Hinweis darauf gewertet, dal? der Genfluf3 mit der Entfernung zwischen den
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Populationen abnimmt (LE CORRE et al., 1997). Auch eine Variation der cpDNA
innerhalb von Populationen wurde in dieser Arbeit festgestellt.

Eine phylogeographische Untersuchung der Buche in Europa zeigte, dal3 nur im
stideuropéischen Bereich (Italien, Pyrenden und Krim) cpDNA-Variation festzustellen
war (DEMESURE €t d., 1996). In Mitteleuropa kommt dagegen nur ein einziger Haplotyp
vor. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Ergebnisse von Pollenfunden (HUNTLEY and
BIRKS, 1983), die von zwei Refugialgebieten ausgehen, und zwar einem in Stditalien und

einem anderen in den Karpaten.

Nach den Untersuchungen der cpDNA-Polymorphismen bei der Buche und den Eichen
verdient ein Punkt ndhere Erlduterung: Was konnte der Grund sein, dald bei den
Eichenarten in Mitteleuropa cpDNA-Variation innerhalb einer Population feststellbar war
und bei der Buche nicht? Zur Erkldrung des Fehlens von cpDNA-Polymorphismen in
mittel europa schen Buchenpopul ationen im Gegensatz zu den Eichenpopul ationen wéren
mehrere Hypothesen moglich. Es konnten waldbauliche Faktoren sein, die mit der
Adaptivitét dieser Arten in ihren Waldokosystemen zu tun haben und als selektive Kréfte
auf bestimmte Genotypen wirken. Dies wurde alerdings der Neutraitdt der Marker
widersprechen. Es konnten auch geschichtliche Ereignisse wie die Wiederbesiedlung der
miteleuropdischen Wéalder und der menschliche Einflu? sein, welche die genetische
Variation bestimmt haben. Schliefflich kdnnten es auch Faktoren sein, die von der

Evolution der Arten bestimmt werden.

Alle diese Komponenten spielten mit Sicherheit in der Entwicklung genetischer
Strukturen in den mittel européi schen Wadern eine Rolle. Waldbauliche Faktoren wie der
Konkurrenzvorteil der Buche gegentiber der Eiche kdnnte die genetische Struktur der
Buche auf bestimmte Haplotypen fixiert haben, wobel je nach den
Konkurrenzbedingungen ein anderer Haplotyp der Eiche den Vorteil genief3en konnte.
Dies wurde wiederum bedeuten, dal3 die cpDNA-Marker nicht selektionsneutral sind -
eine Aussage, die zwar nicht auszuschlief3en, bis jetzt aber auch sehr fraglich ist (LE
CoORRE €t d., 1997).
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Ein Prozess, der im Laufe der Evolution wichtig gewesen sein und die Variation bei der
Eiche verursacht und erhalten haben konnte, ist die Hybridisierung zwischen den
verschiedenen Eichenarten. Verschiedene Autoren haben berichtet, dald3 Hybridisierung
und Introgression als systematische V orgénge angesehen werden missen, die wahrend der
Wiederbesiedlung stattfanden (FERRIS €t al., 1993; FERRIS et al., 1998; PETIT et al., 1995;
DuMOLIN €t al., 1997). Interessanterwei se wurde innerhalb einer Population von Q. robur
in England nur ein Cytotyp festgestellt, der in den bisher untersuchten Populationen von
Q. petraea nicht feststellbar war (FERRIS et a., 1998). Die gleichen Autoren erkléren
diese Befunde mit der Vermutung, dal3 in der Untersuchungsregion Q. petraea nicht
autochthon war und daher wahrscheinlich keine nattrliche Hybridisierung stattfand.
Sol che Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dal3 bel den Eichenarten die Hybridisierung

ein Grund fur die gegentiber der Buche hohere cpDNA-V ariation sein kénnte.

Zum Schluf3 soll darauf hingewiesen werden, dal3 geschichtliche Faktoren wie die
nacheiszeitliche Einwanderung der Arten nach Mitteleuropa und der menschliche Einfluld
nicht unterschétzt werden durfen. Die nacheiszeitliche Rekolonisation der Buche in
Mitteleuropa und ihre Angepal3heit unter verschiedenen okologischen Bedingungen sind
als zusidtzliche Faktoren bel der Untersuchung der genetischen Strukturen in
Buchenbestanden zu berticksichtigen. Nach der Untersuchung der Rekolonisation der
Stieleiche (Quercus robur) und der Traubeneiche (Quercus petraea) ist anzunehmen, dal3
beide von drel Refugialgebieten nach Mitteleuropa eingewandert sind. Die drei Refugien
lagen in Spanien, in den stidlichen Regionen der italienischen Alpen, in der Balkanregion,
in Griechenland und am Schwarzen Meer. Ein vierter Refugialraum im Kaukasus ist
denkbar (LE CORRE, 1997).

Aufgrund der geringeren cpDNA-Variation der Buche wurde vermutet, dal3 bei der Buche
mehr und intensivere Flaschenhdlse stattgefunden haben miissen as bei den Eichen.
Dadurch kénnte der menschliche Einflufd durch die kiinstliche Bestandesbegriindung die
genetische Variation entscheidend beeinfluf3 haben. Sehr plausibel ist diese Vermutung
indessen nicht; dem bei der Buche ist die kiinstliche Bestandesbegrindung wohl nicht so
verbreitet gewesen wie bel den Eichen. Schliefdich haben nicht nur die Anzahl und die

Lage der Refugialgebiete, sondern auch die dynamischen Prozesse der Rekolonisation
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selbst einen wesentlichen Einflul? auf die heutige genetische Struktur der Populationen
ausgelibt (DumMOLIN et ., 1997).

Was die fehlende Variation betrifft, stellt sich ein ahnliches Bild bei der Untersuchung
der mitochondrialen DNA. Keiner der hier verwendenten universellen Primer fuhrte zu
beobachtbarer Variation. Diese Befunde stimmen mit den Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen Uberein und stiitzen die Hypothese, dal’ es hier um hochkonservierte

Information handelt.

Die bisher untersuchten nuklearen Mikrosatelliten zeigten zwar bel verschiedenen Arten
der Gattungen Quercus und Castanea eine relativ hohe Variation. Bel der Buche (Fagus
sylvatica) wurde alerdings zuvor keinerlei Variation fir diese (GA).-Sequenzen
gefunden (STEINKELLNER et a., 1997). Mit den in der vorliegenden Arbeit beobachteten
nuklearen Mikrosatelliten (TANAKA et al., 1999) zeigte sich die Buche auch innerhalb der
Bestande sehr variabel. Aufgrund ihrer hohen Variabilitét stellen sich daher diese
molekularen Marker als aulferst vielversprechend dar, um genetische Strukturen und

dartiber hinaus insbesondere Familienstrukturen zu untersuchen.



7. Zusammenfassung

In Buchenpopulationen kommen Baume mit einer bestimmten Schaftmorphologie wie
Zwiesalbildung und Drehwuchs oft geklumpt vor. Aufgrund der bel der Buche
beschrankten Pollen- und Samenverbreitung ist gleichzeitig anzunehmen, dal? natirlich
verjingte Bestdnde eine ausgepragte Familienstruktur aufweisen. Das Anliegen der
vorliegenden Arbeit ist es, die Kenntnisse Uber die Grélze und die raumliche Verteillung
solcher Familienstrukturen zu erweitern. Auf der Basis genetischer Untersuchungen
morphologisch  differenzierter Altbdume wund ihrer Naturverjingung in dre
unterschiedlich strukturierten Buchenbestdnden konnten Ruckschlisse auf mogliche
Zusammenhange zwischen diesen Eigenschaften der Schaftmorphologie und genetischen

Faktoren gezogen werden.

Eine Einschdtzung des Anteils der bel freier Abblite aus Fremdbefruchtung
hervorgegangenen Samen mit Hilfe genetischer Untersuchungen an Enzymgenloci zeigte

erwartungsgemal? fur alle untersuchten Sameneltern eine hohe Fremdbefruchtungsrate.

Die Untersuchung der 9 Enzymgenloci GOT-B, IDH-A, MDH-B, MDH-C, PGI-B, PGM-
A, LAP-A, 6PGDH-A und MNR-A erbrachte zundchst keine deutlichen Unterschiede
zwischen den Kollektiven Zwiesel und Nicht-Zwiesal bzw. fuhrte zu keinem Hinweis auf

Enzym-Genotypen, die verstarkt Zwiesa bildung aufwei sen.

Die Anwendung geostatistischer Verfahren ertffnet vielversprechende Moglichkeiten fir
Untersuchungen der rdumlichen Verteilungen der genetischen Information bzw. fir die
Identifizierung raumlicher genetischer Strukturen. Die Autokorrelationsanalyse nach
MORAN (1950) wies eine geringe Korrelation zwischen den réumlichen und den
genetischen Absténden innerhalb der jewelligen Untersuchungsbestdnde nach. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen zudem vermuten, da3 sowohl die
Familienstrukturierung a's auch die kleinstandortlich unterschiedlichen Bedingungen der
Selektion innerhalb einer Buchenpopulation fir die Interpretation réumlicher genetischer
Muster berticksichtigt werden missen. Die Argumente, die eine solche Vermutung

unterstiitzen, sind im Kap. 7.1.1. diskutiert.
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Die Untersuchung der rdumlichen Vertellung der genetischen Variation in
Buchenpopulationen mittels eines Klumpungsindex und einer Summierung von
Allelhdufigkeiten Uber zunehmende Distanz erdffnen insbesondere bel Betrachtung
seltener Allele weitere Interpretationsmoglichkeiten. Sie erlaubt, mehrere Aspekte der
rdumlichen Strukturierung zum Ausdruck zu bringen. Die hiermit gewonnenen
Ergebnisse zeigten keinerlei Widerspriche zu den mit der Interpolationsmethode
gewonnenen. Bel Anwendung der verwendenen geostati stischen Methoden traten jeweils
kleinrdumige genetische Strukturen zutage, die auf einen kleinrdumigen Genflufd durch
Pollen und insbesondere Samen in Buchenpopulationen hinweisen. Es wurde auch
nachgewiesen, dal3 die GrofRenordnung solcher raumlichen genetischen Strukturen
aufgrund sowohl unterschiedlicher Dichte und Strukturen der Bestdnde as auch der
Wirkung von Selektion durch den Kleinstandort oder durch menschliche Einflu3nahme
von Bestand zu Bestand unterschiedlich sein kdnnen. In Bestanden mit Naturverjingung
bzw. unterschiedlichen Altersklassen wurde der Durchmesser von Klumpungen auf 20 bis

30m mit zunehmender Tendenz bei ateren Bestdnden geschétzt.

Die molekularen Marker versprechen viel mehr Moglichkeiten fur die Untersuchung
sowohl phylogenetischer Beziehungen bzw. Verwandtschaftsbeziehungen als auch des
Paarungssystems und des Genflusses in und zwischen Populationen. Unterschiedliche
Fragestellungen kdnnen mit unterschiedlichen molekularen Markern beantwortet werden.
Fur phylogenetische Fragestellungen und solche der Abstammungsrekonstruktion in
weiblicher Linie wéren uniparental vererbte Marker, d.h. cpDNA- oder mtDNA-Marker,
am besten geeignet. Das Paarungssystem und der Genfluss konnten durch ene
Kombination uniparental vererbter als auch hochvariabler Kern-DNA-Marker
(Mikrosatelliten) sehr gut untersucht werden. Universelle cpDNA-Primer wurden fur die
Untersuchung von Buchen-Populationen in Europa verwendet und dabel Differenzierung
zwischen Populationen entdeckt (DEMESURE et al., 1996). Die RFLP-Anayse der cpDNA
von Populationen in Rheinland-Pfalz zeigte durchaus Variation auch innerhalb ener
Population (VORNAM und HERZOG, 1996), wahrend mit der PCR-RFLP-Anayse weder in
der Untersuchung von DEMESURE et d. (1996) noch in der vorliegenden Arbeit Variation

innerhalb von Populationen entdeckt wurde. Aufgrund der methodischen Probleme bel
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der PCR-Reaktion mit den bisher verwendeten universellen cpDNA-Primern bel der
Buche und auch wegen der geringen Variation wére die Entwicklung homologer cpDNA-

Primer von grof3er Bedeutung.

Mitochondriale Marker sind fiir die Untersuchung des Genflusses durch Samen ebenfalls
von grof3er Bedeutung. Die mtDNA zeigt oft mehr Variation als die hochkonservierten
cpDNA-Molekile; daher ist zu erwarten, dal3 auch mtDNA-Primer geeignet sind, um
bestimmte phylogenetische Fragen auf mikroevolutionérer Ebene zu beantworten (Avise
et al., 1987). Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten mitochondrialen Marker waren
nicht variabel, was darauf hinweisen kann, dal3 bei der Buche die mtDNA-Molekile
hochkonserviert sind. Da fir die Feststellung von Familienstrukturen in Bestanden im
Gelande hochvariable uniparental vererbte Marker Voraussetzung sind, sind die bisher
untersuchten mtDNA-Marker fir die Feststellung der Abstammung in weiblicher Linie

nicht geeignet.

Mikrosatelliten (auch simple-sequence repeats oder SSR) sind hochrepetitive, kurze
DNA-Sequenzen, die auf das ganze Genom und die Plastiden vertellt sind. Die
Sequenzen verschiedener SSR-Loci kdnnen in ihrer Lange von 1 bis 5 Nukleotiden
variieren. Auf Grund der hohen Variabilité dieser Genloci erdffnet ihre Untersuchung
neue Moglichkeiten in der Populationsgenetik. SSR-Primer sind fur die DNA von
Quercus petraea entwickelt und bel anderen Gattungen der Fagaceen getestet worden.
Diese (GA)n,-Sequenzen zeigten bel Fagus sylvatica alerdings keine Variation
(STEINKELLNER €t al., 1997). Diein der vorliegenden Arbeit verwendeten Mikrosatel liten-
Primer, die von Fagus crenata entwickelt wurden (TANAKA et al., 1999), zeigten auch bel
Fagus sylvatica hohe Variation. Fur weiterfihrende Interpretationen der Bandenmuster ist

allerdings eine Vererbungsanalyse dieser Marker notwendig.

Raumliche Strukturierungen in der genetischen Information, sei es tber Enzymgenmarker
oder zusédtzliche molekulare Marker mit Hilfe der beschriebenen geostatistischen
Methoden haben eine erhebliche praktische Bedeutung. Sie konnten Aufschluf tber die
Entstehung und Entwicklung eines Bestandes geben, wie auch beispielsweise Hinweise
darauf, welche Beerntungsstrategie bei der Gewinnung von Saatgut gewdhlt werden

sollte, um genetisch eingeengtes Familienmaterial zu vermeiden. Darlber hinaus bieten
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diese Methoden die Mdglichkeit der Untersuchung von Zusammenhdngen zwischen
genetischer und morphologischer Variation, auf deren Grundlage entscheidende
Informationen Uber die Beeinflussung genetischer Strukturen etwa im Zuge von
Durchforstungsmal3nahmen erwartet werden durfen. Allerdings liel3 sich in der
vorliegenden Arbeit kein deutlicher Zusammenhang zwischen der raumlichen Verteilung

von Zwieseln und den beobachteten genetischen Strukturen herstellen.
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Anhang
Anhang |: Methodik der Elektrophorese

Tabelle 1 Elektroden- und Gelpuffer, Gelkonzentration fur Stérkegel e ektrophorese

Elektrodenpuffer
Ashton Histidine Citrat Tris-Citro
pH=8,1 pH=6,2 pH=7,4
H,O 5Liter 5 Liter 5 Liter
Borsaure 59,059
Histidine Base 509
Tris 90g
pH titriert mit LiOH 4,59
pH titriert mit Citronensdure 69 509
Gelpuffer
Ashton Higtidine Citrat Tris-Citro
pH=8,1 pH=6,2 pH=7,4
H,O 2 Liter - -
Tris 12,369 - -
pH titriert mit Citronensdure 34 - -
Gele
Ashton Higtidine Citrat Tris-Citro
pH=8,1 pH=6,2 pH=7,4
Elektrodenpuffer 30ml 55ml 58ml
Gelpuffer 250ml
H,O 165ml 172ml
Stérke 299 259 25,59
Saccharose 89 9 9,59
Urea 69
EDTA 80mg

Tabelle 2 Stromstérke, Laufzeit fir die Stérkegel el ektrophorese und Enzymsysteme

Histidine Citrat Tris-Citro
pH=8,1 pH=6,2 pH=7,4
Stromstarke 80mA 180mA
Laufzeit 4 St 15 Min.. 4 St 15 Min.. 4St, 30 Min..
Enzymsysteme ADH, PGM, PGI, GOT IDH, MNR MDH, LAP 6PGDH
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Anhang |l : DNA - Isolierung

Ila. DNA-Isolierung aus Knospen und Blattern

LOsungen :

1.

a s w D

Extraktionspuffer : 100mM NaAc, 50mM EDTA, 500mM NaCl, 2% PVP auf pH 5.5
einstellen, 1.4 % SDS und 10mM Cystein hinzufiigen

Proteinféllungslésung : 5M KAc pH 4.8
10mM Tri/HCI, ImM EDTA pH 7.5
3M NaAc

RNase

Dur chfiihrung :

0.5-1g Gewebe in 2ml Eppendorfcups mit 1 Stahlkigelchen in flussigem N
tiefgefrieren

das Gewebe pulverisieren (mit der Hilfe vom Stahlkiigel chen), fur 2 Min. bel 70-80%
der maximalen Geschwindigkeit in der Retsch-Muhle

Den Extraktionspuffer auf 65 °C vorwarmen und 500-600 pl davon dem
pulverisierten Material zusetzen; gut mischen

20 ul RNase zugeben und gut mischen
10 Min. bei 65 °C inkubieren

1/3 Volumenanteil Proteinfalunglésung hinzufligen, gut mischen und 30 Min. auf Eis
inkubieren

abzentrifugieren bei 10000g fiir 10 Min. bei 4 °C

Uberstand mit 0.6V Isopropanol versetzen und 30 Min. bei -20 °C inkubieren
abzentrifugieren bei 10000g fiir 10 Min. bei 4 °C

Uberstand entfernen und Pellet in 500-1000 pl TE-Puffer [6sen

2.5 Vol. Ethanol und 0.1 Vol. 3M NaAc hinzufiigen und die DNA Uber Nacht bei
20°C féllen lassen

abzentrifugieren bei 10000g firr 10 Min. bei 4°C

Uberstand entfernen, Pellet fiir 10 Min. trocken lassen und anschlieRend in 50-100 pl
TE-Puffer |6sen

I1b. DNA-Isolierung von Bucheckern ( von fetthaltigem Samengewebe)
LOsungen :

1.
2.

100mM Tris/HCI pH 8.0, 50mM EDTA, 500mM NaCl, 10mM Mercaptoethanol
50mM Trig/HCI pH 8.0, 10mM EDTA
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10mM TrigHCI, ImM EDTA pH 7.5

10% SDS (Natriumdodecylsulfat) in Wasser

1% CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid) in Lésung 3
5M KAc pH 4.8

3M NaAc

CHCI3/CH3;0OH-Gemisch (2:1)

Dur chfiihrung :

0.5-1g Gewebe in 2ml Eppendorfcups mit 2 Stahlkigelchen in flussigem N
tiefgefrieren

das Gewebe pulverisieren fur 2 Min. bel 70-80% der max. Geschwindigkeit in der
Retsch-Muhle

entfetten durch 3malige Extraktion mit 500 pl des auf 4°C vorgekihlten
CHCI/CH3OH- Gemisches; nach jeder Extraktion kurz bei 4°C abzentrifugieren

500-600 pl Losung 1 einsetzen und gut mischen und mit 10%iger SDS-L6sung auf
1.3% SDS Endkonzentration einstellen

30 Min. bei 65°C inkubieren und mit Lésung 6 auf 1.5M Endkonzentration einstellen
Gut mischen und 30 Min. auf Eisinkubieren

abzentrifugieren bei 10000g fir 10 Min. bei 4°C

Uberstand mit 0.6V Isopropanol versetzen; 30 Min. bei -20 °C inkubieren
abzentrifugieren bei 10000g furr 10 Min. bei 4°C

Pellet in 500-1000ul 16sen und Nukleinsduren selektiv prézipitieren durch Zugabe
von Lésung 7 und 0.17% Vol. Lésung 5

Bei -20°C fir 15 Min. inkubieren

abzentrifugieren bei 10000g fur 10 Min. bei 4°C

Uberstand entfernen und Pellet in 500-1000ul TE-Puffer (Lésung 3) 16sen

DNA mit 2.5 Vol. Ethanol und 0.1 Vol. Lésung 7 tiber Nacht bei -20°C féllen lassen
abzentrifugieren bei 10000g fir 10 Min. bei 4°C

Uberstand entfernen, Pellet fiir 10 Min. trocken lassen und anschlieffend in 30-100pl
TE-Puffer (L6sung 3) |6sen
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Anhang 111 : PCR-Programe mit ver schiedenen Temper atur profile
Programm “B1":
« 1 Zyklusmit 4 Min. bei 94°C,
29 Zyklen mit 45sec bei 93°C, 45sec bei 58°C, 4 Min. bei 72°C,
e 1 Zyklusmit 10 Min. bei 72°C,
«  bei 4°C kiihlen.
Programm “B2”:
« 1 2Zyklusmit 4 Min. bei 94°C,
29 Zyklen mit 45sec bei 93°C, 45sec bei 54,5°C, 2 Min. bei 72°C,
1 Zyklusmit 10 Min. bei 72°C,
« bei 4°C kiihlen.
Programm “B3”:
« 1 Zyklusmit 4 Min. bei 94°C,
« 29 Zyklen mit 45sec bei 93°C, 45sec bei 57,5°C, 4 Min. bei 72°C,
« 1 Zyklusmit 10 Min. bei 72°C,
«  bei 4°C kiihlen.
Programm “B4”:
« 1 2Zyklusmit 4 Min. bei 94°C,
29 Zyklen mit 45sec bei 93°C, 45sec bei 57,5°C, 2 Min. bei 72°C,
1 Zyklusmit 10 Min. bei 72°C,
«  bei 4°C kiihlen.
Programm “mfc3-13":
1 Zyklusmit 5 Min. bei 94°C, 5Min. bei 80°C (Taq Polymerase eingeben)
30 Zyklen mit 1 Min. bei 94°C, 30sec bei 55°C, 1 Min. bei 72°C,
« 1 Zyklusmit 8 Min. bei 72°C,
«  bei 4°C kiihlen.
Programm “mfc5-11":
« 1 Zyklusmit 5 Min. bei 94°C, 5Min. bei 80°C (Taq Polymerase eingeben)
« 30 Zyklen mit 1 Min. bei 94°C, 30sec bei 58°C, 1 Min. bei 72°C,
1 Zyklusmit 8 Min. bei 72°C,
«  bei 4°C kiihlen.
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Anhang I1V: Agarosegel- und die Polyacrylamidgelelektrophorese

Tabelle 1: Gel- und Elektrodenpuffer fir die Agarosegel- und die

Polyacrylamidgel el ektrophorese
Puffer L osung Konzentriertes Stammldsung
(1 Liter)

Tris-Acetat (TAE) 1x: 0,04 M Tris-Acetat 50x: 242 g Trisbase

0,001 M EDTA 57,1 ml Essigséure

100 ml 0,5M EDTA (pH 8,0)

Tris-Borat (TBE) 1x: 0,045M Tris-Acetat 50x: 54 g Trisbase

0,001 M EDTA 27,5 ml Borsdure

20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

IVa. Férbung der Agarosegele

1
2.
3.
4.

10 pl Ethidiumbromid ins 100 pl Waser |9sen.

10-15 Min. im Raumtemperatur das Gel nach der Elektrophorese farben lassen.
Das Gel herausnehmen und mit Wasser absptilen.

Im UV Licht photographieren.

IVb. Farbung der Polyacrylamidgele

1

Das “ SYBR Gold stain” in 1x TBE Puffer 16sen (15 pl Gold stain in 150 ml TBE
Puffer fir ein Gel) und gut mischen.

Das Gel durch ein blotting-Papier in die Farbelsung reinbringen und fir 15-30 Min.
im dunkel farben lassen und gleichzeitig schitteln.

Das Gel in UV-Licht visualisieren und photographieren.
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AnhangV : Moran's Autokorrelationsmal? | fur alle untersuchten Ezymgenloci (Distanzklasse 12,3m)

Tabelle 1: Bestand Bovenden (Abt.26).

Distanz Genort
GOT-B1 GOT-B2 GOT-B3 GOT-B4 IDH-A2 IDH-A3 IDH-A4 LAP-Al LAP-A2 LAP-A3 LAP-A5
12,3 -0,0010 0,0149* 0,0146* -0,0017 0,0313** 0,0531** 0,0044 0,0403** 0,0368** 0,0488**  -0.0047
24,6 -0,0010 0,0041 0,0043 -0,0014 0,0021 0,0099* 0,0056 0,0181** 0,0025 -0,0047 -0.0005
36,8 -0,0025 -0,0093 -0,0100 -0,0032 -0,0141** -0,0344**  -0,0135* -0,0159* -0,0108 0,0174**  -0.0026
49,1 -0,0041 -0,0141 -0,0131 -0,0024 -0,0090 -0,0200**  -0,0072 -0,0372**  -0,0308**  -0,0642**  0.0010
Distanz Genort
MDH-B1 MDH-B2 MDH-B3 MDH-B4 MDH-C1 MNR-A2 MNR-A3 MNR-A4 PGI-B2 PGM-A2  6PGDH-
A2
12,3 0,0497** 0,0624** 0,0958** 0,0504** 0,0450** 0,0911** 0,0233** 0,1380** 0,0077 0,0157* 0,0755**
24,6 -0,0007 -0,0138* -0,0069 -0,0170** 0,0235** -0,0114 -0,0050 -0,0152* -0,0011 -0,0176**  -0,0133*
36,8 -0,0328** -0,0097 -0,0049 0,0082 -0,0189** -0,0201**  -0,0001 -0,0163* -0,0084 0,0027 -0,0355**
49,1 -0,0021 -0,0273** -0,0728** -0,0341** -0,0487** -0,0337**  -0,0091 -0,0697**  -0,0023 0,0001 -0,0154
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Fortsetzung Anhang V: Moran's Autokorrelationsmald | fur alle untersuchten Ezymgenloci (Distanzklasse 12,3m)

Tabelle 2: Bestand Schmallenberg (Latrop Abt.4a).

Distanz Genort
GOT-B2 IDH-A2 LAP-Al LAP-A2 LAP-A3 LAP-A5 MDH-B1 MDH-B2 MDH-B3 MDH-B4
12,3 0,0103 -0,0137 0,0493 -0,013 -0,0560 0,0735* -0,0141 -0,0364 0,0461 0,0448
24,6 -0,0289 0,0467* -0,0346 0,0023 -0,0018 0,0176 0,0131 -0,0054 0,0102 -0,0012
36,9 -0,0172 0,0198 0,0147 -0,0047 -0,0219 -0,0645**  -0,0088 -0,0016 -0,0061 -0,0077
49,2 0,0121 -0,0275 -0,0268 -0,0399* -0,0061 -0,0091 -0,0206 -0,0081 -0,0044 -0,0084
61,5 -0,0138 -0,0166 -0,0011 0,0161 0,0017 0,0292* 0,0091 -0,0225 -0,0138 -0,0099
73,8 0,0072 -0,0087 -0,0052 0,0181 -0,0203 -0,0159 -0,0076 0,0141 -0,0116 -0,0151
86,1 -0,0046 -0,0075 0,0063 0,0124 0,0291 -0,0054 -0,0143 -0,0074 -0,0116 0,0036
98,4 0,0270 -0,0292 -0,0310 -0,0312 -0,0044 0,0131 -0,0042 0,0084 0,0029 -0,0091
110,7 0,0108 0,0102 0,0117 -0,0152 -0,0016 -0,0017 -0,0116 0,0152 0,0035 0,0208
Distanz Genort
MDH-C1 MNR-A1 MNR-A2 MNR-A3 PGI-B2 PGM-A2 PGM-A3 PGM-A5 6PGDH-A2

12,3 -0,0218 0,2568** 0,1487** 0,1018** 0,1101**  -0,0226 0,0157 -0,0051 0,0832*

24,6 0,0797** 0,2284** 0,1079** 0,0132 0,0109 0,0044 0,0109 -0,0177 0,0017

36,9 -0,0278 0,1215** 0,0345* 0,0191 0,0200 -0,0124 -0,0082 -0,0049 -0,0052

49,2 -0,0169 0,0717** 0,0191 0,0019 -0,0153 0,0011 -0,0060 -0,0036 -0,0183

61,5 -0,0257 -0,0079 -0,0177 -0,0239 -0,0006 -0,0034 -0,0084 -0,0033 0,0000

73,8 -0,0068 -0,0473* -0,0322 -0,0148 -0,0091 0,0091 -0,0350 -0,0065 -0,0062

86,1 -0,0097 -0,1022**  -0,0598**  -0,0231 0,0015 -0,0058 -0,0168 -0,0030 0,0322

98,4 0,0384 -0,1575**  -0,1067**  -0,0659**  -0,0271 -0,0393 0,0259 -0,0027 -0,0324

110,7 -0,0216 -0,2338**  -0,0436 0,0149 -0,0372 0,0193 0,0188 -0,0005 -0,0237
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Fortsetzung Anhang V: Moran's Autokorrelationsmal3 | fur alle untersuchten Ezymgenloci (Distanzklasse 12,3m)

Tabelle 3: Bestand Todtmoos (Abt. 9).

Distanz Genort
GOT-B2 GOT-B3 GOT-B4 IDH-A3 IDH-A4 LAP-Al LAP-A2 LAP-A3 LAP-A5 MDH-B1 MDH-B2

12,3 0,0022 0,0017 -0,0091 0,1086** 0,0591**  0,0398**  0,0223 0,0329* 0,0430**  0,0545**  -0,0071
24,6 - 0,0001 -0,0010 0,0132 0,0543** 0,0127 -0,0102 0,0128 0,0002 0,0123 0,0126 0,0070
36,9 - 0,0048 -0,0026 -0,0046 0,0295** 0,0104 -0,0058 0,0067 0,0171* 0,0191**  0,0022 0,0026
49,2 - 0,0011 0,0008 -0,0064 0,0335** 0,0031 -0,0103 -0,0057 0,0043 0,0104 0,0090 -0,0009
61,5 - 0,0093 -0,0072 -0,0055 -0,0055 -0,0019 -0,0042 0,0121* 0,0049 0,0061 -0,0014 0,0053
73,8 0,0034 0,0029 -0,0022 -0,0075 0,0116* -0,0091 0,0105 0,0010 0,0020 -0,0013 0,0030
86,1 0,0027 0,0018 0,0039 -0,0063 -0,0131* -0,0031 0,0157** 00,0042 0,0029 -0,0005 0,0049
98,4 0,0097 0,0088 -0,0028 -0,0210**  -0,0015 -0,0003 -0,0144* -0,0069 -0,0060 -0,0026 -0,0017
110,7 - 0,0006 -0,0010 -0,0023 -0,0499**  -0,0055 0,0057 -0,0094 -0,0042 -0,0074 -0,0095 0,0006
123 -0,0025 -0,0021 -0,0019 -0,0310**  -0,0122 -0,0021 -0,0076 0,0002 -0,0054 -0,0122 -0,0031
1353  -0,0142* -0,0165*  -0,0141* -0,0067 0,0002 0,0068 -0,0090 0,0012 -0,0007 -0,0009 -0,0046
147,6 0,0006 -0,0003 0,0080 -0,0195**  -0,0013 0,0037 -0,0063 -0,0086 -0,0071 -0,0079 0,0089
159,9  -0,0052 -0,0059 -0,0024 0,0118 0,0008 -0,0036 -0,0106 -0,0104 -0,0175* -0,0157* 0,0025
172,2  -0,0028 -0,0019 0,0046 0,0170** 0,0038 -0,0080 -0,0125 -0,0019 0,0011 -0,0220**  -0,0115
184,5 0,0033 0,0046 0,0011 0,0286** 0,0037 -0,0055 -0,0134 -0,0102 -0,0059 -0,0019 -0,0063
196,8 0,0052 0,0025 0,0014 0,0218**  -0,0085 0,0001 0,0149* -0,0099 -0,0078 0,0137 -0,0130
209,1  -0,0040 -0,0013 0,0003 0,0069 -0,0145 -0,0028 -0,0036 -0,0082 -0,0004 -0,0185* 0,0004
2214  -0,0041 -0,0044 0,0029 0,0129 -0,0152 0,0027 0,0013 0,0036 -0,0055 0,0156 -0,0166
233,7 0,0004 0,0001 -0,0112 -0,0137 -0,0169 0,0163 0,0011 -0,0230* -0,0242* 0,0297**  -0,0103
246 -0,0109 -0,0113 0,0018 0,0032 -0,0078 0,0000 0,0000 -0,0018 -0,0012 -0,0064 -0,0080
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Fortsetzung Anhang V: Moran's Autokorrelationsmal3 | fur alle untersuchten Ezymgenloci (Distanzklasse 12,3m)

Tabelle 3a: Bestand Todtmoos (Abt. 9).

Distanz Genort
GOT-B2 GOT-B3 GOT-B4 IDH-A3 IDH-A4 LAP-Al LAP-A2 LAP-A3 LAP-A5 MDH-B1 MDH-B2
258,3  -0,0079 -0,0061 0,0056 0,0122 -0,0017 0,0079 -0,0045 0,0022 -0,0078 0,0308**  -0,0088
270,6 0,0182 0,0185 0,0185 -0,0165 -0,0164 -0,0007 0,0144 0,0156 0,0126 0,0252* -0,0041
282,9 0,0201 0,0200 0,0033 -0,0476**  0,0059 -0,0002 -0,0084 0,0042 0,0023 -0,0036 -0,0044
295,2 0,0100 0,0076 -0,0126 -0,0339* 0,0033 -0,0088 0,0045 -0,0062 -0,0003 -0,0386**  0,0040
3075 -0,0281 -0,0206 -0,0115 -0,0046 0,0217 -0,0144 0,0081 0,0012 -0,0017 0,0111 0,0060
319,8 0,0030 0,0016 0,0184 0,0091 0,0467**  -0,0134 -0,0033 0,0218 0,0082 -0,0020 0,0148
3321  -0,0392 -0,0391 -0,0111 0,0136 0,0194 0,0091 -0,0057 -0,0452* -0,0447* -0,0282 0,0277
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Fortsetzung Anhang V: Moran's Autokorrelationsmafd | fur alle untersuchten Ezymgenloci (Distanzklasse 12,3m)
Tabelle 3b: Bestand Todtmoos (Abt. 9).

Distanz Genort
MDH-B3 MDH-B4 MDH-C1 MNR-A1 MNR-A2 MNR-A3 MNR-A4 PGI-B2 PGM-A2 6PGDH-A2

12,3 0,0116 0,0123 0,0508** 0,0539** 0,0480** 0,0120 0,0431** 0,1156** -0,0027 0,0164
24,6 0,0077 -0,0098 0,0149 0,0209* 0,0098 0,0187* 0,0195* -0,0078 -0,0019 0,0188
36,9 -0,0060 -0,0040 0,0099 -0,0051 -0,0074 0,0151* -0,0089 -0,0063 -0,0008 0,0028
49,2 -0,0038 -0,0016 0,0037 0,0018 0,0090 0,0158* 0,0083 -0,0048 0,0004 -0,0179
61,5 -0,0095 0,0010 0,0064 -0,0014 -0,0096 0,0031 -0,0080 0,0280** -0,0012 0,0021
73,8 0,0052 -0,0010 -0,0183** 0,0027 0,0057 0,0046 0,0069 -0,0018 -0,0020 -0,0044
86,1 -0,0129* -0,0058 0,0219** -0,0021 -0,0044 -0,0108 0,0028 -0,0075 0,0035 0,0053
98,4 -0,0058 0,0003 0,0015 -0,0122 -0,0060 -0,0132* -0,0050 -0,0053 0,0018 -0,0036
110,7 -0,0001 -0,0011 -0,0004 -0,0103 -0,0132* -0,0155* -0,0135* -0,0042 0,0025 -0,0061
123 -0,0024 -0,0048 -0,0127 -0,0068 -0,0013 -0,0075 -0,0079 -0,0055 0,0033 -0,0065
1353 0,0129* 0,0104 -0,0173** 0,0008 -0,0027 -0,0154* -0,0098 -0,0068 0,0020 -0,0042
147,6 -0,0079 -0,0007 -0,0161* 0,0054 -0,0021 0,0002 -0,0001 -0,0052 0,0000 0,0000
159,9 0,0091 0,0084 -0,0042 -0,0018 -0,0023 -0,0100 -0,0076 -0,0064 -0,0068 -0,0071
172,2 0,0025 0,0046 -0,0071 0,0058 -0,0022 0,0231** -0,0019 -0,0097 0,0087 -0,0027
184,5 -0,0134 -0,0048 -0,0066 0,0064 0,0163* 0,0005 0,0130 -0,0094 -0,0020 0,0082
196,8 -0,0029 -0,0091 -0,0101 -0,0030 0,0020 0,0028 -0,0070 0,0230** -0,0022 -0,0003
209,1 0,0041 -0,0131 -0,0014 -0,0073 -0,0001 0,0036 -0,0091 -0,0086 -0,0080 -0,0050
2214 -0,0009 -0,0126 0,0017 -0,0102 0,0027 0,0090 0,0042 -0,0123 -0,0123 0,0003
233,7 0,0064 0,0072 -0,0038 -0,0162 -0,0043 -0,0017 0,0051 -0,0083 0,0004 0,0136

106



Fortsetzung Anhang V: Autokorrelationsmal® Moran's| fur alle untersucten Ezymgenloci (Distanzklasse 12,3m)
Tabelle 3b: Bestand Todtmoos (Abt. 9).

Distanz Genort
MDH-B3 MDH-B4 MDH-C1 MNR-A1 MNR-A2 MNR-A3 MNR-A4 PGI-B2 PGM-A2 6PGDH-A2

246 0,0046 -0,0179 -0,0069 -0,0143 0,0020 0,0008 0,0038 -0,0054 -0,0037 -0,0053
258,3 0,0128 -0,0035 -0,0021 -0,0096 -0,0137 -0,0015 -0,0010 0,0329** -0,0082 0,0055
270,6 0,0067 0,0149 0,0143 -0,0236 -0,0329** -0,0135 -0,0210 -0,0047 -0,0016 0,0160
282,9 -0,0097 -0,0157 0,0194 -0,0210 -0,0049 -0,0056 0,0041 -0,0090 -0,0129 0,0153
295,2 -0,0029 0,0190 0,0047 0,0052 -0,0023 -0,0043 0,0067 -0,0080 0,0044 0,0009
307,5 0,0036 0,0040 0,0089 0,0154 -0,0080 -0,0035 0,0020 -0,0032 -0,0198 -0,0270
319,8 -0,0301 -0,0048 0,0047 0,0815** 0,0277 -0,0025 0,0450** 0,0005 -0,0192 -0,0054
332,1 -0,0262 0,0071 0,0272 0,0469* 0,0118 -0,0214 0,0236 0,0015 -0,0174 -0,0215
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Anhang VI: Variogramme (Bovenden)
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0.254
0.000+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—
0.0 13.56 27.13 40.69 54.25
Distanz
MDH-B2 (Bovenden)
0.081 » | -
0.060
0.040
0.020
0.000+—+—+——+——+——+——+——+—+—+—+—+—+
0.0 13.56 27.13 40.69 54.25
Distanz

M DH-B4 (Bovenden)

0.401
(]
0.301
0.200
0.100
0.000——+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+
0.0 13.56 27.13 40.69 54.25
Distanz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

LAP-A3 (Bovenden)
0.521 5
0.391
0.261
0.130
0.000+—+——+——+——+——+——+——+——+—+—+—+—
0.00 13.56 27.13 40.69 54.25
Distanz
MDH-B1 (Bovenden)
0.187
0.140
0.093
0.047
0.000+——+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+
0.00 13.56 27.13 40.69 54.25
Distanz

MDH-B3 (Bovenden)

0.619
0.464
0.309
0.155
0.000—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—
0.00 13.56 27.13 40.69 54.25
Distanz
MDH-C1 (Bovenden)
0.438 'S A A
0.329
0.219
0.110
0.000—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—
0.00 13.56 27.13 40.69 54.25
Distanz
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Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

MDH-C2 (Bovenden)

0.438 % = A
0.329
0.219
0.110
0.000+—+—+—+——+—t+——t+——+——t———t———
0.00 13.56 27.13 40.69 54.25
Distanz
MNR-A3 (Bovenden)
0.067 *
0.050 . *
0.033
0.017
0.000+—+—+—+——+—+——+—+—+——+—t——F—+
0.00 13.56 27.13 40.69 54.25
Distanz
PGI-B2 (Bovenden)
0.038 * * .
N
0.029 *
0.019
0.010
0.000+—+—+——+——+——+——+——+—+—+—+—+—+
0.00 13.56 27.13 40.69 54.25
Distanz
6PGDH-A2 (Bovenden)
0.196 = —
0.147
0.098
0.049
0.000+—+—+—+——+—+——+—+—+———t———+
0.00 13.56 27.13 40.69 54.25
Distanz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

MNR-A2 (Bovenden)

0.189
0.142
0.095
0.047

0.0001
0. 00 13 56 27 13 40 69 54.25
Distanz

MNR-A4 (Bovenden)

0.139
0.104
0.069
0.035

0.000*
0. 00 13 56 27 13 40 69 54.25
Distanz
PGI-B3 (Bovenden)
0.038 * * .
N
0.029 *
0.019
0.010
0.000+—+—+——+——+——+——+——+——+—+—+—+—+
0.00 13.56 27.13 40.69 54.25
Distanz
6PGDH-A3 (Bovenden)
0.196 = —
0.147
0.098
0.049
0.000+—+——+—+——+—+——+—+—+——+———+
0.00 13.56 27.13 40.69 54.25
Distanz
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Semivarianz

PGM-A2 (Bovenden)

0.421 t t t

0.316
0.211

0.105

0,000 +————+—————
0.00 1356 2713 40.69

Distanz

54.25

Semivarianz

PGM-A3 (Bovenden)

0.423 t t t t
0.317
0.212

0.106

0.000+

Distanz

0.00 13.56 27.13 40.69

54.25
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Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

Fortsetzung Anhang VI: Variogramme (Schmallenber g)

GOT-B2 (Schmallenberg)

0485808501550
0.364
0.243
0121}
0.000+
0.00 30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz
IDH-A2 (Schmallenberg)
0.401 °
[J [
0.301
0.201
0.100
0.000+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—
0.00 30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz
LAP-A1 (Schmallenberg)
0.043 o o o
Q
0.032 ° °
0.022 °©
0.011
0.000+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—
0.00 30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz
LAP-A3 (Schmallenberg)
0524f o __ o - =
0.393
0.262
0131}
0.000————————+———+—+—
0.00 30.82 61.64 92.46 123.28

Distanz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

GOT-B3 (Schmallenberg)

0485808550 s —F-0
0.364
0.243
0121}
0.000+
0.00 30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz
IDH-A3 (Schmallenberg)
0.401 °
[J [
0.301
0.201
0.100
0.000—+—+—t+—t+—+—+—+——+—+—+—+—+
0.00 30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz
LAP-A2 (Schmallenberg)
0.4151 Qo o
0.311
0.208
0.1041
0.000———————————+—
0.00 30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz
LAP-A5 (Schmallenber g)
0.446 (o) o o
O c o O °©
0.335
0.223
0.112
0.000+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—
0.00 30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz
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Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

0.169
0.127
0.085

0.042

MDH-B1 (Schmallenber g)

0.000—
0.0

0.471
0.353
0.235

0.118

30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz

MDH-B3 (Schmallenber g)

0.000—
0.0

0.388
0.291
0.194

0.097

30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz

MDH-C1 (Schmallenber g)

A
A A A

0.000—
0.0

30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz

MNR-A1 (Schmallenber g)

30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

0.036

MDH-B2 (Schmallenber g)

0.027
0.018

0.009

0.000—
0.0

30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz

MDH-B4 (Schmallenber g)

0.388
0.291
0.194

0.097

30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz

MDH-C2 (Schmallenber g)

A
A A A

0.000—
0.0

0.251
0.188
0.126

0.063

30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz

MNR-A2 (Schmallenberg)

0.000—
0.0

30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz
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Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

0.112
0.084
0.056

0.028

MNR-A3 (Schmallenber g)

*
*

0.000—
0.0

30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz

6PGDH-A3 (Schmallenber g)

0.182
0.137
0.091

0.046

0.000—
0.00

0.058
0.043
0.029

0.014

30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz

PGI-B3 (Schmallenberg)

0.000—
0.0

1.283

30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz

PGM-A3 (Schmallenberg)

0.963
0.642

0.321

0.000—
0.00

30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

6PGDH-A2 (Schmallenber g)

0.182 e _
0.137 - -
0.091
0.046
0.00 30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz
PGI-B2 (Schmallenber g)
0.058
0.043 %

00201 * *

0.014
0.000+—+—+—+—+—+—+—t+—+—+—+—+—+
0.0 30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz
PGM-A2 (Schmallenberg)
1.247 | |
| |
0.935 b P
|
0.624
0.312
0.000+——+—+—+——+—+—+—+—+—+—+—
0.0 30.82 61.64 92.46 123.28
Distanz
PGM-A5 (Schmallenberg)
0.678 | |
0509} / '
| | | |
0.339 |
0.170
0.000+—+—+—+—+—+——+—+—+—t—+—+—+
0.00 30.82 61.64 92.46 123.28

Distanz
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Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

Fortsetzung Anhang VI: Variogramme (T odtmoos)

GOT-B2 (Todtmoos)

0562 0
0.422
0.281

0.141

0.000*

0.00 82.82 165.64

Distanz

24845  331.27

GOT-B4 (Todtmoos)

0.00 82.82 165.64 248.45 331.27
Distanz

IDH-A3 (Todtmoos)

0.518 ®
0.388
0.259

0.129

0.0007

0.00 82.82 165.64 24845 33127

Distanz

LAP-A1 (Todtmoos)

0.027 N o o° [e)
-OOOO Q OOOUOOOOO °
0.021

o [e}
S0
OOO
0.014

0.007]

0.000F————————————
000 8282 16564 24845 33127

Distanz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

GOT-B3 (Todtmoos)

0.563 EIDE'
0.422 =
0.282
0.141
0.000+
0.00 82.82 165.64 248.45 331.27
Distanz
IDH-A2 (Todtmoos)
0.481 0,
0.360
0.240
0.120
0.000——+—+—+——+—+—+—+—+—+—+—
0.00 82.82 165.64 248.45 33127
Distanz
IDH-A4 (T odtmoos)
[ ]
0.025 . ........ ;Y
00197/ ®e 0.00'.0 °
0.013 °
(]
0.006
0.000+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—
0.00 82.82 165.64 24845 33127
Distanz
LAP-A2 (Todtmoos)
0.119'{)0000000000000000
[e)
0.089 0%0%
OO
0.059
0.030%
0.000————————+———+—+—
0.00 82.82 165.64 248.45 33127

Distanz
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Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

LAP-A3 (Todtmoos)

O00~00 o0
[OIOY A4S O o> 00 (o)

0.710

0.532
0.355

0.177

0.0007

0.00 82.82 165.64 24845  331.27

Distanz

M DH-B1 (T odtmoos)

0.00 82.82 165.64 24845  331.27
Distanz

M DH-B3(Todtmoos)

0.401
0.301
0.200

0.100

0.000+

0.00 82.82 165.64 24845  331.27

Distanz

MDH-C1 (T odtmoos)

0.500
0.375
0.250

0.125

0.0007

0.00 82.82 165.64 24845 33127

Distanz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

LAP-A5 (Todtmoos)
0.681] ;55000006060 Cc00en 6000606
0.510
0.340
0.170
0.000+——+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—

0.0 82.82 16564 24845  331.27
Distanz

MDH-B2 (T odtmoos)

0.073

0.018

0.000——+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+

0.00 82.82 165.64 24845  331.27
Distanz

M DH-B4 (T odtmoos)

0.000+———+——+——+—+—+——+—+—+—+—+—
0.00 82.82 16564 24845  331.27
Distanz
MDH-C2 (T odtmoos)
0.500
AA A
0.375
0.250
0.125
0.000+—+——+——+——+——+——+—+—+—+—+—+—
0.0 82.82 165.64 24845  331.27

Distanz
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Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

MNR-A1 (Todtmoos)

0.026
0.020
0.013

0.007

82.82 165.64 24845  331.27
Distanz

MNR-A3 (T odtmoos)
LA

¢, %
*»

0.0007

0.100

0.00

82.82 165.64 24845 33127
Distanz

6PGDH-A2 (Todtmoos)

0.075

0.050

0.025

0.0007
0.00

82.82 165.64 24845  331.27

Distanz

PGI-B2 (Todtmoos)

82.82 165.64 24845  331.27
Distanz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

Semivarianz

MNR-A2 (T odtmoos)

0.200 o+
0150/ ¢

0.100
0.050

0.0 82.82 165.64 24845  331.27

Distanz

MNR-A4 (T odtmoos)

0.145 L7
0.109
0.073

0.036

0.00 82.82 165.64 24845  331.27

Distanz

6PGDH-A3 (Todtmoos)

0.100 _ T

0.075

0.050

0.025

0.000+—+——+—+————————
000 8282 16564 24845 33127

Distanz

PGI-B3 (Todtmoos)

82.82 165.64 24845 33127
Distanz
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Semivarianz

0.532

PGM-A2 (Todtmoos)

0.399
0.266
0.133

0.000+
0.00

82.82 165.64 24845 33127
Distanz

Semivarianz

0.532

PGM-A3 (Todtmoos)

0.399
0.266
0.133

0.000+
0.00

82.82 165.64
Distanz

248.45

331.27
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Anhang VII: Kriging Interpolation (Bovenden)
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Anhang VII: Kriging Interpolation (Schmallenber g)
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Anhang VII: Kriging I nterpolation (Todtmoos)
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Anhang VIIl: PCR-RFLP-Analyse der mtDNA
bp

nad 4B-4C (Taq |) nad 4.1-nad 4.2 (Hinf I)
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154

bp nad 4.B-4C (Xbal) nad 4B-4C (Pst I)
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bp nad 4.1-nad 4.2 (Rsal) nad 4.1-nad 4.2 (Xbal)
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Anhang I X: cp- DNA-Mikrosatelliten

bp ccmp4 ccmp6
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Anhang X: Polyacrilamid-Gelefiur die PCR-RFL P-Analyse der cpDNA und die
cpDNA-Mikrosatelliten

ccmp4d ccmpl0
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Anhang XI: PCR-RFLP-Analyse der coDNA

psA-trnS (Hinf I) trnC-trnD (Taq I)
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