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1. EINLEITUNG

1.1 Allgemeines zur Rotbuche zur Erhaltung von deren genetischen
Ressourcen
Mit der Zunahme der stark bzw. sehr stark geschddigten Buchenwélder in Deutschland wéchst
die Notwendigkeit, effektivere Konzepte zur Erhaltung von deren genetischen Ressourcen zu
entwickeln. Die am meisten bedrohten oder bereits absterbenden Populationen sind nach
wirtschaftlichen, dkologischen, waldbaulichen und genetischen Gesichtspunkten zwar haufig
erhaltungsbediirftig; das systematische Vorgehen muss sich aber dennoch an solchen
Konzepten orientieren, die moglichst langfristige Ziele zu erreichen versprechen (Turok
1995). Angesichts der unvorhersehbaren und raschen, anthropogenen Umweltveranderungen
ist eine besondere Vorgehensweise geboten (Hattemer 1988, Ziehe et al. 1989, Hattemer
1990, Gregorius 1991). Der langfristige Schutz einer Genressource in ihrem Habitat 1dsst eine
ununterbrochene  Entwicklung adaptiver Prozesse zu. Fir lange dynamische
Erhaltungsstrategien werden deshalb allgemein in situ Verfahren bevorzugt (Gregorius et al.
1979, Ziehe et al. 1989). Die kontinuierliche natiirliche Verjiingung in situ diirfte dabei die
Erhaltung adaptiver Potenziale iiber ldngere Zeitrdume hinweg besonders effektiv

gewihrleisten (Gregorius 1994).

Die sogenannte natlirliche Verjiingung im Waldokosystem ist heute eine nachhaltige
Alternative fiir den Weiterbestand der Walder. Um dieses Ziel zu erreichen, ist nicht nur das
Ausmall der Verjiingung relevant, sondern auch ihre genetische Ausstattung. Fehlende
genetische Variation (durch genetische Erosion oder Inzucht) kann die Verjiingungserfolge

erheblich einschranken.

Wihrend der Reproduktion liegt eine Phase vor, in der die genetische Struktur und das
Ausmal} der Verjiingung festgelegt werden. Diese Phase und damit das Reproduktionssystem
der Waldbdume umfasst drei Bereiche: Die Fertilitdt der Eltern, das Paarungssystem und die
Viabilitdt der Nachkommen (Ziehe 1982). Die genetische Struktur der Samen kann sich im
Vergleich zu den Altbdumen durch die Reproduktion und widhrend der
Jungwuchsentwicklung  besonders  drastisch  dndern. Wéhrend der eigentlichen
Reproduktionsphase ist ein wichtiger Faktor die Verteilung der potenziell reproduzierenden
Altbdume; sie konnte durch waldbauliche Mallnahmen modifiziert werden oder verdndert
worden sein. Diese Verteilung hat ebenfalls Einfluss auf die Art und Weise der Kombination

von Gameten zu Zygoten. Im Vergleich zum Altbestand fiihren zudem Fertilitdtsselektion,



Inkompatibilitdten, Drift- oder Inzuchteffekte in der Regel zu anderen genetischen Strukturen
unter den Samen. Negative Auswirkungen etwa in Form von Inzuchtdepression oder
genetischer Erosion konnen die Folge sein. Das Material hat in der Phase zwischen
Samenstadium und Jungwuchs wiederum die Moglichkeit zur Verdnderung in den
Hiufigkeiten der genetischen Ausstattung. Diese Anderung ist insbesondere von

standortlichen Bedingungen, aber auch anthropogenen Effekten abhingig.

Die europdische Rotbuche (Fagus sylvatica L.) ist eine anemophile, allogame Baumart mit
einem relativ geringen Anteil an Selbstbefruchtung (Krabel und Ziehe unveréftentlich), der in
genetischer Sicht ein leichtes Defizit an Heterozygoten im Vergleich zu Hardy-Weinberg-
Strukturen (wie sie bei Zufallskombination von Gameten und gleichen Allelstrukturen unter

weiblichen und méinnlichen Gameten entstiinden) erwarten 1a6t.

Die Rotbuche gehort zu den Okologisch und Okonomisch relevanten Baumarten. Die
genetische Variation wurde bereits sehr intensiv untersucht (z. B. Thiébaut et al. 1982,
Miiller-Starck und Starke 1993, Leonardi und Menozzi 1995, Paule et al. 1995, Hattemer und
Ziehe 1996, Konnert et al. 2000). Mit Hilfe von Isoenzymen wurde bei der Buche ein
dhnliches Niveau der genetischen Variation wie bei vielen anderen Baumarten gefunden
(Hamrick et al. 1992); unter den Fagaceen scheint die Eiche aber mehr Varianten und
Variation (Miiller-Starck und Ziehe 1991) zu besitzen. Normalerweise beobachtet man
innerhalb von Populationen beachtliche, zwischen Populationen aber vergleichsweise kleine
genetische Variation (z. B. Miiller-Starck und Ziehe 1991, Larsen 1995, Turok 1995,
Leonardi und Menozzi 1995, Paule et al. 1995, Starke et al. 1995, Hattemer und Ziehe 1996,
Ziehe et al. 1998, Konnert et al. 2000).

Das Ausmal} beobachteter signifikanter Autokorrelationen in den rdumlichen Strukturen von
Altbuchen ist an Enzymgenloci bisher eher klein (Merzeau et al. 1994, Leonardi und Menozzi
1996, Dotinavi 2000) eingeschitzt worden. Im Vergleich der genetischen Strukturen zweier
aufeinander folgender Generationen, d. h. unter Altbdumen und ihren Eckern, wurden zum
Teil aber erhebliche Anderungen festgestellt (Miiller-Starck und Ziehe 1991, Fromm 1992,
Starke und Miiller-Starck 1992, Hattemer et al. 1993, Miiller-Starck 1996, Ziehe et al. 1998).

1.2. Zielsetzungen der Arbeit

Zielsetzungen der vorliegenden Untersuchung sind Beschreibung und Analyse von
Parametern und Strukturen, die eine Rolle fiir den Verjiingungserfolg spielen. Hierzu wurde u.

a. eine Vaterschaftsanalyse bei Eckern und Jungwuchs durchgefiihrt. Das einbezogene



Material stammt sowohl aus einem kleinen isolierten Reinbestand (Abt.3100c, FoA Dassel im
Solling) mit variabler Bestandesdichte, als auch von einer Versuchsfliche in einem
Mischbestand (Abt. 1083, FoA Eschershausen im Solling), in der die Versuchsparzellen
(Verjiingungsinseln) unterschiedliche Grade der Isolation bzw. Abschirmung durch Fichten
aufweisen. Zum Vergleich wurde fiir eine isolierte Buche (Abt. 62, FOA Seesen im Westharz)

deren Nachkommenschaft und das Ausmal} an Genfluss charakterisiert.

1.3. Genetische Marker

1.3.1. Allgemeine Bemerkungen

In der zweiten Hélfte des letzten Jahrhunderts wurden verschiedene Techniken entwickelt, um
die genetische Variation verschiedener biologischer Kollektive, wie z. B. die von natiirlichen
Populationen, zu bestimmen. Mit der Verdffentlichung von Mendel (1866) wurden die ersten
genetischen Marker fiir die moderne Genetik festgelegt und spiter deren Vererbungsanalyse

etabliert.

So konnen fiir die Identifizierung von Polymorphismen, d.h. von genetischer Variation,
morphologische Merkmale oder auch die Analyse sekundérer Inhaltsstoffe eingesetzt werden.
Bei beiden Methoden kann jedoch der betrachtete Genomabschnitt nicht klar eingegrenzt
werden, da es sich hierbei um komplexe Merkmale handelt, die das Zusammenspiel vieler

Genorte voraussetzen.

Im Folgenden werden biochemische und molekulargenetische Methoden zur Identifizierung
genetischer Variation vorgestellt, die sich im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen

Methoden auf einzelneGenomabschnitten bezichen.

1.3.2. Isoenzyme

Isoenzyme sind die wichtigsten biochemischen Genmarker zur Untersuchung des genetischen
Systems von Pflanzen (Finkeldey 1999). Die verschiedenen Molekiilformen eines Enzyms mit
gleicher oder sehr &hnlicher katalytischer Funktion nennt man Isoenzyme. Bei der
Isoenzymanalyse wird die katalytische Funktion von Proteinen und deren unterschiedliche
Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld ausgenutzt. Werden Isoenzyme durch

verschiedene Allele eines bestimmten Genlocus kodiert, spricht man von Alloenzymen.

Nach Bergmann und Hattemer (1998) zeichnen sich Isoenzyme durch folgende Eigenschaften

aus:



1. Umweltunabhingigkeit, d.h. das Verhalten der Isoenzyme ist unabhingig von der das
Individuum umgebenden Umwelt. Aufgrund dieser Eigenschaft konnen Isoenzyme als

genetische Marker betrachtet werden.

2. Hohe ontogenische Stabilitdt. Die Isoenzyme besitzen ihre katalytische Funktion in vielen
verschiedenen Stadien der Pflanzenentwicklung und ihre Elektrophoresemuster sind

konstant.

3. Fiir die Analyse der Isoenzyme wird nur sehr wenig Pflanzenmaterial bendtigt. Bereits ein

kleiner Samen ist fiir eine elektrophoretische Trennung ausreichend.
4. Zahlreiche Enzymsysteme und Proben konnen gleichzeitig untersucht werden.

5. Kodominanz-Auspragung, d.h. heterozygote Individuen kénnen von den Homozygoten

unterschieden werden. Allerdings kénnen rezessive ,,Null-Allele* auftreten.

6. Zahlreiche Isoenzyme konnen in einer einzigen experimentellen Untersuchung

ausgewertet werden.

7. Der Vererbungsmodus vieler Isoenzymsysteme ist bereits bekannt oder kann leicht

iiberpriift werden.

8. Im Vergleich zu anderen Methoden ist nur eine vergleichweise einfache Ausstattung des

Labors erforderlich.

1.3.2.1. Besondere Bedeutung bestimmter Allelvarianten

Einige Allelvarianten und Genotypen haben bei der Naturverjiingungserfolg der Buche einen
besonderen Einfluss. So wird die genetische Anpassungsfdhigkeit der Populationen an neue
Umweltbedingungen in Abhéngigkeit von der Pridzenz seltener Allele mit ,,prdadaptiver
Funktion betrachtet, welche adaptive Kapazititen darstellen (Hattemer et al. 1982, Bergmann

et al. 1990, Finkeldey 1993, Turok et al. 1998).

Die folgenden allelischen Varianten erscheinen wegen ihrer Anpassungsrelevanz

betrachtenswert:
e LAP-A,

Die Allelvariante LAP-A4; wurde in vielen Untersuchungen als bedeutsam fiir die
Uberlebensfihigkeit von Jungwuchs unter Stressbelastungen charakterisiert (Miiller-Starck

und Ziehe 1991, Miiller-Starck 1993, Hattemer et al. 1993 und Ziehe et al. 1999). Deswegen



wurde in dieser Untersuchung die Héufigkeit dieser Allelvariante mit besonderem Interesse

betrachtet.
e PGM-A,

Diese Allelvariante scheint unter Umweltbelastungen zumindest im heterozygoten Zustand
tolerante Eigenschaften zu entwickeln. Konnert et al. (2000) berichteten in einer
bundesweiten Auswertung {iber eine betrichtliche Haufigkeit von PGM-A, in belasteten

Mittelgebirgsregionen.
e IDH-A;

Die Individuen mit dem Genotyp IDH-A,A, =zeigten zwar unter verschiedenen
Standortsbedingungen einen Nachteil in ihrer Viabilitdt (Starke et al. 1996). Die Allelvariante
A, hat aber weitere Bedeutung im Zusammenhang mit dem Befall durch Crytococcus
fagisuga Lind. (Gora et al. 1994), welches eine Eintrittspforte fiir nachfolgende Pilze

bedeuten kann.
e MDH-B

Die Varianten des Isoenzymsystems MDH-B wurden in Meliorationsversuchen als potenzielle
Indikatoren fiir den Verjiingungserfolg gewertet. Der Genotyp MDH-B3B4 erwies sich unter
zwei verschiedenen Standortsbedingungen als besonders iiberlebensfahig (Starke et al. 1996).
Die Allelvariante MDH-B; wurde allerdings insgesamt mit einer geringen Hiufigkeit

beobachtet (Starke et al. 1996).
e 6PGDH-A

Fiir den Enzymgenlocus 6PGDH-A beobachteten Konnert und Spiecker (1996) eine groBBere
Haufigkeit des heterozygoten Genotyps A,A; unter jenen Buchen, die bereits einen
Zieldurchmesser erreicht hatten. Bei Az handelt es sich um die deutlich seltenere der beiden in
der Regel beobachteten Varianten an 6PGDH-A. Obwohl dieser Befund in anderen
Untersuchungen nicht immer bestdtigt wurde, konnte sich hier eine von lokalen

Umweltbedingungen abhédngige Foérderung des Wachstums durch Az gezeigt haben.



1.3.3. DNA Marker

1.3.3.1. Auf PCR (polymerase chain reaction) basierende Marker

Mit dieser Technik werden bestimmte Fragmente der DNA amplifiziert. Doppelstringige
DNA wird durch Hitze denaturiert und dabei in zwei Einzelstringe zerlegt. An einem dieser
Einzelstrange werden kurze komplementire Oligonukleotide (Primer, 10-25 Nukleotide)
angelagert (annealed) und dienen als Startpunkt fiir die DNA-Polymerase, die nach dem
Muster des Einzelstranges den komplementiren Doppelstrang erzeugt. Diese Reaktionen sind
temperaturabhéngig und werden wihrend der Amplifizierung mit Hilfe eines
,» Thermocyclers® fiir viele Temperaturzyklen durchgefiihrt. Das gewiinschte DNA-Fragment

wird so exponentiell amplifiziert (Miiller 2001).

Die im Folgenden beschriebenen molekulargenetischen Marker basieren auf dieser Technik.

1.3.3.2.1. SSRs; Mikrosatelliten-DNA: simple sequence repeats

Die Mikrosatelliten (SSRs) sind nicht kodierende Sequenzen mit repetitivem Charakter. Die
Liange der sich wiederholenden Sequenzmotive betrdgt 2 bis 4 bp (Forrest 1994).
Urspriinglich wurde der Begriff Mikrosatelliten nur fiir das repetitive dinukleotide Motiv
CA/GT benutzt (Litt und Luty 1989, Weber und May 1989). Da es sich um kurze, sich
wiederholende Sequenzen handelt, fithrten Tautz (1989) den Begriff ,simple sequence®
(einfache Sequenz) und Edwards et al. (1991) den Begriff ,,simple tandem repeats™ (einfache
Tandemwiederholungen) ein. Sind diese Wiederholungen nicht unterbrochen und in
ausreichender Linge vorhanden, kdnnen sie als genetische Marker benutzt werden, die sich
durch einen hohen Polymorphiegrad auszeichnen (Powell et al. 1996). Die geschéitzten
Mikrosatelliten-Mutationsraten sind z.B. bei Escherichia coli ca. 10 Mutationsereignisse pro
Locus und Replikation (Henderson und Peters 1992, Strand et al. 1993), in Drosophila ca.
6x10 (Schug et al. 1997). Fiir das menschliche Genom wurden 107 Ereignisse pro Locus und
Generation gefunden (Weber und Wong 1993). Generell werden fiir die Mutationsrate der
Mikrosatelliten-Sequenzen 10 bis 10~ Mutationsereignisse pro Locus und Generation

(Edwards et al. 1992, Ellegren 1992, Schlotterer und Tautz 1992) angenommen.

In allen Genomen ist das Sequenzmotiv (A),/(T), das am haufigsten wiederholte Motiv
(Hancock 1999), danach folgen die Motive AT/TA und CT/GA (Lagercrantz et al. 1993).
Diese Gruppe umfasst bei Grofen mit mehr als sechs Repetitionen ca. 75% aller bisher

analysierten Mikrosatelliten (Lagercrantz et al. 1993, Hancock 1999).



Microsatelliten sind normalerweise iliber das gesamte Genom verteilt (Dietrich et al. 1996);
allerdings werden sie nur sehr selten innerhalb kodierender Regionen von Genen gefunden

(Hancock 1995).

1.3.3.2.2.1. Evolution der Mikrosatelliten-Marker

Die Mutationsrate der Mikrosatelliten-Sequenzen kann durch zwei potenzielle Mechanismen
erklart werden. Der erste Mechanismus stellt die Rekombination zwischen DNA-Molekiilen
durch ungleiches Crossing-over oder durch Genkonversion dar (Smith 1976, Jeffreys et al.
1994). Der zweite legt das ,,slipped-strand mispairing (SSM)“ (Abb. 1.1) zugrunde, wobei
wihrend der DNA-Replikation die DNA-Stringe nicht normal gepaart sind. In Studien mit
Hefe und E. coli, als Modellorganismen, konnte gezeigt werden, dass die ,,slippage*-
Replikation der wichtigste Mechanismus zur Erzeugung von Mutationen bei Mikrosatelliten-

Sequenzen ist (Levinson und Gutman 1987, Henderson und Peters 1992).

Die einfachste Form des ,,SSM* stellt die lokale Denaturierung und Verschiebung der DNA-
Strange dar; danach erfolgt an der Stelle, an der sich eine kurze Tandem-Motivsequenz
befindet, ein ,,mispairing der komplementédren Basen. Folgen dem ,,mispairing* Replikation
oder Reparatur, konnen daraus Insertionen oder Deletionen eines oder mehrerer kurzer

Motivwiederholungseinheiten (Abb. 1.1) (Levinson und Gutman 1987) entstehen.

In E. coli und Hefe (Levinson und Gutman 1987, Wierdl et al. 1997) sind diese
Liangenverdnderungen die am hédufigsten auftretenden Mutationen. Die Léange der
Motivwiederholung der Mikrosatelliten-Sequenzen kann die Mutationsrate beeinflussen.
Lingere Motiv-Wiederholungen sind polymorpher als kurze Motivwiederholungen, welches
damit begriindet wird, dass sich eine stabile ,misaligned“-Konfiguration in ldngeren

Motivwiederholungen besser etablieren kann (Karhu 2001).
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Abb. 1.1. Modell der Mutationsprozesse bei Mikrosatelliten-Loci nach Karhu (2001).
a) ,,slippage der DNA-Polymerase wihrend der Replikation
b) ,,misalignment* des Matrizenstranges oder des neuen Replikationsstranges
c) Fortsetzung der Replikation
Die DNA-Stringe sind durch Linien, die Motivwiederholungseinheit ist durch kleine
schwarze Rechtecke gekennzeichnet. Die kleinen Pfeile zeigen die Richtung der
Replikation an.

Ein weiterer Parameter, der die Mutationsrate beeinflussen kann, ist die ,,Reinheit” der
Motivwiederholung. Gemischte Mikrosatelliten-Motivwiederholungen (aufgrund der
Insertion oder des Ersatzes von Basen) scheinen niedrigere Mutationsraten zu besitzen, als
sogenannte ,,reine” Motivwiederholungen. Dies wird dadurch erklirt, dass bei gemischten

Mikrosatelliten-Sequenzen ein ,,slippage* nicht so einfach mdglich ist.

Ferner scheint die Mutationsrate zusétzlich geschlechtsabhingig zu sein. So wurde bei
Hirundo rustica in mannlichen Individuen die doppelte Mutationsrate von der in weiblichen

Individuen gefunden (Primmer et al. 1998).



Viele Studien zeigten, dass die Insertion von Motivwiederholungseinheiten hédufiger ist als die
Deletion dieser Einheiten. So konnte nachgewiesen werden, dass in Keimlinien von Hirundo
rustica die Insertion von Motivwiederholungseinheiten signifikant héiufiger vorkommt
(Primmer et al. 1998). Nach wie vor bleibt unklar, ob diese Mutationen nur in hypervariablen
und langen Mikrosatelliten oder in allen Typen von Mikrosatelliten auftreten konnen (Karhu

2001).

Ellegren (2000) postulierte, dass der Verlust von Motivwiederholungen hiufiger lange Allele
betrifft als kurze und begriindet dies mit einem Selektionsmechanismus. Samadi et al. (1998)
diskutieren die Anzahl Allele mit langen Motivwiederholungen; Taylor et al. (1999)
vermuten, dass gemischte Motivsequenzen mit kurzen Motivsequenzen in Wechselwirkung
stehen und damit eine Grenze fiir die Anzahl der verschiedenen Allele an Mikrosatelliten-

Genloci besteht.

Alle diese Untersuchungen zeigen, dass generell der Mutationsprozess von Mikrosatelliten-
Sequenzen ein sehr komplexer Prozess zu sein scheint. Es ist also sehr wahrscheinlich, dass

dieser Prozess fir unterschiedliche Loci und Allele nicht zu vereinheitlichen ist.

1.3.3.2.2.2. Theoretische Modelle der Mikrosatelliten-Mutationen

Um die evolutiondren Prozesse zu verstehen, die zu Populationsdifferenzierungen fiihren,
wurden verschiedene theoretische Modelle entwickelt. Zwei dieser Modelle sollen ndher
betrachtet werden. Das ,,infinite allele model” (IAM) (Kimura und Crow 1964) betrachtet
Mutationen als irgendeine Verdnderung der Anzahl der Tandemmotivwiederholungen und das
Ergebnis ist immer ein neues Allel, das vorher nicht in der Population existiert hat. Nimmt
man jedoch das ,,slipped-strand mispairing* als wichtigsten Mechanismus zur Erzeugung von
Lingenvariation an, so sind Allele mit dhnlicher GréB3e niher miteinander verwandt als Allele

mit sehr unterschiedlicher Grofe.

Das ,,stepwise mutation model* (SSM) (Kimura und Ohta 1978) wurde zwar flir [soenzyme
entwickelt, beschreibt aber auch fiir Mikrosatelliten den evolutiondren Prozess besser. Um die
Varianz der Anzahl von Motivwiederholungen zu quantifizieren, wurden unter dem ,,stepwise
mutation model“ (SMM) verschiedene Schitzungen entwickelt. Mit Hilfe von
Mikrosatelliten-Daten wurden phylogenetische Beziehungen, genetische Abstinde und
Populationsdifferenzierungen quantifiziert. Diesen Schétzungen liegen folgende Annahmen
zugrunde: (i) Mutation bewirkt die Verdnderung von nur einer Motivwiederholungseinheit,
(i) die Mutationsrate ist konstant und unabhéngig von der Motivlinge, (iii) es gibt keine

Asymmetrie in der Mutationsverteilung und (iv) keine GroBBenbeschriankung fiir Allele.



Signifikante Unterschiede zwischen den bekannten Divergenzzeiten und den genetischen
Abstinden von Mikrosatelliten (Garza et al. 1995) implizieren, dass eine oder mehrere dieser
grundlegenden Annahmen falsch oder zumindest nicht fiir alle Mikrosatelliten-Loci giiltig
sind (Ellegren 2000). Daher wurden weitere Faktoren in diese Modelle eingefiihrt, die fiir die
Evolution der Mikrosatelliten relevant sind, wie z. B. die Grofenbeschrinkung der Allele
(Garza et al. 1995, Feldman et al. 1997), die Wahrscheinlichkeit von ,,multistep*“-Mutationen
(Di Rienzo et al. 1994) und gerichtete Verdnderungen der AllelgroBen (Karhu 2001). In
diesen Modellen wurden jedoch nicht die Abhéngigkeit der Mutationsrate von der Anzahl der
Motivwiederholungen und die Reinheit der Motivwiederholungen betrachtet (Karhu 2001).

Zusétzlich zu diesen Modellen, beschreiben Di Rienzo et al. (1994) das ,,two phase model*
(TPM), in dem nur ein begrenzter Anteil Mutationen einige Motivwiederholungen
beeinflussen. Eher selten wird das ,,K-allele model”“ (KAM) in der relevanten Literatur zitiert.
In diesem Modell gibt es fiir die Allele K mogliche Zustinde und jedes Allel kann mit
gleicher Wahrscheinlichkeit in Richtung eines anderen Zustandes mutieren (Crow und

Kimura 1970).

1.3.3.2.2.3. Anwendung der Mikrosatelliten-Marker

Mikrosatelliten stellen flir viele Studien vorziiglich geeignete Marker dar, da sie kodominant
und hochvariabel sind. Mikrosatelliten-Marker wurden zuerst fiir genetische Kartierungen
benutzt (Weissenbach et al. 1992) und als diagnostische Marker zur Identifizierung

menschlicher Krankheiten eingesetzt (Murray et al. 1992).

Mittlerweile werden diese Marker auch fiir verschiedene Fragestellungen in natiirlichen,
pflanzlichen Populationen verwendet. So sind Mikrosatelliten-Marker z. B. geeignet fiir
Genflussstudien, Berechnungen der effektiven PopulationsgroBe (N.) sowie fiir Analysen zur
Verbreitung und Migration von Pollen und Samen, unter anderem durch die Bestimmung von

Vaterschafts- und Verwandtschaftsverhaltnissen.

Ferner konnen mit  Hilfe der Mikrosatelliten die Effekte und das Niveau von
Selbstbefruchtungsraten eingeschitzt werden (Sweigart et al. 1999). Basierend auf
Isoenzymanalysen gab es in dem meisten Féllen nur recht ungenaue Schitzungen der

individuellen Selbstbefruchtungsrate.
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1.3.3.2.2.4. DNA-Sequenzierung
Diese Methode erlaubt es, durch die Identifizierung der Basensequenz die genotypische
Struktur von Individuen an einem bestimmten Locus zu charakterisieren. Mittlerweile konnen

solche Untersuchungen auch auf Populationsebene durchgefiihrt werden (Finkeldey 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die Uberpriifung und Entwicklung von Mikrosatelliten-

Markern die DNA-Sequenzierungstechnik angewendet.

Fiir die DNA-Sequenzierung gibt es hauptsidchlich zwei Methoden: Maxam und Gilbert (aus
Nicholl 1995) entwickelten eine Technik, bei der man die DNA an bestimmten Stellen mit
Chemikalien spaltet und so eine Reihe von Fragmenten erzeugt, die sich nur in einem
Nukleotid unterscheiden. Dasselbe Ergebnis erzielt man auch mit der Methode von Sanger
und Coulson (aus Nicholl 1995). Diese Methode besteht aus der enzymatischen Synthese von
DNA-Strangen, die an einem modifizierten Nukleotid abbricht. Die Analyse der entstandenen

Fragmente erfolgt bei beiden Methoden durch Gelelektrophorese.

1.3.3.2.2.4.1. Sanger-Coulson-Sequenzierung (Didesoxy-Sequenzierung)

Diese Methode wird am haufigsten flir die Sequenzierung benutzt. Sie basiert darauf, dass
einzelstrangige DNA vorliegt und die Synthese des komplementiren Stranges in der
Anwesenheit von Didesoxyribonukleotiden durchgefiihrt wird. Die Didesoxyribonukleotide
konnen iiber ihre 5’-Triphosphatgruppen in eine wachsende DNA-Kette eingebaut werden,
aber keine Phosphodiesterbriicken mit dem nichsten anzuhdngenden Desoxyribonukleotid

bilden (Nicholl 1995).

Die Polymerisationsreaktion lduft in vier getrennten Reaktionsansdtzen ab. Alle Ansitze
enthalten einzelstringige DNA als Matrize, einen Primer, der komplementédr zum 3’-Ende der
Matrize ist, die Desoxyribonukleotide und eine DNA-Polymerase. AuBlerdem enthilt jeder
Ansatz eine bestimmte Menge eines der vier Didesoxyribonukleotide. Der Einbau eines
solchen Nukleotids fiihrt zum Kettenabbruch. Durch die geschickte Wahl des Verhéltnisses
von Didesoxyribonukleotiden zu Desoxyribonukleotiden erfolgt der Kettenabbruch statistisch
tiber mehrere hundert Basen in den neu synthetisierten Strdngen. Die Produkte der vier
Reaktionsansétze werden in Polyacrylamidgelen nach ihrer Linge aufgetrennt und sichtbar
gemacht. Die Sequenz wird von unten nach oben, also vom 5’-Ende zum 3’-Ende des

synthetisierten Stranges ermittelt (Nicholl 1995).
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1.3.3.2.2.4.2. Taq-cycle-Sequenzierung

Bei dieser Methode wird Tag-Polymerase fiir die Kettenverlingerung analog der
Didesoxymethode nach Sanger eingesetzt, d.h. neben den fiir die PCR notwendigen
Reagenzien befinden sich auch fluoreszenzmarkierte Didesoxyribonukleotide und im
Gegensatz zur herkdbmmlichen PCR nur ein Primer im Reaktionsansatz. Die
Reaktionsprodukte werden anschlieBend, wie auch schon zuvor, elektrophoretisch

aufgetrennt.

1.3.3.3. Bisheriger Einsatz bei Fagaceen

In dem Genus Fagus sind bereits fiir Fagus crenata und F. japonica hochpolymorphe

Mikrosatelliten-Marker (SSRs) entwickelt worden (Tanaka et al. 1999).

Fir Fagus sylvatica wurden bisher verschiedene DNA-Analysen durchgefiihrt.
Untersuchungen zur cpDNA zeigten bei Fagus sylvatica L. wenig (Vornam und Herzog 1996)
oder keine Variation (Dotnavi 2000). Starke Differenzierung fand man allerdings auf
europdischer Ebene (Demesure et al. 1996).Die Analyse der nuklearen DNA mit Hilfe von
RAPD und I-SSR Markern (Troggio et al. 1996) verdeutlicht, dass einige Fragestellungen nur
mit hochpolymorphen, kodominanten Mikrosatelliten zu 16sen sind. In der Untersuchung von
Pastorelli et al (2003) werden Mikrosatelliten-Primer fiir Fagus sylvatica L. vorgestellt, die
neben den von Tanaka et al. (1999) fiir Fagus crenata entwickelten Markern auch fiir die hier

beschriebenen Untersuchungen eingesetzt wurden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Pflanzenmaterial

Es wurden jeweils Knospen von Altbdumen und Jungwuchs gewonnen sowie Eckern sowohl
von Einzelbdumen als auch in Probekreisen auf dem Boden gesammelt und jeweils getrennt

untersucht.

Im Prinzip erfolgten die Untersuchungen entlang eines hinsichtlich der Isolation der Buchen

bestehenden Gradienten mit

e cinem kleinen, durch Fichtenbestinde isolierten Buchenreinbestand (Abt. 3100c, FoA
Dassel im Solling),

e Verjiingungsinseln in Buchen-Fichten-Mischbestdnden (Abt. 1083, FoA Eschershausen
im Solling) und

¢ ciner durch Fichten weitgehend isolierten Buche (Abt. 62, FoA Seesen imWestharz).

Tab. 2.1: Zusammenfassung des in die Untersuchung einbezogenen Materials

Bestand Jahr Stadium und Fléiche
Abteilung 3100c¢ (FoA Dassel) Bliite 1992 Knospen des Altbestands
Abteilung 3100¢ (FoA Dassel) Bliite 1992 Eckern

Abteilung 3100c (FoA Dassel) Bliite 1998 Eckern

Abteilung 3100c (FoA Dassel) 2001 Jungwuchs

Abteilung 3100c (FoA Dassel) 2002 Jungwuchs

Abteilung 3100c (FoA Dassel) Bliite 2002 Einzelbaumabsaaten
Abteilung 1083 (FoA Eschershausen) 2001 Knospen des Altbestands
Abteilung 1083 (FoA Eschershausen) 2001 Jungwuchs

Abteilung 62 (FoA Seesen) Bliite 2002 Eckern des isolierten Baumes

2.1.1. Buchenbestand Abt 3100c (FoA Dassel, ehemals FoA Knobben)

Der Grund fiir die Auswahl gerade dieses Bestandes war die Isolation des
Altholzvorkommens (vgl. Abb. 2.1). Angaben {iiber die Lage sowie Standorteigenschaften
dieses Bestandes (Bestandesfoto Abb. 2.2) sind in Tabelle 2.3 aufgelistet. Die rdumliche
Verteilung der Altbdume ist in Abbildung 2.1 dargestellt. Es handelt sich um ehemals 99
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Altbuchen, mit deren Untersuchung an Enzymgenloci im Rahmen einer Dissertation

begonnen wurde (Miiller-Starck 1996).

Tab. 2.2: Zusammenfassung des in die Untersuchung an molekularen Markern einbezogenen

Jungwuchsmaterials
Bestand Versuchsfliche Anzahl der
untersuchten
Jungwuchspflanzen
Abteilung 3100¢ (FoA Dassel) J1= Siidliicke Siidteil 1 13
Abteilung 3100c (FoA Dassel) J2= Siidliicke Siidteil 2 12
Abteilung 3100c (FoA Dassel) J3= Liicke Nordteil 35
Abteilung 3100c¢ (FoA Dassel) J4= Siidostteil nahe Baum 95 10
Abteilung 3100¢ (FoA Dassel) J5= unter Fichten 20
Abteilung 1083 (FoA Eschershausen) B3 20
Abteilung 1083 (FoA Eschershausen) B4 16
Abteilung 1083 (FoA Eschershausen) BS5 10
Abteilung 1083 (FoA Eschershausen) Div3 (C in Abb. 3.22) 23
Tab. 2.3: Standorteigenschaften des untersuchten Buchenreinbestandes
Forstamt Dassel (Solling), frither Knobben
Abteilung 3100c, frither 100c
Alter ca. 200 Jahre
Leistungsklasse 4
Bestockungsgrad 0.8
Fliche 1,3 ha
Hohenlage ii. NN 370 Meter
Entfernung 500 Meter
der nichstgelegenen Buchenvorkommen
Standort LoBlehmdecke iiber Buntsandstein

Einen weiteren Eindruck des Bestandes kann auch das spiter verwendete Luftbild vermitteln

(Abb. 3.7).
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2.1: Kartierter Buchenbestand im Solling (Miiller-Starck 1996). Die Eckern der rot

markierten Bdume Nr. 9 und 95 wurden fiir Pollenfluguntersuchungen eingesetzt

Abb 2.2: Einblick in den Nordbereich der Buchenfliche der Abt.

3100c, FoA Dassel
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Zur weiteren Untersuchung des effektiv gewordenen Pollens und der Samenverbreitung
wurde Eckernmaterial verwendet, bei dem man um jeden Altbaum in einer Entfernung von
drei Metern innerhalb von drei Kreisen mit einem Durchmesser von jeweils 40 cm ebenfalls
die Eckern aufgesammelt. Die drei Kreise bildeten dabei die Ecken eines gleichseitigen
Dreiecks mit der Buche im Mittelpunkt (Abb. 2.3). Die Probenahme der Eckern erfolgten in
zwei verschiedenen Mastjahren, davon 1992/93 im Rahmen einer fritheren Dissertation

(Miiller-Starck 1996).

Abb. 2.3: Schematische Darstellung der Kronenprojektion einer Buche mit den
dazugehorigen Probekreisen, in denen Eckern gesammelt wurden, sowie ein Foto
der Sammelaktion

2.1.2. Buchenbestand Abt. 1083 (FoA Eschershausen)

Die Abt. 1083 besteht hauptsidchlich aus Buche und Fichte und deren Naturverjliingung und ist
mit Eberesche und Bergahorn gemischt. Die zu untersuchenden Verjlingungsflachen wurden
abhingig von ihrer Abschirmung durch Fichten ausgewihlt. Standorteigenschaften des

untersuchten Buchenmischbestands sind in Tab. 2.4 aufgelistet.

Tab. 2.4: Standorteigenschaften des untersuchten Buchenmischbestands

Forstamt FoA Eschershausen

Abteilung 1083

Alter (Hauptschicht) Buche 125, Fichte 132

Leistungsklasse Buche 6, Fichte 11

Bestockungsgrad Buche 0,7, Fichte 0,7

Fliche 19,4 ha

Hohenlage ii. NN 400 Meter

Entfernung der 100 Meter

nichstgelegenen

Buchenvorkommen

Standort % der Flache ziemlich gut ndhrstoffversorgt
Ya der Flache gut ndhrstoffversorgt
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Abb. 2.6: Nordwestliche Ansicht der Verjiingungsfliche B5. Die roten Pfeile zeigen die
untersuchten Altbdume an

Abb. 2.7: Nordostliche Ansicht der Verjiingungsfliche Div3
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Die Lage der Verjiingungsfliche in der Abt. 1083 des FoA Eschershausen im Solling ist in
den Abbildungen 2.4 und 2.5 schematisch présentiert.

Die Abbildungen 2.6 und 2.7 zeigen die Umgebung der Versuchsflichen in der Abteilung
1083. In der unmittelbaren Nachbarschaft der Verjiingungsflaichen B5 und Div3 steht nur
Buche (Abb. 2.6 und 2.7). Zur Orientierung kann auch das im Ergebnisteil verwendete
Luftbild (Abb. 3.22) herangezogen werden.

2.1.3 Eckern der ausgewahlten Baume Nr. 9 und 95 der Abt. 3100c des
FoA Dassel

Im Jahr 2001 wurden von den Biumen 9 und 95 Zweige und deren Eckern gewonnen (vgl.
Abb. 2.1 zur Position der Bdume). Die Laboruntersuchung dieser Eckern erfolgte an zehn

Isoenzym- und zwei Mikrosatelliten-Loci.

2.1.4. Eckern des isolierten Baumes in der Abt. 62 des FoASeesen

Im Bestand der Abt. 62 des FoA Seesen wurden von einer isolierten Buche Zweige und deren
Eckern aus dem oberen Kronenteil in unterschiedlichen Himmelsrichtungen gewonnen. Die
nichststehende reproduktionsfihige Buche befindet sich 75 Meter entfernt in einer
eingezdunten Anlage junger, iiberwiegend noch nicht reproduktionsfahiger Buchen (vgl. Abb.
2.8 und 2.9). Auf der Basis von Isoenzymen und Mikrosatelliten-Markern wurden

Untersuchungen durchgefiihrt.

| Abt. 62F0A Seesen @

Abb. 2.8: Schematische rdumliche Verteilung potenzieller Polleneltern innerhalb der
Abteilung 62. Der Pfeil zeigt die Position der isolierten Buche an.
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Abb. 2.9: Fichtenabschirmung der isolierten Buche in der Abteilung 62 des FoA Seesen
(Westharz)
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2.2 Methoden

2.2.1 Isoenzymanalysen

Die Genotypisierung des Untersuchungsmaterials (Knospen und Samen) mittels Isoenzym-

Marker erfolgte durch horizontale Stirkegelelektrophorese. Die Auswahl der untersuchten

Enzymsysteme ist in den Tabellen 2.5 und 2.6 dargestellt; die Vorgehensweise entsprach der
von Miiller-Starck und Starke (1993) und Miiller-Starck et al. (2001). Material, Methoden und
Ergebnisse zum Altbestand und Eckernjahrgang 1992/93 des Bestandes der Abteilung 3100c

(Dassel) sind von R. Miiller-Starck in ihrer Dissertation (1996) bereits teilweise dokumentiert

worden.

Tab. 2.5: Ubersicht der analysierten Enzymsysteme und der verwendeten Puffersysteme

(siehe auch Tab. 2.6)

Enzym Puffer EC- Code Genlocus
system
Glutamat-Oxaloacetat
Transaminase 2.6.1.1 GOT-B
Isocitrat-Dehydrogenase 4,5 1.1.1.42 IDH-A
Leucin-Aminopeptidase 34.11.1 LAP-A
Malat-Dehydrogenase 4,5 1.1.1.37 MDH-B,C
Menadion-Reduktase 1.6.99.2 MNR-A
6-Phosphogluconat-Dehydrogenase 3,4 1.1.1.44 6-PGDH-A,B,C
Phosphoglucose-Isomerase 53.1.9 PGI-B
Phosphoglucomutase 5422 PGM-A
Tab. 2.6: Ubersicht der verwendeten Puffersysteme.
No. Elektrodenpuffer pH Gelpuffer pH
1 0.05M LiOH-0.19 M Borséure 8.1 0.05 M Tris-0.01 M Zitronensiure 8.1
(mit 10% Elektrodenpuffer)

2 0.06 M NaOH-0.03 M Borsdure 8.0 0.07 M Tris-0.02 M HCI 8.7
3 0.14 M Tris-0.04 M Zitronensdure 7.8 Verdiinnter Elektrodenpuffer (2.5:1)
4 0.14 M Tris-0.04 M Zitronensdure 7.0 Verdiinnter Elektrodenpuffer (2.5:1)
5  0.14 M Tris-0.04 M Zitronensdure 7.0 0.04 M Tris, 0.001 M EDTA und

0.05 M Histidin HCI 5.7
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2.2.2. DNA-Analysen

2.2.2.1. Isolierung der DNA aus Samen und Knospen

Fiir die DNA-Isolierung aus Knospen und Samen wurde der DNeasy™ Plant Minikit (Qiagen,
Hilden) verwendet. Als Lysis-Puffer diente hier ein von Carlson et al. (1991) beschriebener
CTAB-Puffer. Nach der Salzprizipitation der Proteine und Polysaccharide wird die DNA an
eine Matrix gebunden und nach zwei Waschschritten wieder von der Matrix abgeldst. Dieses

Verfahren ist zeitsparend und erlaubt einen hohen Probendurchsatz (Csaikl et al. 1998).

2.2.2.2. Agarose- und Polyacrylamid (PAA)-Gelelektrophorese

Die Menge und Qualitét der isolierten DNA wurde mit Hilfe der Agarosegel-Elektrophorese
bestimmt. Dazu wurden Aliquots der gelosten DNA in 0.8%igen Agarosegelen mit 1 X TAE
(40 mM Tris-Acetat pH 7.8, 1 mM EDTA) als Elektrodenpuffer aufgetrennt. Die DNA wurde
mit Ethidiumbromid angeférbt und die Gele unter UV-Licht (302 nm) mit einer Digitalkamera

fotografiert. Als Mengenstandard wurden 50ng A-DNA eingesetzt.

Die DNA-Amplifizierungsprodukte wurden nach der PCR ebenfalls mittels Agarosegel-
Elektrophorese analysiert, wobei die Agarosekonzentration je nach Grofle der
Amplifizierungsprodukte zwischen 1.5% und 2.5% variierte. Zur Langenbestimmung der
Amplifizierungsprodukte wurden die Langenstandards VI (pBR 328/ Bgl I und Hinf 1
geschnitten) und XIV (100bp-Leiter) (Roche, Mannheim) verwendet.

Die Analyse erfolgte mit Hilfe von Polyacrylamidgelen in 8%igen Gelen mit 1 X TBE (90
mM Tris-Borat, pH 8.0, 2 mM EDTA) als Elektrodenpuffer. Die Fragmente wurden mit
SYBR-Gold (MoBiTec, Géttingen) angeférbt.

2.2.2.3. DNA-Amplifizierung von Mikrosatelliten-Markern
Die PCR-Amplifizierung erfolgte mit Mikrosatelliten-Primern, die von Tanaka et al. (1999)
fiir Fagus crenata und von Pastorelli et al. (2003) fiir Fagus sylvatica L. und F. orientalis

Lipsky entwickelt wurden. In der folgenden Tabelle sind die angewendeten Primer aufgelistet.
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Tab. 2.7: Sequenzen der zur Untersuchung eingesetzten Primer und die

»Annealingtemperatur* bei der PCR

Locus  Primersequenz (5'—3") Annealingtem- Autor
peratur (°C)

mfc2f ACA ACT AAT CCC ACC AGT CC 62 Tanaka et al. (1999)

mfc2r GGC CTA AAG CGA CAA CTCTA

mfc3f TAA TGG GAT GGA GGG TGG AT 55 Tanaka et al. (1999)

mfc3r GGA AGA CAA ACA ATG GAA AG

mfc 4f ATA AAG CAA CTG AAT AAA GA 52 Tanaka et al. (1999)

mfc4r GTC AAG AGA GGG AAG AGA GT

mfc5f ACT GGG ACA AAA AAA CAA AA 58 Tanaka et al. (1999)

mfc 5r  GAA GGA CCA AGG CAC ATA AA

mfc7f AAA ATA CACTGC CCC CAA AA 60 Tanaka et al. (1999)

mfcTr CAGGTT TTG GTT TCT TAC AC

mfc9f TTC CCT CCT CTT CTC TAA AT 55 Tanaka et al. (1999)

mfc9r TTA TAC TTC CTC TCT CAT CCC

mfc 11f ACA GAT AAA AAC AGA AGC CA 58 Tanaka et al. (1999)

mfc 11r TTT GGT TTT GTT GAG TTT AG

mfs 11f GGGGGTGGTTTCAAGTTTC 55% Vornam et al. (2003)

mfs 11Ir GAAGCCAATTATCACACCAAAAG

mfc 12f ACA CCT CAC AAT CCA CGA AA 56 Tanaka et al. (1999)

mfc 12r CCC AAT AAC TAA GAA TAC CA

mfc 13f GAG AGC AGG ATG GGA TGA AA 55 Tanaka et al. (1999)

mfc 13r ACA GCA CCT CTCCTTCTCTT

FS 1_15f TCA AAC CCA GTA AAT TTC TCA 60 Pastorelli et al. (2003)

FS 1 _15r GCC TCA ATG AAC TCA AAA AC

FS 1 _03f CAC AGC TTG ACA CAT TCC AAC 60 Pastorelli et al. (2003)

FS1_03r TGG TAA AGCACTTTTTCC CACT

FS1_11f TGA ATT CAA TCA TTT GAC CAT TC 63 Pastorelli et al. (2003)

FS 1 _11r GGA AGG GTG CTT CAA TTT GG

FS 3 _04f AGA TGA ACC ACT TCA AAT TC 60 Pastorelli et al. (2003)

FS 3 04r TCT CCT CAG CAA CAT ACCTC

*) neu entwickelter Primer
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Das Reaktionsvolumen und die ,,Annealingtemperatur* wurden speziell fir Fagus sylvatica L.

optimiert.

PCR-Reaktionsansatz:
2 ul ,,Template® DNA (5-10 ng)
1.8 ul pro Primer (5pmol) (unmarkiert oder fluoreszenzmarkiert)

1.9 ul H,O
7.5 ul Hot Star Master Mix (Qiagen, Hilden)

Temperaturprofil der Amplifizierungsreaktion:

95°C fiir 15 min.

94°C (Tanaka et. al 1999) oder 95°C (Pastorelli et. al 2003) fiir 1 min.
»annealing Temperatur (je nach Primer) fiir 30 sek.

72°C fiir 1 min fiir 30 Zyklen.
72°C fiir 30 min fiir den letzten Zyklus.

Die Amplifizierungsprodukte wurden mittels vertikaler Polyacrylamid-Gelelektrophorese und
Kapillarelektrophorese analysiert. Fiir die Kapillarelektrophorese wurden

fluoreszenzmarkierte Primer verwendet (6-FAM, HEX).
2.2.3. Auftrennung und Sequenzierung von Amplifizierungsfragmenten
mittels Kapillarelektrophorese

2.2.3.1. Probenvorbereitung der Amplifizierungsprodukte fiir die Kapillar-
elektrophorese

Die PCR-Produkte wurden in den meisten Féllen 1:400 verdiinnt. Zu 2 pl dieser Verdiinnung
wurden 12 pl Hi-Di Formamid gegeben. Die Proben wurden bei 95°C fiir 2 Minuten
denaturiert und auf Eis gestellt. Alle Proben enthielten GS 500 ROX als internen Standard.

2.2.3.2. Extraktion der DNA aus Agarosegelen

Nach der Amplifizierung und Elektrophorese wurden die angefdarbten DNA-Fragmente aus
dem Gel ausgeschnitten. Die DNA wurde mit Hilfe des QIAEX" II Gel-Extraktions-Kits
(Qiagen, Hilden) extrahiert. Die Vorgehensweise entsprach den Angaben des Herstellers. Die

so extrahierte DNA wurde direkt zur Sequenzierung eingesetzt.
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2.2.3.3. Sequenzierung
Die Sequenzierungsreaktion wurde mit dem Big Dye ® Terminator v.3.1. Cycel Sequencing

Kit (Applied Biosystems) durchgefiihrt.

Reaktionsansatz:

,Ready Reaction Premix(2,5X)* 2 ul
(enthalt dNTPs, ddNTPs Terminatoren, Polymerase)

BigDye SequencingBuffer(5X) 1 ul
DNA-Template 10-100 ng
Primer 1,6 pmol

(nur fiir eine Richtung)
Wasser (HPLC-H,0) auffiillen bis 10 pl

Thermocycler Protokoll (25 Zyklen):

96°C 10 sec
45° - 60°C 10 sec
60°C 4 min

Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden mit Hilfe einer Ethanolfdllung konzentriert und

gereinigt.

Reaktionsansatz fiir die Ethanolfillung:
Nach der Amplifizierung wurden zum Reaktionsansatz 40 pl H,O, 5 ul 3 M NaAC pH 4,6
und 150 pl 100% EtOH gegeben und bei 25 min und 13.000 rpm zentrifugiert.

Nach der vorsichtigen Entfernung von EtOH wurde das Pellet mit 125 pl 80% EtOH
gewaschen und 10 min bei max rpm zentrifugiert. Nachdem erneut das EtOH vorsichtig
entfernt wurde, konnte das Pellet 30-45 min auf dem Peltier Thermal Cycler (PTC-0200
version 4.0, MJ Research) bei 50°C getrocknet werden.

Nach der Zugabe von 15 pl HPLC-H,0 (Merck) wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert

und die Proben fiir die Kapillarelektrophorese vorbereitet.
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2.2.3.4 Sequenzvergleich
Die Analyse und das Editieren der Sequenzen erfolgte mit dem Programm ,,DNA Sequencing
analysis software 3.7 (Applied Biosystems). Das ,,Alignment™ der Sequenzen wurden mit dem

Programm ,,Clustal W multiple alignment* (Thompson et al 1994) durchgefiihrt.

2.2.3.5. Optimierung eines neuen Mikrosatelliten-Markers

Fiir den Locus mfc 11 wurden mit Hilfe des Programms Primer 3 von Steve Rozen und dem
Whitehead Institute / MIT Center for Genome Research (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer/primer3 www.cgi) neue Primer entwickelt. Die Primer wurden auf die Bildung

von ,,self-annealing®, Dimer- und Haarnadelstrukturen hin getestet.

2.3. Analyse der erhobenen Daten

2.3.1. Populationsgenetische Parameter
Die genetische Variation in den Eckern und in der Naturverjiingung wurde durch die
genetische Diversitit und die Heterozygotie charakterisiert. Die folgenden Mafle wurden fiir

Isoenzym- und Mikrosatelliten-Genloci berechnet (Hattemer et al. 1993):

Die allelische Diversitit Vi an einem bestimmten Genort A charakterisiert die ,,effektive*

Anzahl der Allele und berechnet sich wie folgt:

Vo = /Z:Pz( , mit p;y) := relative Hiufigkeit des i-ten Allels am Genort A .

Die mittlere effektive Anzahl von Allelen kann man auch i{iber mehrere Genorte hinweg
beschreiben. Die effektive Anzahl von Genen des ,,Genbestands® ergibt sich aus dem

harmonischen Mittel der Werte an den einzelnen Genorten. Es gilt also:

-1

V= (l ZLJ mit Summation tiber die Genloci und m:= Anzahl der untersuchten
mTv

Genloci.

Die beobachtete Heterozygotie H, an einem Genort A entspricht dem Anteil der

Heterozygoten. Es gilt:
Hoy =222 By =1=2 Pisy»  Wo die Py(i <) die relative Haufigkeit der

J i

(ungeordneten) Trager von A; und 4; bezeichnen.
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Die mittlere beobachtete Heterozygotie iiber mehrere (m) Genorte ergibt sich als einfaches

arithmetisches Mittel:

ZHO(A)
_ 4

m

H

o

2.3.2 Elternschaftsanalysen

Elternschaftsanalysen wurden fiir die Naturverjliingung der einbezogenen Abteilungen und fiir
die Samen ausgewéhlter Baume (Biume 9 und 95 der Abt. 3100c und die isolierte Buche der
Abt. 62) sowie fiir die vom Boden gesammelten Samen eines Teilbereiches der Abteilung

3100c (nordlicher Bereich) durchgefiihrt.

Die Elternschaftsanalysen wurden nach dem Ausschlussprinzip durchgefiihrt. Man bestimmt
die Genotypen von Nachkommen und potenziellen Eltern an allen verfiigbaren Genloci. Aus
dem Vergleich wird auf den moglichen Beitrag des Sameneltersund eines moglichen
Samenelters zuriickgeschlossen. AnschlieBend wird iiberpriift, welcher der Badume als
Pollenelter zur Kombination von Nachkomme und Samenelter in Frage kommt (Ellegrand
1984, Jones und Arderen 2003). Die Effektivitit dieser Analyse ist abhéngig von der Anzahl
verschiedener Genotypen in der untersuchten Population und dem Ausmal} nutzbarer

genetischer Variation (Brown et al 1989).

2.3.3. Berechnung zusatzlicher Parameter

2.3.3.1 In der Abteilung 3100¢

Fiir die beiden Parameter v, und H, und die Haufigkeit der Allelvarianten LAP-A4, PGM-A,,
IDH-A,, 6PGDH-Aj3, und MDH-B, wurde deren raumliche Verteilung in der Bestandesflédche
der Abteilung 3100c mit dem Programm GS+ Geostatistics for the Environmental Sciences,
Version 5.3.2 dargestellt. In den Einstellungen wurden in der Regel ein Gitterpunktabstand
von jeweils einem Meter sowie die Berlicksichtigung von 16 Nachbarn und ein Suchradius

von 142 Metern gewéhlt.
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Fiir die Probekreise erfolgte unter der Annahme eines panmiktischen Reproduktionssystems

die Ermittlung der zugehorigen Werte flir Diversitit und Heterozygotie, wobei:
- die Abstammung aller Eckern eines Probekreises vom zugehorigen Altbaum,

- die regulire Segregation der Samen- und Polleneltern an den einbezogenen Genloci

und

- Zufallsbefruchtung durch Pollen aus einer Pollenwolke vorausgesetzt wurde, zu der

alle Altbdume gleichméafBig beitragen, zu erwarten wére.

2.3.4. Computergestutzte Analyse der erhobenen Daten
Die Berechnung der genetischen Strukturen und deren genetischen Parameter erfolgte mit
Hilfe des Programmsystems GSED (Gillet 1994) und GENALEX (Peakall und Smouse 2001,
siehe: http://www.anu.edu.au/BoZo/GenAlEx/GenAlExGuideV5.pdf).

Fiir die Abteilung 3100c wurden mit den Mikrosatelliten-Markern mfc 5 und mfs 11
Distogramme fiir die raumliche Struktur der Altbdume erzeugt. Die Darstellungen basierten
auf dem Programm Spatial Genetic Software (SGS) Version 1.0c (Degen et. al 2001) auf der
Basis des genetischen Abstandes nach Gregorius (1978).

Die Werte fiir Moran's I (Moran 1950) wurde iiber eine modifizierte Funktion des R-
Computerprogramms fiir Windows (The R Development Core Team 2003) Paket ,,spdep” von
Bivand (2003) (http://www.r-project.org/) berechnet. Die Kodierung der Daten geschah so,
dass den einzelnen Badumen Allelfrequenzwerte von 0, 0,5 oder von 1 fiir jedes Allel an jedem

Locus zugewiesen wurden. Eine detallierte Beschreibung der Analyse ist bei Streiff et al.

(1998) zu finden.

In beiden Programmen wurde die statistische Bedeutung beider rdumlicher
Autokorrelationsparameter durch die Anwendung einer Permutationsanalyse iiberpriift, um
strukturierte Verteilungen der errechneten Parameter zu erkennen. Es wurden jeweils 1000

Permutationen durchgefiihrt.

Um die hier gewonnenen Daten fiir die Abstammungsanalyse zu verarbeiten, ist das
Computerprogramm ,,ABSTAMMUNG* entwickelt worden. Dafiir wurde mit Hilfe der
Computersprache ,,Pascal® das Programm ,,Delphi* (Version 5 Professional) so genutzt, dass
es moglich ist, in einfacher Form das Ausschlussprinzip anzuwenden. Die Dateien etwa der
Isoenzyme, Mikrosatelliten oder Baumkoordinaten werden hier in getrennter Form eingefiigt,

um die Abstammung der einzelnen Individuen oder auch Individuengruppen von moéglichen
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Pollen- oder Sameneltern zu berechnen. Dabei spielt es keine Rolle, ob es sich um einzelne
oder gruppierte Samen, Jungwuchs, Einzelbdume oder Baumgruppen handelt. Man muss
allerdings beachten, dass mit dieser Methode der Anteil der nicht von einem hypothetischen
Samenelter abstammenden Individuen unterschitzt und der Anteil der aus Selbstbefruchtung

hervorgegangenen Individuen iiberschétzt werden kann (Gregorius 1991).
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3 ERGEBNISSE
3.1 Entwicklung und Anwendung von Mikrosatelliten-Markern

3.1.1 Mikrosatelliten fur Fagus crenata und F. japonica

Drei der neun fiir Fagus crenata entwickelten Primer (Tanaka et al. 1999) erzeugten auch hier
polymorphe Amplifizierungsprodukte mit einer unterschiedlichen Anzahl von Allelen fiir die
jeweiligen Genorte. Die angewendeten Mikrosatelliten-Marker zeigten insgesamt eine hohe
Variation. Bei Fagus sylvatica L. wurden fiir den Locus mfc 5 23 Allele (Abb. 3.1), fiir den
neu entwickelten Locus mfs 11 9 Allele und fiir den Locus mfc 9-2 5 Allele gefunden. Die
Loci mfc 2, 4 und 7 produzierten ein Multilocus-Bandenmuster und die Primer-Paare mfc 3,
12 und 13 lieferten kein Amplifizierungsprodukt. Am Genort mfc 9-2 zeigten die Altbdume
der Abteilung 3100c einen unerwartet hohen Homozygotenanteil, der das Vorhandensein von
Nullallelen vermuten lasst. Fiir die Elternschaftsanalyse wurde daher dieser Locus nicht in

Betracht gezogen.

Im Vergleich sind die Werte fiir die mittlere Heterozygotie an mfc 5 niedriger als die in Fagus
crenata und F. japonica gezeigten. Tanaka et al. (1999) beobachteten fiir diese Variable 0,84
beziehungsweise 0,87. In der vorliegenden Arbeit erreicht die Heterozygotie den Wert 0,60.
Fiir den hier entwickelten Mikrosatelliten-Marker mfs 11 ergibt sich kein Unterschied zur
Heterozygotie von mfc 11 fiir F. crenata. Der Wert liegt im Fall von F. japonica hoher. Von
den drei untersuchten Primern ergab der Primer FS 3 04 von Pastorelli et al. (2003) den

niedrigsten Wert.

3.1.1.1 Sequenzierung der Amplifizierungsprodukte

Die Sequenzierung der amplifizierten SSR-Loci in Fagus sylvatica L. erlaubte eine
Uberpriifung der Wiederholungseinheit der identifizierten Allele fiir die drei Primerpaare mfc
5, mfc 9-2 und mfc 11. Der Unterschied zwischen den Basenpaaren eines bestimmten Allels
sollte dabei mit dem Unterschied der repetitiven Sequenzen iibereinstimmen (Tab. 3.1). So
liefert z. B. das Primerpaar fiir den Genort mfc 5 Allele mit einer Gréf3e von 282 bp und 300
bp und entsprechend der Wiederholungseinheit wurden neun weitere Allele zwischen diesen

beiden Allelen identifiziert.
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Tab. 3.1: Anzahl der Basenpaare und Beschreibung der repetitiven Sequenz der

Mikrosatelliten
Mikrosatelliten Anzahl der Basenpaare repetitive Sequenz
mfc 5 282bp (CT)is
300bp (CT)TT (CT)y7
321bp (CT)6 TT (CT)5 C
mfc 9-2 182bp (CT)s
196bp (CD)yo
199bp (CT)C
mfc 11 319bp (CTio
325bp (CTi3
327bp (CT)ia
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Abb. 3.1: Beispiele der Amplifizierungsprodukte fiir das Primerpaar mfc 5 in den sieben
ausgewihlten Altbdumen der Abteilung 3100c¢

Die Sequenzierung der Amplifizierungsprodukte (Abb. 3.2) fiir den Locus mfc 11 erlaubte es,

einen spezifischen Mikrosatelliten-Primer fiir Fagus sylvatica L. zu entwickeln. Der Locus

wurde mit mfs 11 bezeichnet. Mit Hilfe dieses neuen Primerpaares (mfs 11) (Abb.3.3) konnten

in der Abteilung 3100c von den 54 mit mfc 11 als homozygote Individuen klassifizierten (mit

der Anwendung von) Altbdumen 20 Individuen als unter mfs 11 Heterozygote reklassifiziert

werden.
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Abb. 3.2: Sequenz des Amplifizierungsproduktes von mfc 11. (Das Fragment von 319bp ist
das Amplifizierungsprodukt der DNA eines Altbaumes der Abt. 3100c). Die
Pfeile zeigen den Anfang und das Ende des ,,Repeat-Motivs®.
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Abb. 3.3: Amplifizierungsprodukte fiir das Primerpaar mfs 11 der DNA der sieben

ausgewdhlten Altbdume aus der Abt. 3100c

3.1.2 Mikrosatelliten-Marker fur Fagus sylvatica L. und F. orientalis

Es wurden die von Pastorelli et al. (2003) fir Fagus sylvatica L. und F. orientalis

entwickelten Primerpaare benutzt. Die Auswahl bezog nur solche Primerpaare ein, die

Mendel-Segregation zeigten und offensichtlich keine Nullallele aufwiesen. Die vier

ausgewdhlten Primerpaare wurden analog zu Pastorelli et al. (2003) mit FS 1 _15 (Abb. 3.4),
FS 1 03 (Abb. 3.5), FS 1 11 und FS 3 04 (Abb. 3.6) bezeichnet. Die PCR-Amplifizierung

erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie von Pastorelli et al. (2003) beschrieben.
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Abb. 3.4: Amplifizierungsprodukte fiir sieben ausgewihlte Altbdume der Abt. 3100c mit
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Abb. 3.6: Amplifizierungsprodukte fiir sieben ausgewihlte Altbdume der Abt. 3100c mit dem
Primerpaar FS 3 04

3.1.3 Allgemeine Betrachtung zur untersuchten Versuchsflache

Innerhalb der Abteilung 1083 des FoA Eschershausen lagen die Stichprobenumfiange der
unmittelbar benachbarten Altbdume zu den jeweiligen Verjiingungsflachen nicht konstant vor.
Die Stichprobennahme hat besonders bei kleinen Stichprobengrofen (Ziehe et al. 1998)
Einfluss auf die gefundene genetische Variation. Beispielsweise wurden fiir die
Versuchsfliache BS lediglich drei Altbdume und fiir die Versuchsfliche Div3 sieben Altbdume
beprobt.

Die Verteilung von Jungwuchs innerhalb der Versuchsfliche und das unterschiedliche Alter
der geworbenen Proben konnte auch eine besondere Rolle fiir die berechneten Werte spielen.
Die gesammelten Jungwuchsproben stammen nicht notwendigerweise von Eckern und

Keimlingen desselben Jahrgangs.

Die Jungwuchspflanzen innerhalb der Versuchsflichen diirfte unterschiedlichen
Selektionsprozessen ausgesetzt gewesen sein. Fiir die Versuchsfliche J2 in der Abteilung
3100c (Stdliicke Siidteil 2) sind beispielsweise die Bodeneigenschaften nicht homogen. Der
dem Baum 33 néchstgelegene Jungwuchs konnte zudem mehr Schatten bekommen haben als

die Naturverjiingung im mittleren Bereich der Versuchsflache (vgl. Abb. 2.1).
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3.2 Ergebnisse der Abteilung 3100c

Abb. 3.7: Luftbild der Abteilung 3100c des FoA Dassel im Solling mit eingetragenen
Baumnummern in den Kronenbereichen der Buchen. Die Altbuchen mit den
Nummern 1, 18, 23 und 40 waren zum Zeitpunkt der Luftaufnahme bereits
ausgefallen. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Buchenfldche von Fichten
eingeschlossen ist.

Die Kroneniiberlappung ist in manchen Bereichen der Abteilung 3100c deutlich zu erkennen
(Abb. 3.7). Diese Situation konnte insbesondere flir die nordwestlichen, norddstlichen und
stidlichen Bereiche die besonderen Ergebnisse der Abstammungsrekonstruktion der
untersuchten Eckern, die auf dem Boden gesammelt wurden, erkldren. Das Vorhandensein

von Liicken diirfte auch den Pollenflug beeinflussen.
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Abb. 3.8: Darstellung der rdumlichen Verteilung der Eckernstichproben: Die Nummern
bezeichnen Positionen der Altbuchen, die griinen Kreise die Probekreise der
Eckern, wobei die Kreisflache proportional zur Anzahl untersuchter Eckern
gewdhlt wurde. Der obere Abbildungsteil bezieht sich auf den Jahrgang
1992/93, der untere auf 1998/99.
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3.2.1. Raumliche Verteilung der genetischen Strukturen in der Abt. 3100c
Die Menge der geernteten Samen war wihrend der beiden Reproduktionsperioden
unterschiedlich. In der zweiten Periode wurden 300% mehr Eckern gesammelt als in der
ersten Periode. Die Verteilung der Eckern innerhalb der Kreisstichproben war zudem 1992/93
sehr ungleichmdfig. Im stidwestlichen Bereich wurde eine besonders kleine Anzahl von
Eckern innerhalb der Kreisstichproben beobachtet (Abb. 3.8). Im siiddstlichen Sektor war
dieses anders; hier wurden in den beiden Jahrgéingen vergleichsweise viele Eckern
beobachtet. In der zweiten Reproduktionsperiode lag allerdings insgesamt eine dhnlich hohe

Anzahl von Eckern je Probekreis vor.

Die genetischen Strukturen zeigten im AusmaBl genetischer Variation fiir beide
Reproduktionsperioden ebenfalls Ahnlichkeiten; im siiddstlichen Sektor wurden immer die
hohere Variation gemessen. Es ist hervorzuheben, dass auch die Genbestandsdiversitdt und
die mittlere Heterozygotie in der ersten Reproduktionsperiode viel ungleichméBiger verteilt
sind, in der zweiten Reproduktionsperiode war an die rdumlichen Verteilungen weit

homogener (Abb.3.10 und 3.11).

Obwohl die genetische Ausstattung der Eckern iiber beide Jahrgiinge rdaumlich variabel
vorliegen, bleiben einige der gebildeten Muster in beiden Reproduktionsperioden durchaus
unverdndert. Dieser Effekt ist nicht allein auf die genetische Ausstattung der Altbuchen
zuriickzufiihren, sondern es zeigen sich auch in der flichigen Verteilung der

Strukturparameter deutliche Abweichungen von panmiktischen Reproduktionsverhéltnissen.

Die als panmiktisch beschriebenen Verhiltnisse beriicksichtigen die rdumliche Verteilung der
Sameneltern und dort vorliegende rdumliche Autokorrelationen. Abweichungen von diesen
Verhéltnissen gibt es im siidwestlichen und siiddstlichen Bereich; im ersteren Bereich
erwartet man unter der genannten Annahme eine grofere genetische Diversitit als die
beobachtete. Das Gegenteil ist im siidostlichen Bereich zu erkennen, wo eine deutlich héhere

Genbestandsdiversitét in den Kreisstichproben festgestellt wurde (Abb. 3.12).

Die Richtung und Stdrke des vorherrschenden Windes diirfte eine wichtige Rolle fiir diese
Resultate spielen. Die vorherrschende Windrichtung (Nordwest), die die Hauptrichtung des
Genflusses iiber die Pollen- und Samenverbreitung vorgibt, konnte die groBere genetische

Diversitat im sudostlichen Bereich erklaren.

In der ersten untersuchten Reproduktionsperiode war die Verteilung in der Anzahl der Eckern

je Kreisstichprobe ungleichmiBig (im siidostlichen Bereich gab es eine grofere Menge
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Eckern als im siidwestlichen Bereich). Fiir die zweite Periode kann man vermuten, dass die
Menge der Altbdume, die an der Reproduktion teilgenommen haben, deutlich grofler war als
in der Periode 1992/93. Dieses verursacht mdglicherweise eine Situation mit einer
gleichmidfBigere Reproduktion und damit homogeneren rdumlichen Verteilung in den

genetischen Strukturen.

Eine positive Korrelation zwischen der Anzahl Eckern je Kreisstichprobe und der genetischen
Diversitit wurde fiir 1992/93 festgestellt. Dabei gilt allerdings in erster Linie fiir relativ kleine
Anzahlen an Eckern pro Kreisstichprobe: Je grofler die Anzahl der Eckern, desto grofer ist
die genetische Diversitit und auch die Streuung ihrer Werte. Sie stabilisiert sich bei hoheren
Anzahlen an Eckern je Kreisfliche auf eine Diversitdt (v;) im Genbestand von 1,53 (Abb.

3.13 und 3.14).

Fiir die mittlere Heterozygotie ist das Bild etwas anders. Die mittlere Heterozygotie der
Abteilung 3100c erscheint weitgehend unabhingig von der Anzahl der Eckern je
Kreisstichprobe. Der mittlere Wert liegt bei ca. 0,33. Die Streuung der Werte verringert sich
mit der Zunahme der Anzahl an Eckern je Kreisstichprobe (Abbildungen 3.15 und 3.16). Es
wird aus diesen Abbildungen offensichtlich, dass man fiir brauchbare Schitzungen dieser
Variablen mindestens 30 bis 40 Eckern pro Kreisstichprobe bendtigt. Einzelheiten zur
linearen Regression in den Abbildungen 3.14 bis 3.16 sind nicht weiter ausgefiihrt. Die
Regressionsgeraden dienen nur der groben Orientierung. Ein Ansatz nicht linearer Regression
wire angesichts des ganz offensichtlich fehlenden Zusammenshangs insbesondere im

Jahrgang 1998/99 nicht angemessen.

3.2.2. Fremdpollenflug (bei Windeinfluss)
Innerhalb der Kreisstichproben wurden insbesondere im Jahrgang 1998/99 Allele gefunden,

die nicht in der genetischen Ausstattung der Altbdume der Abteilung vorliegen. Besondere

Bedeutung haben hier die folgenden Allele: MNR-A |, MNR-A4 und LAP-A;.

Der vermutete Einfluss der vorwiegend nordwestlichen Windrichtung wurde anhand der
Allelvariante MNR-A; iiberpriift. Obwohl diese nicht in der genetischen Ausstattung der
Altbdume auftrat, konnte sie in den untersuchten Eckern einiger Kreisstichproben
nachgewiesen werden. Das Allel MNR-A; wurde verstirkt im nordwestlichen Randbereich
des Bestandes in den Kreisstichproben 20N (5 Eckern), 19N (2 Eckern) und 19L (2 Eckern)

gefunden. Im mittleren Bereich wurden fiir die Kreisstichproben 72L und 97L je eine Ecker
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beobachtet. Am slidwestlichen Bestandesrand wurde je eine Ecker mit MNR-A; in den

Kreisstichproben 921, 88L und 97N registriert (Abb. 3.9 und Anhang I).

In allen Kreisstichproben kamen insgesamt 101 Eckern mit der Variante MNR-A4 vor. Die
meisten davon (90 Eckern) wurden im nordlichen Bereich erfasst und eine betrdchtliche

Anzahl (14 Eckern) fand sich in der nordlichen Kreisstichprobe des Baumes 6 (s. Anhang I).

Die Allelvariante LAP-A; wurde insgesamt in 16 Eckern angetroffen. Die Verteilung der
Eckern mit diesem Allel (Anhang I) kann in diesem Fall nicht plausibel durch eine
Verdriftung mit einer vorherrschenden Windrichtung erklart werden. Dazu miissten genauere

Untersuchungen angeschlossen werden.
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Abb. 3.9: Anzahl der Eckern mit dem Allel MNR-A| innerhalb der Kreisstichproben fiir den

Jahrgang 1998/99
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Wenn man die drei Enzymgenloci zusammen betrachtet (s. Anhang I), kann man keine

eindeutige Richtung des Fremdpolleneinfluges erkennen.

3.2.3. Raumliche Verteilungen der Haufigkeiten von verschiedenen
Allelvarianten

Der siidostliche Bereich weist in den beiden Jahrgingen jeweils die hoheren relativen
Haufigkeiten fiir die adaptiv als vorteilhaft eingestuften Allelvarianten IDH-A,;, PGM-A,,
MDH-B;s auf. Im sudostlichen Bereich kommt auch 6PGDH-A; wihrend der
Reproduktionsperiode 1998/99 mit einer beachtlich hohen Héaufigkeit vor. Dort werden
ebenfalls die hoheren Werte der Genbestandsdiversitit gefunden. Hier ist festzustellen, dass
die in diesem Bereich produzierten Eckern nicht nur eine hdhere genetische Variation und
damit hoher eingeschitzte Anpassungsfahigkeit, sondern wegen der Prdsenz dieser Varianten

auch eine hohere Angepasstheit (Anhang II) aufweisen.
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Diversitat
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Abb. 3.10: Raumliche interpolierte Verteilung der Genbestandsdiversitéit der Eckern iiber
neun Enzymgenorte (mit Ausnahme von 6PGDH-B und -C alle aus Tab. 2.5).
Aus den Befunden der Eckern innerhalb der Probekreise wurde die
Information iiber die gesamte Bestandesfliche interpoliert. Der obere
Abbildungsteil bezieht sich auf den Jahrgang 1992/93, der untere auf 1998/99.
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Heterozygotie
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Abb. 3.11: Réumliche interpolierte Verteilung der mittleren Heterozygotie der Eckern
iiber neun Enzymgenorte (mit Ausnahme von 6PGDH-B und -C alle aus Tab.
2.5). Aus den Befunden der Eckern innerhalb der Probekreise wurde die
Information iiber die gesamte Bestandesfliche interpoliert. Der obere
Abbildungsteil bezieht sich auf den Jahrgang 1992/93, der untere auf 1998/99.
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3.2.4. Raumliche Verteilung der Allelvariante LAP-A,

Schon Kim (1985) und spéter Miiller-Starck (1993) stellten fest, dass unter bestimmten
Umweltbedingungen in der Phase zwischen Keimung und zweijdhrigem Jungwuchs Selektion
zugunsten von LAP-A, stattgefunden haben musste. Die heterozygoten Triger dieser
Varianten waren unter Freilandbedingungen offenbar besonders viabel. Im vorliegenden Fall
wurde wihrend beider Reproduktionsperioden im siidwestlichen Bereich der Abteilung 3100c
eine iberraschend hohe relativen Héaufigkeit von LAP-A,; beobachtet. Die Verjiingung
innerhalb des slidwestlichen Streifens konnte somit in den beiden Jahrgingen eine groBere
Uberlebenswahrscheinlichkeit als die im siidostlichen Bereich haben. In der ersten
Reproduktionsperiode wurde allerdings auch im nérdlichen Bereich eine hohere relative
Haufigkeit des Allels LAP-A4 gefunden. Somit ist festzustellen, dass die vermutete
Uberlebensfihigkeit der Naturverjiingung in den beiden Jahrgingen ein durchaus heterogenes
Muster darstellt. Die in beiden Jahrgdngen im siidwestlichen Bereich vorliegende
betrdchtliche Haufigkeit diirfte von einigen heterozygoten Altbdumen und einem
homozygoten stammen. Die starke Prisenz dieses Allels im Jahrgang 1992/93 im nordlichen
Bereich ist moglicherweise wesentlich auf wenige heterozygote und in diesem Jahrgang in der

Reproduktion effiziente Buchen zuriickzufiihren (Abb. 3.17 und 3.18).
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Abb. 3.12: Erwartete Genbestandsdiversitit in den Eckern der Probekreise aus der
Abteilung 3100c des FoA Dassel im Solling unter der Annahme
panmiktischer Reproduktion (oben) und die Beobachtungen der
Reproduktionsphase 1998/99 (unten).
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Abb. 3.13: Anzahl untersuchter Eckern in den Probekreisen des Jahrgangs 1992/93 und die
dort jeweils vorgefundene genetische Diversitit im Genbestand von neun
Enzymgenloci (Genloci mit Ausnahme von 6PGDH-B und -C aus Tab. 2.5).
Zusitzlich sind die genetische Diversitdt im gesamten Eckernmaterial und der
Mittelwert der Diversititen tliber die Probekreise eingetragen.
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Abb. 3.14: Anzahl untersuchter Eckern in den Probekreisen des Jahrgangs 1998/99 und die
dort jeweils vorgefundene genetische Diversitit im Genbestand von neun
Enzymgenloci (s. o.). Zusitzlich sind die genetische Diversitit im gesamten
Eckernmaterial und der Mittelwert der Diversititen iiber die Probekreise
eingetragen.
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Abb. 3.15: Anzahl untersuchter Eckern in den Probekreisen des Jahrgangs 1992/93
und die dort jeweils vorgefundene mittlere Heterozygotie iiber neun
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Abb. 3.16: Anzahl untersuchter Eckern in den Probekreisen des Jahrgangs 1992/93
und die dort jeweils vorgefundene mittlere Heterozygotie iiber neun
Enzymgenloci. Zusitzlich sind die mittlere Heterozygotie im gesamten
Eckernmaterial und der Mittelwert der Heterozygotie liber die Probekreise

48



relative Haufigkeit von LAP-A4

0,921
0,861
0,802
0,742
0,682
0,622
0,562
0,502
0,442
0,382
0,322
0,262
0,203
0,143
0,083
0,023

Abb. 3.17: Riaumlich interpolierte Verteilung der Variante LAP-A4 in der Abteilung 3100c
(FoA Dassel) unter den Eckern der erfassten Probekreise. Der obere
Abbildungsteil bezieht sich auf den Jahrgang 1992/93, der untere auf 1998/99.
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Abb. 3.18: Genotypen am Isoenzym-Genort LAP-A unter den Altbdumen der Abteilung
3100c des FoA Dassel. LAP-Asund As sind hier zu LAP-A4 zusammengefasst.

50



3.3 Parameter der Mikrosatelliten-Marker in den Abteilungen 3100c
und 1083

3.3.1 Genetische Parameter der Mikrosatelliten-Marker in den
Abteilungen 3100c (FoA Dassel) und 1083 ( FoA Eschershausen)

Tab. 3.2: Genbestandsdiversititen (v,) und jeweils mittlere beobachtete Heterozygotie (Ho)
an zwei bzw. drei Mikrosatelliten-Loci fiir den Rein- bzw. Mischbestand

Bestand Versuchsfliche Anzahl der v, H, 1) H,
(Jungwuchs) o ersuchten wd £S5 04  wndFS30h  mpih i)
Individuen
3100c Siidliicke Siidteil 1 13 2,46 0,59 4,10 0,73
3100c Siidliicke Sudteil 2 12 2,05 0,50 3,24 0,67
3100c Liicke Nordteil 35 2,61 0,48 4,19 0,57
3100c Siidostteil nahe B95 10 2,76 0,60 3,82 0,65
3100c unter Fichten 20 2,53 0,67 3,67 0,80
3100c Altbestand 96 2,59 0,51 443 0,62
1083 B3 20 2,78 0,47 441 0,48
1083 B4 16 2,17 0,45 3,36 0,56
1083 BS 10 3,35 0,63 4,21 0,55
1083 Div3 23 2,34 0,53 4,24 0,69

Die Ergebnisse der Tabelle 3.2 sind durch die Stichprobenumfiange und die Variabilititen der
einzelnen Loci stark beeinflusst. Die Betrachtung der einzelnen Loci ergibt hier bereits
erhebliche Unterschiede. Beispielsweise hat die genetische Diversitdt an mfc 5 in der
nordlichen Stichprobe (Liicke Nordteil der Abt. 3100c) den Wert 7,83 und die gleiche
Stichprobe an FS 3 04 den Wert 1,49 (Tab. 3.3). Trotzdem kann man erkennen, dass es fiir
die beiden genetischen Parameter einen Trend der Zunahme vom siidwestlichen zum
stidostlichen Bereich der Abteilung 3100c gibt. Der Unterschied ist allerdings nicht so gro8,

dass er die Annahme einer selektiven Neutralitdt der Mikrosatelliten-Loci widerlegen wiirde.
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Tab. 3.3: Allelische Diversitit (v,) und mittlere Heterozygotie (H, ) je Primer in den
Jungwuchsstichproben von Rein- bzw.Mischbestand

) H,
Bestand  Versuchsfliiche 1::;*;‘;:1 Z‘l‘::en mfc5 mfs1l FS3 04 mfc5 mfs1l FS3 04
Individuen
3100¢ Sﬁﬁi\llflilcmkzsfcl‘te“ 13 528 3,35 1,37 0,77 0,69 0,31
3100¢ Sﬁ%ifﬁfnifgteﬂ 12 7,38 2,07 1,18 0,75 0,58 0,17
3100¢ Liicke Nordteil 35 783 2,86 1,49 0,57 0,57 0,29
3100¢ Sﬁdosggisl nahe 10 526 2,82 1,85 0,50 0,80 0,50
3100¢ unter Fichten 20 530 2,99 1,51 0,90 0,70 0,40
3100c Altbestand 96 9,64 2,87 1,42 0,60 0,62 0,29
1083 B3 20 6,50 3,33 1,60 0,25 0,70 0,45
1083 B4 16 516 2,49 1,27 0,47 0,65 0,24
1083 BS 10 6,45 3,12 2,38 0,60 0,50 0,80
1083 Div3 23 576 3,36 1,24 0,83 0,54 0,21

3.3.2 Indices von Moran (Moran’s |I) und genetische Abstinde an den
Mikrosatelliten-Loci

Eine signifikante rdumliche Autokorrelation wurde fiir den Index von Moran wie auch fiir das
Distogramm (Gregorius 1978, Degen et al. 2001) bei gemeinsamer Betrachtung vom mfc 5
und mfs 11 gerade in den beiden geringsten Entfernungsklassen beobachtet: Altbdume in einer
Distanz von weniger als 30 Metern sind offenbar genetisch dhnlicher als solche, die weiter

von einander entfernt stehen (Abb. 3.19).
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Abb. 3.19: Verhiltnisse der rdumlichen Autokorrelation in den Allelen der Loci mfc 5 und
mfs 11: Moran’s I (links) und Distogramm (rechts) nach Vornam et al. (2003). Die
markierten Konfidenzbereiche beziehen sich auf 95%
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3.4 Elternschaftsverhéltnisse fiir Eckern und Jungwuchs der Abt.
3100c

Drei inzwischen ausgefallene Altbdume (Altbdume 1, 40 und 23) mit unbekanntem Genotyp

konnten ihre Mikrosatelliten-Varianten zu den Eckern und Jungwuchspflanzen beigetragen

haben. Daher tauchen diese Altbdume in der Elternschaftsanalyse als potenzielle Samen-

und/oder Pollenspender sowohl fiir die Eckern als auch fiir den Jungwuchs regelméfig auf.

3.4.1 Abstammungsrekonstruktion fir die Eckern des Jahrgangs 1998/99
aus dem nordlichen Bereich der Abt. 3100c

In den Probekreisen fiel der Prozentanteil der Eckern, die tatsdchlich von demjenigen Baum
stammen konnen, dem die Kreisfliche zuzuordnen ist, gerade im nordlichen Bereich sehr
unterschiedlich aus. In den meisten Kreisstichproben wurden {iiberhaupt keine Eckern
gefunden, die von dem zugehorigen Baum kommen kénnen und als potenzieller Samen- und
Pollenelter wurde oft der Baum 40 angenommen. Im diesem Bereich wurde die noérdliche
Kreisstichprobe von Baum 19 als diejenige mit dem hochsten Anteil an Eckern festgestellt,
die von dem zugehdrigen Baum, hier Baum 19, stammen konnen. Der Baum 19 hat wenige
Nachbarn und im noérdlicher Richtung kéime der Baum 20 noch als potenzieller Samenelter in
Frage. Fiir die Kreisstichprobe 19L (siidwestlich) war der Prozentanteil der passenden Eckern
deutlich niedriger als im ndrdlichen Probekreis; hier konnten die Bdume 18 und 17 potenzielle
Eltern sein. In der Kreisstichprobe 19R (siiddstlich) lag der kleinste Prozentanteil der zu
Baum 19 kompatiblen Eckern vor. In dieser Richtung finden sich auch die meisten Baume,
die als weitere potenzielle Samen- und Polleneltern angenommen werden konnen. Insgesamt
sind hier etliche mogliche Samen- und Polleneltern in merklich weniger als 50 Meter

Entfernung zu finden.

Der Baum 60 kommt flir eine Abstammungsrekonstruktion der Eckern beziiglich der
verschiedenen Himmelsrichtungen kaum in Frage. Hier wurden zusétzlich die Baume 59, 61,

63 und 66 als potenzielle Sameneltern identifiziert (Tab. 3.4).
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Tab. 3.4. Potenzielle Samen- und Pollenspender des nordlichen Bereichs

Stichprobe Anzahl der Anzahl kompatible Eckern " Anderer moglicher Pollenspender <50 m

untersuchten “) Samenelter < 50 m ? “)

Eckern a)

19N 10 8 (80%) [2" (20%")] 2 (20%) [17 (10%*)] 10 (100%) [3” (30%")]
19L 10 6 (60%) [17 (10%™)] 4 (40%) [17 (10%*)] 10 (100%) [4” (40%")]
19 R 10 5 (50%) (17 (10%™)] 5 (50%) [1* (10%*)] 10 (100%) [27 (20%™)]
Total 30 19 (63%) [4" 13%")] 11 (37%) [3" 10%™)] | 30(100%) [9” (30%")
60 N 10 3 (30%)
60 L 10 5 (50%)
60 R 10 0 (0%)
Total 30 8 (27%)

%) maximale Anzahl bzw. maximaler prozentualer Anteil der Selbstbefruchtung

! Eckern, die zu dem in Spalte 1 bezeichneten Baum stammen kénnen

? Eckern, die nicht von dem zugehorigen Baum stammen konnen, jedoch einen méglichen Samenelter in
weniger als 50 Meter Entfernung haben

3.4.2 Genetische Parameter und Vaterschaftsanalyse fiir Baum 9

3.4.2.1 Genetische Parameter und Haufigkeiten von bestimmten Allelvarianten

Die Eckern eines Zweiges wurden nach Mdglichkeit in ihrer Position von der Spitze zur Basis
bei der Untersuchung getrennt gehalten. War eine Positionierung nicht mehr moglich, wurden

sie als ,,Mischprobe® dieses Zweiges gemeinsam untersucht.

Die auf dem Baum 9 gesammelten Eckern zeigten im Vergleich mit den Eckern des Baumes
95 mindestens fiir die Mischprobe niedrigere Werte in der genetischen Diversitit und

mittleren Heterozygotie (Tab. 3.5 und 3.7).

Fiir die Allelvariante MDH-B4 wurde ein Unterschied zwischen den gesammelten Eckern und
der Mischprobe von dem nach Siiden gerichteten Zweig beobachtet. Das spricht fiir eine

Variation in der Allelausstattung der Eckern an diesem Zweig.

Tab. 3.5. Genetische Diversitit (v;) im Genvorrat von acht Enzymgenloci (wie in Tab. 2.5,
jedoch ohne GOT-B, 6PGDH-B und 6PGDH-C) und mittlere Heterozygotie (H,)
der acht Genloci sowie relative Haufigkeiten bestimmter Allelvarianten und
Genotypen fiir Baum 9

Zweig Anzahl V2 H, |IDH-A, | IDH-A;A; | LAP-A; | LAP-A4A, | 6PGDH-A; PGM-A, MDH-B,
Baum 9 der
*) Eckern
1 11 - - 0.04 0.09 - - 0.14 0.14 0.14
2 14 1.32 {0.22 | 0.08 0.15 0.5 0.31 0.15 0.19 0.00
Total 25 - - | 0.06 0.12 - - 0.14 0.17 0.06

*) 1 =Zweig in Richtung Siiden
2 = Mischprobe von 1
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3.4.2.2 Vaterschaftsanalyse

Es wurde eine Vaterschaftsanalyse anhand der Primer mfc 5, mfs 11. und FS 3 04
durchgefiihrt. Fiir die Eckern des Baumes 9 waren die meisten potenziellen Pollenspender die
nichststehenden Bdume (71%). Es gibt aber auch Eckern mit einem néichststehenden
Pollenelter in einem Abstand von mehr als 100 Metern. Deswegen ist die Annahme einer
Beschrinkung des Pollenfluges auf geringere Distanzen nicht zwingend. Durch den
zusitzlichen Einsatz des Primers FS 3 04 wurden weitgehend die gleichen Ergebnisse fiir die

Vaterschaftsanalyse erzielt (Tab. 3.6).

Tab. 3.6. Charakterisierung des Pollenfluges fiir den Baum 9, 1) auf der Basis von mfc 5 und
mfs 11. i1) auf der Basis von mfc 5, mfs 11 und FS 3 04

Zweig Gesamt- (a) (b) (c) (d) (e)
Baum 9 zahl
*) Eckern
1 11 9 (82%) [2" (18 %™)] 2 (18%) 0 (0%) 2 (18%) 0 (0%)
2 14 10 (71%) 2 (14%) 2 (14%) 2 (14%) 0 (0%)
Total 25 19 (76%) 12" 8% | 4 (16%) 2 (8%) 4 (16%) 0 (%)
i)
Zweig [ Gesamt- (@) D) © @ (©
Baum 9 zahl
*) Eckern
1 11 9 (%) [2(18%")] 2 (18%) 0 (0%) 2 (18%) 0 (0%)
2 14 10 (71%) 2 (14%) 2 (14%) 2 (14%) 0 (0%)
Total 25 19 (76%) 12°8% ™)1 | 4 (16%) 2 (8%) 4 (16%) 0 (%)
(a) Eckern mit Mindestdistanz eines moglichen Pollenelters< 50 m [*) maximale Anzahl und maximaler Anteil
der Selbstbefruchtung]

(b) Eckern mit Mindestdistanz des Pollenelters> 50 m

(¢) Eckern mit Distanz des Pollenelters> 100 m

(d) Eckern mit nur einem moglichen Pollenelter innerhalb des Bestandes
(e) Eckern mit einem Pollenelter auBBerhalb des Bestandes

*) 1 =Zweig in Richtung Siiden
2 = Mischprobe von 1

3.4.3 Genetische Parameter und Vaterschaftsanalyse fir den Baum 95
3.4.3.1 Genetische Parameter und Hiufigkeiten von bestimmen Allelvarianten

Die Werte der genetischen Variationsparameter (v,;und H,) zeigten keine groBBen Unterschiede
zwischen den verschiedenen Stichproben. Der Einfluss der Position der Zweige am Baum
(verschiedene Himmelsrichtungen) auf die genetische Ausstattung der Eckern wurde in den
Haufigkeiten bestimmter Allelvarianten und Genotypen festgestellt. In den Eckern der
stidlichen Stichproben wurde der Genotyp LAP-A4A4 deutlich hiufiger gefunden als in denen
der nordostlichen Stichproben. Eine dhnliche Situation liegt fiir die Allelvariante MDH-B4
(Tab. 3.7) vor.
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Beim Vergleich der Genbestandsdiversitit und der mittleren Heterozygotie kann man

erkennen, dass die Werte fiir die Eckern des Baumes 9 insgesamt niedriger liegen als flir den

Baum 95.

Tab. 3.7. Diversitit (v;) im Genvorrat von acht Enzymgenloci (wie oben)und mittlere
Heterozygotie (H,) der acht Genloci sowie relative Haufigkeiten bestimmter
Allelvarianten und Genotypen

Zweig Anzahl |y, H, IDH-A, | IDH-A,A; | LAP-A; | LAP-A4A, | 6PGDH-A; | PGM-A, | MDH-B,
Baum 95 der
*) Eckern
1 24 11.47]10.39| 021 | 042 | 035 | 0.17 0.33 0.69 0.06
2 12 [1.49(040] 0.42 | 0.33 | 0.50 | 0.25 0.21 0.67 0.04
3 6 |1.38(0.30| 021 | 043 | 043 | 0.29 0.36 0.71 0.00
4 21 |1.42]0.39] 020 | 041 | 027 | 0.00 0.32 0.75 0.02
5 6 1.42(0.40| 0.50 | 0.67 | 042 | 0.00 0.25 0.58 0.00
6 7 11.39]0.34| 029 | 057 | 0.36 | 0.14 0.36 0.86 0.00
Mittelwert 1.46(0.38| 0.26 | 0.44 | 0.36 | 0.13 0.31 0.71 0.03

*) 1 = Zweig in Richtung Siiden, Probe Nr. 1
2 = Zweig in Richtung Stiden, Probe Nr. 2
3 = Mischprobe von 2
4 = Zweig mit Richtung Nordosten, Probe Nr. 1
5 = Zweig mit Richtung Nordosten, Probe Nr. 2
6 = Mischprobe von 5

3.4.3.2 Elternschaftsanalyse

Der nichststehende potenzielle Pollenelter der meisten Eckern von Baum 95 hatte einen

Abstand von weniger als 50 Meter. Der Anteil an Selbstbefruchtung unter den viablen Eckern

betrug maximal 1%. Der minimale externe Pollenanteil lag bei 16%. (Tabelle 3.8). Insgesamt

kann man sagen, dass benachbarte Baume hier einen gro3en Anteil an der Nachkommenschaft

haben.
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Tab. 3.8. Charakterisierung des Pollenfluges fiir den Baum 95 auf der Basis von mfc 5 und

mfs 11 und den Enzymgenloci MDH-C, IDH-A und PGM-A

[veig [ Anzabl der () D) (© @ (© ®
*)
1 24 17 (71%) 4(17%) | 1(4%) | 521%) | 8(33%) | 2(8%)
2 12 11 (92%) 0(0%) | 000%) | 3(25%) | 3(25%) | 1(8%)
3 6 4(67%) 2(33%) | 00%) | 1(17%) | 2(33%) | 0(0%)
4 21 14 (67%) 4(19%) | 209%) | 1(5%) | 11(52%) | 1(5%)
5 6 5 (83%) 0(0%) | 0(0%) | 2(33%) | 2(33%) | 1(17%)
6 7 5(71%) 0°a4%Y] | 0(0%) | 1(14%) | 0(0%) | 3(43%) | 1 (14%)

Total 76 |56 (74%) (1" 1%1 | 10 (13%) |4 (5%) |12 (16%) |29 (38%) |6 (8%)

(a) Eckern mit Mindestdistanz eines moglichen Pollenelters < 50 m [* maximale Anzahl und maximaler Anteil

derSelbstbefruchtung]
(b) Eckern mit Mindestdistanz des Pollenelters > 50 m und < 100 m
(c) Eckern mit Distanz des Pollenelters > 100 m, jedoch innerhalb des Bestandes

(d) Eckern mit Baum 88 als moglichem Pollenelter
(e) Eckern mit nur einem mdglichen Pollenelter innerhalb des Bestandes
(f) Eckern mit Polleneltern au3erhalb des Bestandes

*) 1 = Zweig in Richtung Siiden, Probe Nr. 1
2 = Zweig in Richtung Siiden, Probe Nr. 2
3 = Mischprobe von 2
4 = Zweig mit Richtung Nordosten, Probe Nr. 1
5 = Zweig mit Richtung Nordosten, Probe Nr. 2
6 = Mischprobe von 5

Eckern mit nur einem einzigen moglichen Pollenelter innerhalb des Bestandes sind in der

Tabelle 3.9 blau markiert dargestellt. Der vermutete Einfluss der Bestandesstruktur ldsst sich

an Baum 88 als moglichem Pollenelter erkennen. Zwischen Baum 95 und 88 gibt es eine

Liicke, die den Pollenbeitrag vom Baum 88 offensichtlich fordert (Tab. 3.9). In Tabelle 3.9

kann man fiir die Eckern 11, 12 und 13 eine Haufung des potenziellen Pollens vom Baum 88

erkennen, d.h. im siidlichen Bereich (Stichproben 1 bis 3) wurde verstdrkt Pollen des Baums

88 auf einem bestimmten Teil eines Zweiges effektiv. Da diese Eckern an den Zweigen

benachbart lagen, wurde hier moglicherweise der Pollen von Baum 88 nicht nur an einzelnen

Bliiten, sondern sogar an ganzen Zweigabschnitten effektiv. Mit Tabelle 3.10 ist ein dhnlicher

Fall zu erkennen.
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Tab. 3.9. Potenzielle Polleneltern der Eckern an einem Zweig im siidlichen Kronenbereich

des Baumes 95 (Probe Nr. 1). Die blau markierten Baumnummern kennzeichnen,
dass es fiir die entsprechende Ecker nur einen einzigen moglichen Pollenelter
innerhalb des Bestands gab. Baum 88 als potenzieller Pollenelter ist rot markiert.

g | s¢
R
2 |2 | 5 Z{Nummer der potenziellen Pollenelt
o = S 23 potenziclien rolieneltern
h w (< as
1195 2 [10 39
2 195 1 |73
4 195 1 |98
5195 1 |93
6 |95| 9 [3 33 34 54 55 66 70[88] 89
7 |95 1
8 |95| 3 [29 79 84
9 |95| 4 |3 25 89 98
10 |95 2 |3 25
11 95| 3 |4 16[88
12 |95| 4 |48 55|88] 98
13 |95 2 [3]88
14 (95| 1 |82
15195 2 |29 73
16 (95| 17 |12 16 17 18 22 29 31 35 36 37 39 48 54 63 76 90 92
18 (95| 8 |3 19 23 51 66 67 73[88]
20 (95| 0 [~
21 (95| 1
23 | 95 3 11 17 86
24 |195| 2 |51 76
25 95| 1
26 |95| 0 |~
27 (95| 1
20 95| 6 |53 68 71 76 85 99

*) Polleneltern liegen auBerhalb des Bestandes
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Tab. 3.10. Potenzielle Polleneltern der Eckern an einem Zweig im siidlichen Kronenbereich
des Baumes 95 (Probe Nr. 2). Die blau markierten Baumnummern kennzeichnen,
dass es fir die entsprechende Ecker nur einen einzigen mdglichen Pollenelter
innerhalb des Bestands gab. Baum 88 als potenzieller Pollenelter ist rot markiert.

g
8 &S
= 25
g |82 ¢4
g |8 |z 85 :
5 % N 8 =|Nummer der potenziellen Pollenspendern
o o
H o < ax
1195 2 |36 86
3195 3 11 17 86
495 0 |~
5/ 95 4 122 29 90 92
695 1
7|1 95 9 1|34 35 51 54 66 67 69 75 84
8/ 95 S 8 10 14 29 92
995 1 [o4
10/95| 1 |99
11|95 8 [3 9 11 33 34 54 66| ag
12|95| 4 |48 55[ 88| 98
13/95| 1 |88

*) Pollenelter liegt au8erhalb des Bestandes

Mit den Abbildungen 3.20 und 3.21 werden fiir die Ecker Nummer 27 an einem Zweig im
stidlichen Kronenbereich des Baumes 95 (Probe Nr. 1) die Ergebnisse des Computer-
Programms ,,ABSTAMMUNG* dargestellt.
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Abb. 3.20. Graphische Darstellung der Ergebnisse des Programms ,,ABSTAMMUNG* fiir
den potenziellen Pollenelter der Ecker Nummer 27 an einem Zweig im siidlichen
Kronenbereich des Baumes 95 (Probe Nr. 1). Die blau markierte Baumnummer
kennzeichnet, dass es fiir die entsprechende Ecker nur einen einzigen mdglichen
Pollenelter innerhalb des Bestands gab.
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Abb. 3.21. Darstellung von Arbeitschriften des Programms ,,ABSTAMMUNG* fiir den
potenziellen Pollenelter der Ecker Nummer 27 an einem Zweig im siidlichen

Kronenbereich des Baumes 95 (Probe Nr. 1).

61



3.44 Genetische Parameter und Elternschaftsanalyse fir den
Jungwuchs der Abteilung 3100c

3.4.4.1 Analyse auf der Basis von Enzymgenloci

Der Jungwuchs unter den Fichten besitzt eine hohe genetische Diversitdt und mittlere
Heterozygotie (Tab. 3.11). Das Allel LAP-A4 trat sehr haufig auf. Es spielt eine besondere
Rolle in der Anpassungsfahigkeit der Naturverjiingung (Miiller-Starck 1993).

Im stidwestlichen Bereich besitzen 92% der Naturverjiingung die Allelvariante PGM-A,, die
sich in Altbuchen unter Umweltbelastung zumindest im heterozygoten Zustand als

toleranzbeitragend erwiesen hat.

Im nordlichen Bereich wurden in der Naturverjiingung recht hohe Héufigkeiten des Allels
6PGDH-A3; beobachtet. Damit kann man sagen, dass in den genannten Bereichen

betrichtliche Anpassungskapazititen im Jungwuchs vorhanden sind (Abb. 2.1).

Tab. 3.11. Genetische Parameter und Haufigkeiten von Allelvarianten fiir den Jungwuchs der

Abt.3100c¢

Stichprobe | Anzahl der |, H, IDH-A, | IDH-A;A; | LAP-A, | LAP-A/A, | 6PGDH-A; PGM-A, MDH-B,
*) jungen
Pflanzen

1 13 1.30 [ 0.27 [ 0.27 0.54 0.23 0.00 0.00 0.92 0.12

2 12 1.30 ] 0.19 | 0.04 0.08 0.17 0.00 0.17 0.38 0.00

3 35 1.55{0.39 [ 0.19 0.37 0.21 0.03 0.36 0.37 0.04

4 10 1.53 1041 | 0.25 0.50 0.60 0.24 0.25 0.25 0.10

5 20 1.4410.36 | 0.25 0.40 0.25 0.10 0.15 0.38 0.15

*) 1= Jungwuchs Siidliicke Siidteil 1
2 = Jungwuchs Siidliicke Siidteil 2
3 = Jungwuchs Liicke Nordteil
4 = Jungwuchs unter Fichten
5 = Jungwuchs Siidostteil nahe dem Baum 95

3.4.4.2 Elternschaftsanalyse auf der Basis von Mikrosatelliten-Markern

Die Anwendung der Mikrosatelliten-Marker (mfc 5, mfs 11 und FS 3_04) erlaubte wieder eine
Klassifizierung der potenziellen Samen- und Pollenspender. Fiir alle Stichproben standen die
meisten potenziellen Sameneltern weniger als 50 Meter entfernt. Die potenziellen
Pollenspender wurden auch in groBeren Entfernungen als 50 Meter gefunden. Zudem wurde
in der stidwestlichen Stichprobe (Nummer 1) die Moglichkeit von externem Pollen bestitigt

(Tab. 3.12).
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Tab. 3.12. Elternschaftsanalyse fiir die Verjiingung der Abt. 3100c, 1) auf der Basis von mfc 5

und mfs 11, i) auf der Basis von mfc 5, mfs 11 und FS 3_04.

)
Stichprobe | Anzahl der (a) (b) (c) (d)
jungen Anzahl (prozentualer Anzahl (prozentualer | Anzahl (prozentualer | Anzahl (prozentualer
Pflanzen Anteil) Anteil) Anteil) Anteil)
1 13 2 (15%) 9 (69%) [2* (15%M] |0 (0%) 2(15%) [17 (8%™)]
2 12 4 (33%) 7 (58%) 17 (8%™] | 1 (8%) [1* (8%™)] 0 (0%)
3 35 24(68%) [10* 28%*)] | 11 (31%) [3*9%™N] | 0 (0%) 0 (0%)
4 10 8 (80%) [1* (10%**)] |2 (20%) 1" (10%™)] | 0 (0%) 0 (0%)
5 20 15 (80%) [1* (0%)] 5 (20%) [1* (5%*)] | 0 (0%) 0 (0%)
ii)
Stichprobe Anzahl der (a) (b) (c) (d)
jungen Anzahl (prozentualer Anzahl (prozentualer | Anzahl (prozentualer | Anzahl (prozentualer
Pflanzen Anteil) Anteil) Anteil) Anteil)
1 13 2 (15%) 9 (69%) 2" (15%M] | 0 (0%) 2 (15%) [17* (8%")]
2 12 4 (33%) 7 (58%) 1 (8%) [1* 8%*)] |0 (0%)
3 35 24(68%) [10* 28%*)] | 11 (31%) [3” (6%M] | 0 (0%) 0 (0%)
4 10 8 (80%) [1* (10%*%)] 2 (20%) [1* (10%M] | 0 (0%) 0 (0%)
5 20 15 (75%) [1* (5%*)] |5 (25%) [1* (5%")] |0 (0%) 0 (0%)

*maximale Anzahl und maximaler Anteil der Selbstbefruchtung
? Pollenelter auBerhalb des Bestandes

a) Distanz Jungwuchs — néchststehender (Samen-) Elter < 50m und
nichststehender (Samen-) Elter-zugehoriger Pollenelter < 50m
b) Distanz Jungwuchs — néchststehender (Samen-) Elter < 50m und
néichststehender (Samen-) Elter-zugehoriger Pollenelter im Bestand > 50m
c¢) Distanz Jungwuchs — néchststehender (Samen-) Elter im Bestand > 50m und
néchststehender (Samen-) Elter-zugehdoriger Pollenelter < 50m
d) Distanz Jungwuchs — nichststehender (Samen-) Elter im Bestand > 50m
nichststehender (Samen-) Elter-zugehdriger Pollenelter im Bestand >50m

1 = Jungwuchs Siidliicke Stdteil, Nummer 1
2 = Jungwuchs Stidliicke Stidteil, Nummer 2
3 = Jungwuchs Liicke Siidteil

4 = Jungwuchs unter Fichten

5 = Jungwuchs Siidostteil nahe B95
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3.4 Ergebnisse der Abteilung 1083

C=Div3

Abb. 3.22: Luftbild der Abteilung 1083 des FoA Eschershausen. Die Versuchsflichen
wurden gelb markiert

Die ausgewihlten Versuchsflichen in der Abt. 1083 liegen in Bereichen mit unterschiedlichen
Bestandesstrukturen. Die Versuchsflaichen B3 und B4 (Abb. 2.4) sind im Siidosten von einer
betrachtlichen Fichtenabschirmung, die Versuchsflaichen B5 und Div3 von Buchen umgeben

(Abb. 3.22).

3.4.1 Analyse auf der Basis von Isoenzymgenloci
In allen Versuchsflichen wurde eine relativ hohe genetische Diversitidt beobachtet. Eine
Ausnahme bildet der Jungwuchs der Versuchsfliche B3 mit einer allelischen Diversitdt von

nur 1,36. Fiir die Altbdume der Versuchsfliche Div3 wurde eine hohe mittlere Heterozygotie
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beobachtet; in der Naturverjiingung wurde diese Situation jedoch nicht vorgefunden (Tab.

3.13).

Die hohe Haiufigkeit des Allels IDH-A, lag nicht nur in der genotypischen Struktur der

Altbdume beobachtet, sondern auch im Jungwuchs vor.

In den Altbdumen der Versuchsfliche B3 war die seltene Allelvariante 6PGDH-A3; mit 19%
relativ hdufig. Im Jungwuchs hingegen wurde sie nur mit 5% gefunden. Eine besondere
Situation liegt in der Versuchsflache Div3 vor (Tab. 3.13), wo diese seltene Allelvariante im

Jungwuchs mit 24% auftaucht.

Die Allelvariante MDH-Bs wurde in der Versuchsfliche B5 mit 15% im Jungwuchs

gefunden, obwohl keiner der ndchsten Altbdume diese Allelvariante besitzt.

Fiir PGM-A; wurde in den Altbdumen der Versuchsfliche B3 und B4 eine Hiufigkeit von
50% beobachtet und im Jungwuchs ein Wert von ca 65% (Tab. 3.13).

Tab. 3.13. Genetische Parameter: Genetische Diversitét (v,) und mittlere Heterozygotie (H,)
sowie Haufigkeiten von Allelvarianten fiir den Jungwuchs der Abt.1083

Stichprobe i:tzc‘;‘s'll:st'cn vy H, IDH-A, | IDH-A;A; | LAP-A; | LAP-A/A; | 6PGDH-A; PGM-A, MDH-B,
Jungp
A 5 [ 1341022020 040 [000] 000 | 0.0 | 0.70 | 0.00
e B30 17136 | 0.30 [ 030 | 050 | 0.10 | 0.00 | 0.05 | 0.65 | 0.08
A B9 3 [ 1.41]038[033] 067 [ 033 000 | 0.00 | 050 | 0.00
o6 144 [ 0331036 | 028 [0.17 | 000 | 003 | 064 | 0.06
A B3 3 [ 144 1033033 ] 000 [017 [ 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
e ® 10 1142 [ 0.28 [ 025 | 030 035 ] 020 | 000 | 030 | 0.15
el 71152 [ 043 [ 021 | 043 (029 ] 0.4 | 007 | 043 | 0.07
oD 53 1152 [ 027 [ 034 | 028 | 032 ] 016 | 024 | 028 | 0.06

3.4.2 Analyse auf der Basis von Mikrosatelliten-Markern
Die folgenden Ergebnisse betreffen nur teilweise die Elternschaftsanalyse, da einige
Altbdume kein amplifiziertes Produkt fiir die Primer FS 1 15 und FS 1_03 zeigten. Deswegen

wurden nur die Daten mit den Primern mfc 5, mfs 11 und FS 3_04 analysiert.

Eine grofBe Anzahl von potenziellen Sameneltern innerhalb der vier Versuchsflichen B3, B4
B5 und Div3 konnte mit mfc 5 und mfs 11 identifiziert werden. Man muss beriicksichtigen,
dass diese Anzahl nur die Moglichkeit der Elternschaft und nicht die tatsdchlichen
Verhiltnisse wiedergibt, d.h. die Anzahl der von ihnen abstammenden Jungpflanzen ist

wahrscheinlich niedriger, als es die Verhéltnisse vermuten lassen. Wenn man zusitzlich den
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Primer FS 3 04 nutzt, dann ergibt sich fiir die Versuchsfliche B5 (Abb. 3.24), dass die am
nidchsten stehenden Altbdume verglichen mit Div3 einen verhidltnismidBig kleinen Anteil
moglicher Samen- und Polleneltern stellen. Es gibt aber weiter entfernte Altbdume, die einen

Beitrag geliefert haben konnten (Abb. 2.5 und Tab. 3.14).

Abb. 3.23: Siidostliche Ansicht der Versuchsfliche B4 in der Abteilung 1083 (FoA
Eschershausen)

Mindestens 20% der mit den zwei Mikrosatelliten-Markern mfc 5 und mfs 11 getesten
Jungpflanzen haben mogliche Polleneltern in der ndheren Umgebung. Eine Besonderheit
bildet die Versuchsflache Div3. Sie ist von sieben Altbuchen umgeben, fiir die nachgewiesen
wurde, dass sie fiir den Jungwuchs besonders hiufig als potenzielle Samen- und Polleneltern

in Frage kommen (Tab. 3.14).

66



-

1
&

ok T 2 i, R L N @ b Uhict g -
& _erm s ASTO SR g7 rﬂm : 24 ey e

o e A

iche Ansicht der Versuchsfliche B5 in der Abteilung 1083 (FoA
Eschershausen)

Fiir alle vier Versuchsflichen wurde auch die Selbstbefruchtungsrate beziiglich der erfassten
potenziellen Eltern iiberpriift. Die beiden Versuchsflichen mit Fichtenabschirmung, B3 und
B4 (Abb. 3.23), zeigen hierbei eine maximale Selbstbefruchtungsrate von 20%
beziehungsweise 12%. Fir das Material der Versuchsflichen B5 und Div3 wurde
ausgeschlossen, dass eine untersuchte Jungwuchspflanzen aus Selbstbefruchtung eines der

betrachteten potenziellen Eltern stammt (Abb. 3.25 und Tab. 3.14).
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Eschershausen)

Abb. 3.25: Nordostliche Ansicht der Versuchsfliche Div3 in der Abteilung 1083 (FoA

Tab. 3.14. Vaterschaftsanalyse fiir die Verjlingung der Abt.1083c, 1) auf der Basis von mfc 5
und mfs 11, i1) auf der Basis von mfc 5, mfs 11 und FS 3_04

i)
Versuchs- [ Anzahl der Elternschaft innerhalb der Versuchsfliche Elternschaft aulerhalb der Versuchsfliche
fliche insgesamt Mogliche Samenelter- Mogliche Samen- und | Pollenelterbeteiligung Samen- und
untersuchten beteiligung Pollenelterbeteiligung Pollenelterbeteiligung
Jungpflanzen *)
B3 20 11 (55%) 8 (40%) [3*(15%")] 3 (15%) 9 (45%)
B4 16 14 (88%) 8 (44%) [6*(38%%)] 6 (38%) 2 (12%)
BS 10 6 (60%) 2 (20%) [2*(20%")] 4 (40%) 4 (40%)
Div3 23 21 (91%) 10(43%) [2%(9%")] 11 (49%) 2 (9%)
ii)
Versuchs- | Anzahl der Elternschaft innerhalb der Versuchsfliiche Elternschaft auflerhalb der Versuchsfliche
fliche insgesamt Mogliche Samenelter- Mogliche Samen- und | Pollen-elterbeteiligung Samen- und
untersuchten beteiligung Pollenelter-beteiligung) Pollenelterbeteiligung
Jungpflanzen *)
B3 20 11 (55%) 7(35%) [3*(15%*)] 4 (20%) 9 (45%)
B4 16 14 (88%) 4(25%) [25(12%")] 10 (69%) 2 (12%)
BS 10 4 (40%) 0 (0%) 4 (40%) 6 (60%)
Div3 23 21 (91%) 8 (35%) 13 (56%) 2 (9%)

*) maximale Anzahl und maximaler Anteil der Selbstbefruchtung
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3.5 Ergebnisse der Abteilung 62

Abb. 3.26: Sudliche Ansicht des isolierten Baumes in der Abt. 62

3.5.1 Analyse auf der Basis von Enzymgenloci

Die Tabelle 3.17 gibt die Werte fiir die genetischen Parameter an den Enzymgenloci wieder.
Fiir die Eckern des isolierten Baumes in der Abteilung 62 (Abb. 3.26) wurden {iberraschend
hohe Werte der mittleren Heterozygotie und der genetischen Diversitit gefunden. Es konnte
aber zwischen den Stichproben ,,Weg zugewandt” und ,,Weg abgewandt* kein nennenswerter

Unterschied festgestellt werden.

69



Tab. 3.15. Genetische Parameter (Diversitét (v,) und mittlere Heterozygotie (H,) liber neun
Genloci) und Héiufigkeiten bestimmter Allelvarianten fiir die Nachkommenschaft
des Einzelbaums in der Abt. 62

Stichprobe | Anzahl |y, H, IDH-A, | IDH-A,A; | LAP-A, | LAP-A A, | 6PGDH-A; | PGM-A, | MDH-B,
*) der
Eckern

40 |1.50|0.36| 0.68 0.65 0.49 0.25 0.06 0.45 0.31

31 |1.53(0.38| 0.66 0.68 0.54 0.36 0.02 0.39 0.34

6 1.48 (0.40| 0.50 1.00 0.42 0.17 0.00 0.33 0.25

13 | 154|046 | 0.58 0.85 0.50 0.08 0.04 0.46 0.31

9 1.51(0.40| 0.61 0.78 0.39 0.11 0.06 0.50 0.28

AN~ |JWIN|—

9 1.46|0.40| 0.56 0.89 0.33 0.00 0.00 0.39 0.17

7 18 |1.51(0.40| 0.63 0.75 0.31 0.00 0.09 0.44 0.25

Total | 121 |1.5310.38]| 0.63 | 0.74 | 0.46 | 0.19 0.04 0.43 0.29

*) 1 = Oberer Bereich der Krone, vom Weg abgewandt
2 = Oberer Bereich der Krone, dem Weg zugewandt
3 = Oberer Bereich der Krone, parallel zum Weg
4 = Oberer Bereich der Krone innen, dem Weg zugewandt
5 = Oberer Bereich der Krone innen Mitte, dem Weg zugewandt
6 = Oberer Bereich der Krone Mitte, dem Weg zugewandt
7 = Oberer Bereich der Krone innen Mitte, dem Weg abgewandt

3.5.2 Analyse auf der Basis von Mikrosatelliten-Markern

Bei einer Aufgliederung einzelner Beitrdge zur Eckernproduktion des Baumes 62 konnten mit
der Verwendung von Mikrosatelliten-Markern leicht unterschiedliche Tendenzen erkannt
werden. Die nordwestlich stehende Buche ist rundum von Fichten umgeben. Daher kann
vermutet werden, dass ihr Pollen weniger zur Eckernproduktion beigetragen hat, obwohl sie
mit einem Abstand von 75 Metern die am néchsten stehende Buche ist. Thr Pollen kdnnte
gleichermalfen in allen Kronenteilen des Baumes 62 effektiv geworden sein. Dies lésst sich
aus Tabelle 3.16 in der Spalte 6 (Pollenelter nordwestlich) ablesen. Bei den Beitrdgen anderer
potenzieller Polleneltern (Spalte 4 wund 5) lassen sich leichte Tendenzen einer
unterschiedlichen Verteilung des herangebrachten effektiven Pollens erkennen. Die
Anwendung von zwei Mikrosatelliten-Markern (mfc5 und mfsll) zeigte, dass 6 von 58
Eckern auf der vom Weg abgewandten Seite Pollen von den Buchen im Westen, jedoch 14
von 68 Eckern auf der dem Weg zugewandten Seite Pollen von diesen enthalten konnten.
Nimmt man einen weiteren Mikrosatelliten-Marker hinzu, so bleibt diese Tendenz erhalten,
das Ergebnis wird sogar noch etwas deutlicher. Der Einfluss des Weges und damit der
potenzielle Beitrag des Pollens von den Buchen im Westen und Osten wurde mit der Nutzung
von zwei Mikrosatelliten-Markern auf 23 der untersuchten 58 Eckern im abgewandten

Bereich quantifiziert, jedoch auf 32 der 68 untersuchten Eckern auf der Seite zum Weg hin.
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Fiir die beobachtete Selbstbefruchtungsrate ldsst sich, wenn auch sehr abgeschwicht,

ebenfalls zeigen, dass die Anwendung eines dritten SSRs-Locus die Ergebnisse verschirft: Es

konnte fiir 2% der Eckern ein weiterer (unbekannter) Pollenelter nachgewiesen werden. Die

Gesamtanzahl der unbekannten Polleneltern erhohte sich dadurch auf 48% (Spalte 7, unterer

Teil der Tabelle).

Tab. 3.16: Vaterschaftsanalyse fiir Eckern des Einzelbaumes in der Abt.62, 1) auf der Basis

von mfc 5 und mfs 11, ii) auf der Basis von mfc 5, mfs 11 und FS 3 04

)
Stichprobe | Gesamt- Maximale Zwei westliche Sechs ostliche Eine Weitere
Zweig zahl Selbstbe- Buchen als Buchen als nordwestliche unbekannte
*) Eckern | fruchtungsrate mogliche mogliche Buche als Polleneltern
Polleneltern Polleneltern moglicher
Pollenelter
1 40 5 (12%) 13 (32%) 5 (12%) 4 (10%) 13 (32%)
2 31 5 (16%) 13 (42%) 2 (6%) 1 (3%) 10 (32%)
3 6 1 (16%) 2 (33%) 1 (17%) 1 (17%) 1 (16%)
4 13 1 (8%) 4 (31%) 0 (0%) 2 (15%) 6 (46%)
5 9 0 (0%) 6 (67%) 1 (11%) 0 (0%) 2 (22%)
6 9 1 (11%) 3 (33%) 0 (0%) 1 (11%) 4 (44%)
7 18 2 (11%) 4 (44%) 3 (17%) 4 (22%) 5 (28%)
Total 126 15 (12%) 45 (36%) 12 (10%) 13 (10%) 41 (32%)
ii)
Stichprobe | Gesamt- Maximale Zwei westliche Sechs ostliche Eine Weitere
Zweig zahl Selbstbe- Buchen als Buchen als nordwestliche unbekannte
*) Eckern | fruchtungsrate mogliche mogliche Buche als Polleneltern
Polleneltern Polleneltern moglicher
Pollenelter
1 40 3 (8%) 12 (30%) 5 (12%) 2 (5%) 18 (45%)
2 31 4 (13%) 11 (35%) 1 (3%) 0 (0%) 15 (48%)
3 6 1 (17%) 2 (33%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (50%)
4 13 1 (8%) 4 (31%) 0 (0%) 2 (8%) 6 (46%)
5 9 0 (0%) 5 (56%) 1 (11%) 0 (0%) 3 (33%)
6 9 1 (11%) 2 (22%) 0 (0%) 1 (11%) 5 (56%)
7 18 2 (11%) 2 (11%) 2 (11%) 2 (11%) 10 (56%)
Total 126 12 (10%) 38 (30%) 9 (7%) 6 (5%) 60 (48%)

*) 1 = Oberer Bereich der Krone, vom Weg abgewandt
2 = Oberer Bereich der Krone, dem Weg zugewandt
3 = Oberer Bereich der Krone, parallel zum Weg
4 = Oberer Bereich der Krone innen, dem Weg zugewandt
5 = Oberer Bereich der Krone innen Mitte, dem Weg zugewandt
6 = Oberer Bereich der Krone Mitte, dem Weg zugewandt
7 = Oberer Bereich der Krone innen Mitte, dem Weg abgewandt
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4 DISKUSSION

4.1. Entwicklung und Einsatz von Mikrosatelliten-Markern

4.1.1. Potenzielle Probleme bei der Entwicklung und dem Einsatz der
Mikrosatelliten-Marker

Fiir die vorliegende Arbeit spielt der Einsatz von hochvariablen Mikrosatelliten-Markern eine

wichtige Rolle bei der effizienten Unterscheidung elterlicher Beitrige in Eckern und

Buchenjungwuchs.

Die Mikrosatelliten haben als Marker jedoch auch einige Nachteile. Das erste Problem stellt
die mogliche Reduktion oder der komplette Verlust eines Amplifizierungsproduktes aufgrund
eines Basenaustausches oder eines sogenannten ,,indels* (Insertions- oder Deletionsereignis)
(Ritchie, http://www.massey.ac.nz/~pritchie/downloads/Lecture 12.pdf) in der flankierenden
Primerregion dar. In solchen Féllen spricht man von Nullallelen. Im heterozygoten Zustand
konnen diese Nullallele nicht oder nur schwer erkannt werden. Dieses Problem kann nur

durch die Entwicklung neuer Primersequenzen geldst werden.

Schwierigkeiten konnen auch wéhrend der eigentlichen Polymerasekettenreaktion auftreten.
Die Tag-Polymerase kann wihrend der Reaktion ein sogenanntes ,,slippage‘ produzieren, was
als unspezifische Enzymaktivitit der Taq-Polymerase bezeichnet wird. Dabei wird von der
Tag-Polymerase dem PCR-Produkt ein zusétzliches dATP angehingt, welches fiir die
Auswertung der Allele bzw. deren Grofenbestimmung problematisch sein kann (Ginot et al.

1996, Gill et al. 1997).

Ein weiteres Problem kann dann entstehen, wenn zwei Fragmente mit exakt der gleichen
GroBe amplifiziert werden, die aber nicht aus der gleichen Ahnensequenz (,,size homoplasy*)

abstammen (Estoup und Cornuet 1999).

Hedrick (1999) bestitigte, dass die Werte von hiufig verwendeten Differenzierungsmaflien
wie Gy, die mit den sehr polymorphen Mikrosatelliten ermittelt wurden, aufgrund der grof3en
Variation innerhalb der Populationen besondere Probleme hervorrufen. In Verbindung mit
Familienstrukturen scheint auch der Fixierungsindex F, welcher einen Homozygoten-
iiberschuss charakterisiert, besonders hoch auszufallen, was auf einen Wahlund-dhnlichen
Effekt in der Zusammenfassung von genetisch differenzierten Familien zuriickgefiihrt werden
kann (pers. Mitteilung Vornam, Hattemer und Ziehe). Diese Verhéltnisse liegen insbesondere
in den Daten der Abteilung 3100c (bei mfc 5 und mfs 11) vor. Nach den Daten aus Vornam et
al. (2003) lag der F-Wert im Fall mfc5 beispielweise bei 0,262.
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Einige der oben genannten technischen Probleme treten auch mit den hier angewendeten
Primern auf. Die folgende Beschreibung gilt fiir die Primer sowohl von Tanaka et al. (1999)

als auch Pastorelli et al . (2003).

4.1.1.1. Besonderheiten fiir die Primer von Tanaka et al. (1999)

Taylor et al. (1999) beschreiben, dass insbesondere Mikrosatelliten mit unterbrochener
Motivwiederholung bei der Erkennung der repetitiven Sequenz Probleme bereiten. In der
vorliegenden Arbeit wurde fiir den Primer mfc 5 (Tab. 3.1) eine unterbrochene
Motivwiederholung bestitigt. Allerdings wurde mit diesem Primer auch die grofite Anzahl

Varianten unter allen einbezogenen Primern gefunden.

4.1.1.2. Besonderheiten bei den Primern von Pastorelli (et al . (2003))

Fiir die Primerpaare FS 1 15 und FS 1 03 wurde das Auftreten von Artefakten vermutet. In
einem Bereich von 92 bp bis 120 bp konnten die Amplifizierungsprodukte des Primerpaares
FS 1 15 ausgewertet werden. Die Banden in dem Bereich von 132 bp konnten aber durch das
Auftreten zahlreicher ,,Stotterbanden™ nicht eindeutig klassifiziert werden. Die gleiche
Situation entstand fiir die Amplifizierungsprodukte des Primerpaares FS 1 03. Wéhrend in
dem Bereich von 82 bp bis 118 bp wiederum klare Banden analysiert wurden, zeigten andere
Bereiche eine grofle Anzahl solcher ,,Stotterbanden®. Das Vorkommen dieser Bandentypen ist
nicht selten. So wurden in einer Untersuchung an Quercus macrocarpa alle amplifizierten

Primer mit Artefaktbanden dargestellt (Dow und Ashley 1998).

Auch die Verdnderung der PCR-Bedingungen mit Hilfe eines Temperaturgradienten lie fiir

diese beiden Primerpaare keine klaren Riickschliisse zu.

Fiir die Interpretation der vorliegenden Arbeit mussten sicherheitshalber die Bandenmuster
von einigen Allelen der Primerpaare FS 1 03 und FS 3 04 von Pastorelli et al. (2003)
zusammengefasst werden. Fiir den Genort FS 1 03 bezeichnen Varianten mit einer Grof3e von
98 bp, 100 bp, 102 bp das Allel 8, diejenigen mit einer GroBe von 104 bp, 106 bp und 108 bp
das Allel 9 und die mit einer Grofle von 112 bp, 114 bp, 116 bp und 118 bp das Allel 10. Fiir
den Genort zum Primerpaar FS 3 04 wurden alle Beobachtungen in einem Bereich zwischen
194 bp und 196 bp als Allel 2 klassifiziert. Das Allel 3 charakterisiert den Bereich zwischen
202 bp und 204 bp und das Allel 5 denjenigen zwischen 205 bp und 206 bp. Diese
Gruppierung der aufgetretenen Varianten erklért fiir den Primer FS 3 04 den niedrigen Wert

in der allelischen Vielfalt und mittleren Heterozygotie.
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4.1.1.3. Besonderheiten bei den Primerpaaren mfc 5, mfs 11 und FS 3_04

Die hier beobachteten Werte fiir die genetischen Parameter der Mikrosatelliten-Marker liegen
niedriger als in den Untersuchungen anderer Autoren. Dow und Ashley (1998) fanden bei
Quercus macrocarpa 14 bis 24 Allele je Locus und beobachteten eine mittlere Heterozygotie
von 70% bis 95%. In der vorliegenden Arbeit hat die Zusammenfassung von Allelen (z. B. fiir
FS 3 04) sicher Einfluss auf die genetische Diversitidt und mittlere Heterozygotie gehabt.
Auch die bei Altbdumen vorgefundene rdumliche Strukturierung mit starker Autokorrelation
fiir kurze Entfernungen konnte bei den Primern mfc 5 und mfs 11 zu den geringen Werten fiir
diese Parameter gefiihrt haben. Diese Situation ist nicht selten. Rahman et al. (2000)
untersuchten Populus tremuloides. Bei der Verwendung von sechs Primern haben sie

durchschnittlich nur 4.2 Allele je Locus gefunden.

4.2 Abteilung 3100c

4.2.1. Ergebnisse der genetischen Parameterauf der Basis von
Isoenzymuntersuchungen

4.2.1.1 Riaumliche genetische Variation

Die Menge der geernteten Eckern war in beiden reproduktiven Perioden unterschiedlich. In

der zweiten Periode wurden 300% mehr Eckern geerntet, als in der ersten Periode. Solche

unterschiedlichen Mengen sind insbesondere bei Buche nicht ungewdhnlich. Im Vergleich

solcher Jahre ist die Effektivitdt und die Anzahl der an der Reproduktion beteiligten Altbdume

als verschieden zu vermuten. Auch Wang (2001) berichtete von drei verschiedenen

Buchenbestdnden, in denen er in der zweiten reproduktiven Periode (1998) eine Steigerung

der Eckernernte um bis zu 900% gegeniiber dem Jahrgang 1994 verzeichnen konnte.

Die hier verwendeten Enzymsysteme zeigten auch bei anderen Baumarten viel genetische
Variation (Hamrick et al. 1992). Miiller-Starck und Ziehe (1991), Turok (1995), Paule et al.
(1995), Leonardi und Menozzi (1995), Hattemer und Ziehe (1996), Ziehe et al. (1998)
Konnert et al. (2000) und Wang 2001 berichteten iiber genetische Inventuren der Buche mit
einer hohen genetischen Variation innerhalb einer jedoch kleinen Variation zwischen
Populationen. Comps et al. (1991) stellten unterschiedliche Griinde dar, die eine genetische

Differenzierung beeinflussen kénnen.

In der vorliegenden Arbeit variieren die Werte fiir die mittlere Heterozygotie von 23% bis
52%. Diese Werte liegen hoher als die fritherer Untersuchungen von Buchenbestinden (Kim

1980, 1985, Miiller-Starck 1985, Comps et al. 1990, Miiller-Starck und Ziehe 1991). Miiller-
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Starck (1985) berichtete, dass die Zahl unterschiedlicher Allele und Genotypen und der
Heterozygotiegrad unter den ,,toleranten* Buchen in stressbelasteten Umweltbedingungen im
Vergleich mit den ,sensitiven hoch ist. Auch im Buchenjungwuchs erwies sich
Heterozygotie als vorteilhaft fiir die Uberlebensfihigkeit (Ziehe und Hattemer 1998). Da im
stidwestlichen Sektor der Abteilung 3100c eine groflere Heterozygotie unter den Eckern als in
den anderen Bereichen vorhanden ist, liegt moglicherweise auch eine hohere adaptive

Kapazitit vor.

Hinsichtlich der Genbestandsdiversitit wurden bis zu 1,64 effektive Allele pro Locus
festgestellt. Die Werte der Diversitit und Heterozygotie liegen hdher als bei vielen
Buchenuntersuchungen anderer Autoren (Turok 1995, Miiller-Starck 1996, Wang 2001).
Allerdings fand Dounavi (2000) fiir die Teilkollektive Zwiesel und Nichtzwiesel in drei

Buchenbestinden noch hohere Werte fiir die Genbestandsdiversitiit.

Die rdumliche Verteilung der genetischen Parameter zeigt fiir beide untersuchten Jahrgédnge
ein dhnliches Muster. Die Ergebnisse erlauben eine Aufteilung der Abteilung in drei
unterschiedliche Bereiche. Ublicherweise wird jedoch fiir diese genetischen Parameter der
Mittelwert iliber das gesamte Material betrachtet (Miiller-Starck 1996, Turok et al 1998,
Cuguen et al. 1988, Miiller-Starck et al. 1992, Miiller-Starck 1993, Starke et al. 1995,
Hattemer und Ziehe 1996, Ziche et al. 1998, Starke et al. 1996, Konnert et al. 2000). Die hier
vorliegenden Ergebnisse betonen die Notwendigkeit, raumlich differenziert vorzugehen um

lokale Effekte und Besonderheiten zu erfassen

Die Befunde zum Grundmuster sind mit denen von Gregorius et al. (1986) vergleichbar, wo
in der Samenproduktion die rdumlichen genetischen Unterschiede in zwei aufeinander
folgenden Jahren weitgehend unveridndert blieben. Dieses kann als Hinweis auf eine adaptive
Strategie der Buche dienen, welche neben der Viabilitéitsselektion auch die Verbreitung von

Gameten und Samen umfasst.

4.2.1.2. Riumliche Verteilung von Trigern der Allelvarianten MNR-A

Die iiberraschend héufige Beobachtung des Fremdallels MNR-A; iiberwiegend am
nordwestlichen Bestandesrand kann auf eine nicht gleichméBig durchmischte Pollenwolke
hinweisen. Ebenso kann aber auch die beziiglich eines aus Nordwest ankommenden Pollens
bevorzugte Position im Randbereich eine Rolle spielen. Dafiir spricht, dass im

Bestandesinneren die Menge der Eckern mit diesem Allel abnimmt. Das wiederum kann
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damit erkldrt werden, dass dort die Konkurrenz mit dem Pollen der umgebenden

Nachbarbdume grof3er ist als am Bestandesrand.

4.2.1.3. Raumliche Verteilung von Trigern der Allelvariante LAP-A4

Miiller-Starck und Ziehe (1991) demonstrierten ein Beispiel fiir die Bedeutung von LAP-Ag.
Die Haufigkeit des aus LAP-A4 und -As zu LAP-A4 zusammengefassten Allels hatte vom
Eckernstadium zum zweijdhrigen Jungwuchs unter belasteten Umweltbedingungen drastisch
zugenommen. Die Triger dieses Allels besitzen dort offenbar bessere Uberlebenschancen als
andere Sdmlinge. Die rdumliche Verteilung von LAP-A, ist hier innerhalb des Bestandes
heterogen. Obwohl das Allel in den Eckern hauptséchlich im stidwestlichen Bereich gefunden
wurde, konnte seine maximale Hiufigkeit fiir die untersuchten Jungwuchsflichen im
siidostlichen Bereich und bei den Jungpflanzen nachgewiesen werden, die unter den
Randfichten eines angrenzenden Bestandes wachsen (Tab. 3.11.). Das kann als eine
Bestétigung der Variation in der Anpassungsfdhigkeit des Jungwuchses gewertet werden.
Abhingig von Mikrostandortbedingungen ist LAP-A4 vermutlich fiir das Wachstum des
Jungwuchses unter den Umweltbedingungen des siidwestlichen Bereiches forderlich (Tab.

3.11).

Generell finden sich fiir die siidostlichen, stidlichen und nérdlichen Bereich niedrigere Werte
der als wichtig fiir den Naturverjiingungserfolg erachteten Allelvarianten. Im siidwestlichen
Bereich und unter den Fichten sind hingegen die im Kap.1.3.2.1 genannten Allelvarianten, die
eine forderliche Rolle fiir die Uberlebensfihigkeit oder das Wachstum im Jungwuchs spielen
konnten, sehr hdufig. Sie konnen auf diese Weise geringe genetische Variation kompensieren

helfen und zu einer stabilen Jungwuchsentwicklung fiihren.

4.2.2. Bestiatigung von Korrelationen bei Mikrosatelliten-Markern
(Moran’s Index und genetischer Abstand)

Generell sind die Autokorrelationen innerhalb vieler Forstpopulationen schwach ausgeprégt.
Fiir die européische Buche wurde nur eine kleine Anzahl von signifikanten Autokorrelationen
gefunden (Merzeau et al. 1994). Ahnliche Ergebnisse wurden fiir andere Arten wie Picea
mariana (Knowles 1991), Acer saccharum (Perry und Knowles 1991), Quercus petrea und Q.

robur (Bacilieri et al. 1994) festgestellt.

Signifikante Korrelationen sind nicht sehr héufig, aber es gibt einige Untersuchungen, in
denen die Autokorrelationen fiir kleine Entfernungen iiberpriift wurden. Knowles et al. (1992)

berichteten dies von Isoenzymen in einer Population von Tamarack (Larix laricina). Diese
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Population hat die Besonderheit, dass sie nach einer Stérung wieder von den iiberlebenden
Altbdumen kolonisiert wurde und als Ergebnis dieser Storung eine raumliche Autokorrelation
zeigte. In Athersperma moschatum (Shapcott 1995) wurde fiir Isoenzyme eine signifikante
Autokorrelation nur bei Bdumen in einem Abstand von weniger als 10 Metern gefunden. In
der vorliegenden Untersuchung wurde filir zwei Mikrosatelliten-Marker (mfc 5 und mfs 11) bei
Altbdumen mit einer Entfernung von unter 30 Metern eine signifikante genotypische
Autokorrelation festgestellt. Als Erkldrung kdnnte man vermuten, dass diese Situation durch
geringen Genfluss oder hohe Selbstbefruchtungsraten hervorgerufen wird. Die Analyse der
Elternschaft aber ergab besonders im nordlichen Bereich, wo grofere genotypische
Ahnlichkeit herrschte, keine Einschrinkung des Genflusses (Tab. 3.10). Letztlich spielt die

Wahrscheinlichkeit des gleichen Sameneltern wohl die primére Rolle.

4.2.3. Vergleich zwischen Isoenzymen und Mikrosatelliten-Markern

Die beobachteten Isoenzyme zeigten weniger genetischVariation als die Mikrosatelliten-
Marker. In der vorliegenden Arbeit wurde in der Abteilung 3100c fiir die Isoenzymmarker
eine Genbestandsdiversitit von 1,53 effektiven Allelen je Genlocus und eine mittlere
Heterozygotie von 0,33 erreicht. Streiff et al. (1998) berichteten in Altbdumen von Quercus

Arten liber Anzahlen von 3 bis 5 Allelen je Enzymgenlocus und eine mittlere Heterozygotie

zwischen 0,14 bis 0,37.

Fiir die vorliegende Arbeit lag bei Verwendung von zwei Mikrosatelliten-Markern (mfc 5 und
mfs 11) die Genbestandsdiversitdt bei 4,43 effektiven Allelen pro Locus und die mittlere
Heterozygotie bei 0,62. Die beiden Parameter wurden bei Berlicksichtigung von drei
Mikrosatelliten-Markern (mfc 5, mfs 11 und FS 3 04) allerdings verringert; in diesem Fall
war die Genbestandsdiversitit 2,59 und die mittlere Heterozygotie 0,51. Mit einer allelischen
Vielfalt von 23, 9 und 5 fiir die drei Mikrosatelliten-Marker erkennt man ein sehr
unterschiedliches Bild. Die gefundenen Werte in der mittleren Heterozygotie sind fiir die
Mikrosatelliten-Marker allerdings deutlich niedriger im Vergleich mit denen von Streiff et al.
(1998), welche iiber 12 bis 19 gefundene Allele je Locus und eine beobachtete Heterozygotie
von 0,70 bis 0,87 berichteten. Die zur Sicherheit vorgenommene Zusammenfassung
moglicherweise verschiedener allelischer Varianten hat im hier vorliegenden Fall die

Heterozygotie und genetische Diversitit sicher verringert.
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4.2.4. Abstammungsrekonstruktion bei Eckern und Naturverjiingung
Das im Rahmen dieser Untersuchung entwickelte Programm “ABSTAMMUNG” erlaubt eine
schnelle und unkomplizierte Identifikation von potenziellen Samen- und Pollenspendern.

(weitere Einzelheiten siche Material und Methoden).

Innerhalb des untersuchten Bestandes sind lokale Bestandesstrukturen wie etwa die Wirkung
der Nachbarschaft auf das Paarungssystem beobachtet worde. Im ndrdlichen Bereich wurde
mit den Eckern von Kreisstichproben der Altbdume 19 und 60 der Einfluss der
Bestandesstruktur und Nachbarschaftsverhéltnisse quantifiziert. Fiir Baum 19 sind im
Nordwesten keine weiteren Nachbarbdume vorhanden, siidlich steht nur ein abgestorbener
Baum (Abb. 2.1). Lediglich bei elf von 30 Eckern wurde der Baum 19 als Elter
ausgeschlossen (Tab. 3.4). Zudem ist der Anteil Eckern, bei dem Selbstbefruchtung moglich
ist, besonders hoch. Die Daten zeigen zudem, dass in der niheren Umgebung dieses Baumes

vergleichsweise viel Jungwuchs von diesem selbst stammen kann.

Mit Hilfe des Programms konnte nachgewiesen werden, dass die Eckern der Kreisstichprobe
60R des Baums 60 nicht von ithm abstammen koénnen, sondern eher die Altbdume 59, 61, 63
und 66 als Sameneltern in Frage kommen. Dieses ist ein weiteres Beispiel flir den Einfluss der
Bestandesstrukturen. In diesem Fall bewirkt die Uberlappung der Baumkronen eine

Forderung der genetischen Diversitit fiir den Bereich des Baumes 60.

4.2.5. Analyse der Einzelbaumnachkommenschaften

Bei der Untersuchung der Eckern eines einzelnen Baumes im Bestand ist es von Vorteil, wenn
die Eckern direkt in der Krone geerntet werden, damit der Samenelter zweifelsfrei feststeht
und der zugehorige Pollenelter eindeutig bestimmt werden kann. Normalerweise werden die
Eckern geerntet, ohne den Kronenbereich zu beriicksichtigen. Dadurch ist ein differenzierter
Nachweis iiber den Einfluss der Nachbarschaftsverhiltnisse, der Bestandesstruktur, die
Auswirkung der vorherrschenden Windrichtung fiir den Pollentransport und die Entfernung

der potenziellen Polleneltern erschwert.

4.2.5.1. Analyse mit Mikrosatelliten

Fiir den Baum 9 wurde die Mehrheit der nichststehenden potenziellen Polleneltern in weniger
als 50 Metern Abstand gefunden. Fiir keine seiner Eckern war es erforderlich, einen
Pollenelter auBBerhalb des Bestandes anzunehmen. Die Selbstbefruchtungsrate wurde mit 8%
als hoch eingeschédtzt. Auch fiir den Baum 95 befanden sich die meisten nédchststehenden

potenziellen Polleneltern in einem Abstand von maximal 50 Metern. Der maximale Anteil der
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Selbstbefruchtungsrate wurde hier aber nur auf 1% geschétzt. Die Menge der unbekannten
Polleneltern auflerhalb des Bestandes machte hier den betrachtlichen Anteil von 16% aus. Der
von diesen stammende Fremdpollen wirkte sich auf die genetische Variation der erzeugten
Eckern forderlich aus. Der Einfluss der nordwestlichen Windrichtung konnte hier bestatigt
werden. Er gibt aber keine plausible Erkldrung fiir den Eintrag von Fremdpollen in die
Nachkommenschaft des Einzelbaumes 95, es sei denn, dass wihernd der entscheidenden
Phase der Pollenverbreitung zumindest kurzzeitig die Windrichtung drastisch gewechselt
hétte und dass gleichzeitig die weiblichen Bliiten des Baumes 95 rezeptiv waren. Ein Beispiel
fiir einen hohen Fremdpollenanteil wurde auch von Dow und Ashley (1998) beschrieben. In
Quercus macrocarpa wurden zumindest 57% der gesammelten Eicheln von externen
Polleneltern erzeugt. Fiir die Distanz der Polleneltern innerhalb des Bestandes wurde dort ein

Mittelwert von 75 Metern angenommen (Dow und Ashley 1998).

4.2.5.2. Einfluss der Bestandesstruktur auf den Pollenflug

Innerhalb des Bestandes trat der Baum 88 fiir den Samenelter 95 bei mehreren Eckern als
moglicher Pollenelter auf. Bezogen auf einzelne Zweige des Baumes 95 kann der Baum 88
den Pollen zur Bestdubung von mehreren dicht nebeneinander stehenden weiblichen Bliiten
beigetragen haben. Dieses wire dadurch erkldrbar, dass die einzelnen Pollenkdrner in der
Pollenwolke lokal benachbart blieben und auch in diesem Zustand durch den Wind
transportiert wurden. Eine vorhandene Baumliicke hat wahrscheinlich den Transport
erleichtert. Eine derartige Aggregation von Pollen gleicher Abstammung kann im Erfolgsfall

die Effektivitit des pollenproduzierenden Baumes erhdhen.

4.2.6. Analyse des Jungwuchses
4.2.6.1. Isoenzyme
LAP-A4 und insbesondere LAP-A4A4 sind in der Sidliicke in den Jungwuchspflanzen

vergleichsweise gering vertreten. Zwei mogliche Erklarungen sind hier denkbar:

1. Wihrend der Reproduktionsphase, die zur Entstehung des Jungwuchses in der
Stidliicke fiihrte, waren Altbuchen, welche A4 am Genort LAP-A tragen, nur gering
beteiligt. Moglicherweise gab es vor der Aufnahme des Bestandes noch weitere
Buchen in der Siidliicke. Damit lag A4 bereits in den Eckern mit verminderter

Héufigkeit vor.

2. Da die Umweltbedingungen in der Siidliicke aufgrund der Lichtverhéltnisse gegeniiber

den anderen Bereichen der Abteilung 3100c stark verdndert sind, waren die
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Selektionsbedingungen fiir die Trager von LAP-A4 moglichweise nicht vorteilhaft.
Die Ergebnisse der Meliorationsexperimente von Starke et al. (1996) mit

vergleichweise geringen Effekten an LAP-A4 konnen diese Vorstellung unterstiitzen.

4.2.6.2. Vaterschaftsanalyse mit Mikrosatelliten-Markern

Die hohe rdumliche Autokorrelation fiir geringe Distanzen der Altbdume im Bestand der
Abteilung 3100c signalisiert, dass eine groBere genetische Ahnlichkeit zwischen denjenigen
Biumen existiert, die in einem Abstand von 30 Metern oder weniger auseinander liegen.
Etwas Ahnliches beschreiben Gonzalez-Martinez et al. (2002) fiir die Verjiingung von Pinus
pinaster Ait. Sie fanden eine positive Autokorrelation in Abstinden unter 10 Metern. Die
Autoren erklédrten die Ergebnisse mit begrenztem Genfluss, da eine groBe Menge von Samen

des zugehorigen Baumes in einem Abstand unter 15 Metern gefunden wurde.

Ganz allgemein zeigt die Analyse der Abstammungsrekonstruktion, dass der Anteil an
Jungwuchs, welcher einen moglichen Samen- und Pollenelter jeweils in einem Abstand von
hochstens 50 Metern hat, deutlich variiert. Der Anteil liegt im stidwestlichen Bereich bei 15%
und unter Fichten bei 80%. Diese Ergebnisse legen nahe, dass ein einfaches Modell zur
Beschreibung des Genflusses nicht ausreicht. Das Modell der Isolation durch rdumliche
Distanz (Wright 1943, Wright 1946, Comps et al. 1990, Comps et al. 1991) konnte hier
teilweise fiir die Beschreibung des Genflusses im Norden, Nordosten beziehungsweise unter
Fichten geeignet sein. Im siidwestlichen Bereich erscheint dieses Modell ungeeignet, da dort
durch den Wind eingetragener Fremdpollen nicht auszuschlieBen ist. Darin konnte auch eine
Erklarung dafiir liegen, dass fiir die siidwestliche Naturverjiingung die nichststehenden

Altbuchen den niedrigsten Anteil der potenziellen Polleneltern stellen.

4.3. Abt. 1083

4.3.1. Isoenzymmarker

Die strukturelle Zusammensetzung des Bestandes spielt eine wichtige Rolle fiir die genetische
Variation und die Haufigkeiten bestimmter, als adaptiv vermuteter Allelvarianten. Eine hohe
Genbestandsdiversitit und eine hohe mittlere Heterozygotie wurden in denjenigen
Jungwuchsfldchen beobachtet, die nur von Altbuchen umgeben sind. In dem mit Fichten
gemischten Buchenbestand wurde eine geringe genetische Variation sowie eine geringe
Qualitdt und niedrige Wuchshéhe der Naturverjiingung festgestellt. Moglicherweise
verringern die Fichten aber nicht nur die genetische Variabilitdt, sondern belasten auch die

Bedingungen des Mikrostandorts fiir die Entwicklung des Buchenjungwuchses.
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4.3.2. Vaterschaftsanalyse mit Mikrosatelliten-Markern

Die Bestandeszusammensetzung (Anzahl der nichststehenden Altbuchen und Anteil der
Mischbaumarten) hat einen groBBen Einfluss auf die genetischen Strukturen der
Naturverjiingung. Auf der Flache, auf der nur Altbuchen stocken, stellen vermutlich viele
verschiedene der nichststehenden Altbdume einen hohen Anteil der potenziellen Samen- oder
Polleneltern. Eine effiziente Fichtenabschirmung wie bei den Flichen B3 und B4 konnte
einem hohen Selbstbefruchtungsanteil Vorschub leisten. Dennoch ist anhand der
Beobachtungen erkennbar, dass auch hier keine totale Verhinderung des Pollenfluges und
Samenfluges vorliegt (Tab. 3.16), was ein noch deutlicheres Absinken der genetischen
Variation und damit der genetischen Anpassungsfdhigkeit auf diesen Verjiingungsflichen

verhindert.

4.4. Isolierter Baum im Bestand 62

4.4.1. Analyse mit Isoenzymmarkern

Obwohl dieser Baum isoliert steht, wird im Vergleich mit den Eckern des Bestandes 3100c
das Ausmall der genetischen Variation als ziemlich hoch bewertet (Tab. 3.15). Diese
Variation ist nur durch eine hohe Anzahl unterschiedlicher Polleneltern zu erkldren. Dieses ist
nicht durch den iiberwiegenden Beitrag nur weniger, nahe stehender Altbdume als
Polleneltern zu deuten. Es gab allerdings keine auffdlligen Unterschiede in der genetischen

Ausstattung der Eckern verschiedener Kronenteile bzw. Zweige.

4.4.2. Vaterschaftsanalyse durch Mikrosatelliten-Marker

Der Pollenbeitrag kann auch von Béumen in grofem Abstand kommen. Fiir 48% der
untersuchten Eckern wurde kein potenzieller Pollenelter unter den einbezogenen Buchen
gefunden. Das legt nahe, dass die tatsdchlichen Polleneltern mdéglicherweise weit entfernt
sind. Ahnliche Ergebnisse wurden von Krabel und Ziehe (unverdffentlich) auch mit Hilfe von
Enzymgenloci erzielt. Sie stellten fiir eine andere Einzelbaumnachkommenschaft dieses
Baumes fest, dass der Selbstbefruchtungsanteil kleiner als 15% ist. In der vorliegenden Arbeit
wurde ein noch kleinerer maximaler Selbstbefruchtungsanteil von 10% gefunden, was beim

Einsatz hochvariabler Mikrosatelliten-Marker auch zu erwarten ist.
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4.5. Praxisrelevanz der Ergebnisse

Eine groBe genetische Variation in Eckern (pro Flacheneinheit) bildet die Grundlage dafiir,
dass unter variierenden Umweltbedingungen zumindest einige der sich entwickelnden
Buchensdmlinge aufgrund ihrer genetischen Ausstattung die natiirliche Selektion unter
Freilandbedingungen {iberleben und stabile Jungwuchsinseln bilden konnen. Von dem
Ausmal genetischer Variation innerhalb der Jungwuchsinseln hingt es wiederum ab, ob und
wieviele der Jungpflanzen sich zu Trigern einer Waldbaumpopulation entwickeln, die den
weiteren Stressbedingungen und Belastungen widerstehen und {iber natiirliche Verjlingung

dann wieder zur néchsten Generation beitragen konnen.

Das Ausmal} der genetischen Variation kann durch Indikatoren wie die Diversitit des
Genvorrats oder die mittlere Heterozygotie, jeweils bezogen auf einen Satz von Genorten,
quantifiziert werden. Diese Indikatoren stehen in engem Zusammenhang mit der genetischen
Anpassungsfdhigkeit an variierende Umweltbedingungen. Die Befunde fiir die Eckern und
Jungwuchsinseln von Buchenrein- und Mischbestinden zeigen allerdings, dass die
vorgefundene Diversitit wie auch die Heterozygotie iiber die Bestandesfldache stark variieren
und insbesondere von Bestandesstrukturen (Dichtstand, Mischung mit anderen Baumarten,

Randbereiche etc.) abhéngen.

Die Vaterschaftsanalyse erlaubt eine differenzierte Beurteilung des Genflusses, sowohl fiir die
Versuchsflachen mit Fichtenabschirmung als auch fiir den isolierten Baum. Unterschiedlicher
Genfluss fordert die genetische Variation in unterschiedlicher Weise. Damit ist fiir die
einzelnen Teile eines Bestandes auch die Ausgangssituation in der genetischen
Anpassungsfdahigkeit moglicherweise nicht gleich was stellenweise mangelnden

Verjiingungserfolg aufkldren kann.
Fiir die Praxis wire es von wesentlichem Vorteil, auf Grund dieses Ergebnisse

e FEingriffe in die Bestandesstrukturen (Durchforstung, einzelstammweise Nutzung) so zu
steuern, dass die Verjiingungungsfdhigkeit eines Bestandes nicht beeintrichtigt, sondern

eher gefordert wird,

e im Rahmen des Waldumbaus und bei Begriindungen von Mischbestinden

Bestandesstrukturen zu schaffen, welche spiter eine flachige Verjlingung ermoglichen,

e innerhalb der Bestinde anhand der Strukturen und Besonderheiten solche Bereiche

auszuweisen, in denen die Verjlingung problematisch erscheint und mit geeigneten
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MalBnahmen (Verbesserung des Genflusses, Bodenmelioration, Beimischung von Saatgut)

unterstitzt werden sollte und

e innerhalb der Bestinde Bereiche ausweisen zu konnen, in denen ein hohes Ausmal} an
genetischer Variation in den Eckern zu erwarten ist, oder auch solche, in denen besser

kein Saatgut gewonnen werden sollte.

Die aus diesem Vorhaben gewonnenen Erkenntnisse sollen dazu dienen, die hier skizzierten

Vorteile in Zukunft auch nutzbar zu machen.
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ZUSAMMENFASSUNG

Raumliche Verteilungen der genetischen Ausstattung von Eckern
und Jungwuchs der Buche (Fagus sylvatica L.) in Abhangigkeit von
Bestandesstrukturen

Naturverjiingung innerhalb von Bestinden diirfte {iber Baumgenerationen hinweg die
Erhaltung adaptiver Kapazitdten besonders effektiv gewéhrleisten; sie stellt im Vergleich zu
kiinstlicher Verjiingung bzw. Bestandesbegriindung eine wirkungsvolle und nachhaltige
Alternative fiir den Fortbestand der Wiélder dar. Hierbei ist aber nicht nur das Ausmal} der
Verjiingung relevant, sondern auch deren genetische Ausstattung. Fehlende genetische
Variation aufgrund genetischer Erosion oder Inzucht kann den Verjlingungserfolg erheblich
einschranken. In der vorliegenden Arbeit werden genetische Strukturen der Buche (Fagus
sylvatica L.) in Rein- und Mischbestdnden insbesondere unter dem Aspekt der Eigenschaften

der Verjlingung beschrieben.

Beziiglich des untersuchten Materials wurde ein Gradient in der rdumlichen Isolation von
Altbuchen verwendet. Dabei handelt es sich zundchst um einen kleinen und durch
Fichtenbesténde isolierten Buchenreinbestand (Abteilung 3100c, FoA Dassel) im Solling. In
diesem Bestand sollte die rdumliche Verteilung der genetischen Ausstattung von Altbdumen,
Eckern und Jungwuchs charakterisiert und Besonderheiten in der Bestandesstruktur der

Altbdume im Hinblick auf Eckern und Jungwuchs, interpretiert werden.

Ferner wurden in einem Mischbestand (Abteilung 1083, FoA Eschershausen) im Solling
kleinrdumige Beobachtungsfldchen der Buche ausgewiesen, in welchen spezielle Mischungs-
und Nachbarschaftsverhdltnisse von Buche und Fichte vorliegen. Dort erfolgte eine
Stichprobennahme in Naturverjiingungsinseln und die Beprobung der benachbarten

Altbdaume.

In der Abteilung 62 (FoA Seesen) im Westharz konnte die Nachkommenschaft einer durch
Fichten weitgehend isolierten einzelnen Altbuche einbezogen werden. Hier wurden Eckern
aus Zweigen des oberen Kronenbereiches des Baumes gewonnen. Die zweigweise getrennten
Eckernstichproben des oberen Kronenbereiches konnten dann in ihrer genetischen

Ausstattung und der beziiglich Verteilung moglicher Polleneltern verglichen werden.

Fiir die Beschreibung und Charakterisierung der genetischen Strukturen haben hier Parameter

besondere Bedeutung, von denen zu erwarten ist, dass sie mit der genetischen
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Anpassungsfahigkeit der Buchennaturverjingung in Verbindung stehen. Genetische
Diversitit und Heterozygotie sowie relative Héufigkeiten bestimmter Allelvarianten
erscheinen in diesem Zusammenhang als Indikatoren fiir einen Verjlingungserfolg aus
verschiedenen Griinden geeignet. Von besonderem Interesse ist ferner die Haufigkeit der
Enzymvariante A4 (mit As aus Griinden der Vergleichbarkeit mit anderen Untersuchungen
zusammengefasst) am Genort LAP-A, die sich in frilheren Untersuchungen unter
Stressbedingungen wéhrend der Jungwuchsphase als vergleichsweise sehr viabel
herausgestellt hat (Ziehe et al. 1999). Weitere Beachtung erfahrt die Variante PGM-A,, die in
Altbuchen zumindest im heterozygoten Zustand als zur Toleranz beitragend erschien (Miiller-
Starck 1993). AuBBerdem wurde das Auftreten von IDH-A,, das in friiheren Untersuchungen
einen Bezug zum Befall der Buche durch Pathogene aufwies (Gora et al. 1994), 6PGDH-A3,
das offenbar fiir das Wachstum forderlich ist (Konnert und Spiecker 1996), sowie spezielle
Varianten von MDH-B, welche sich in Meliorationsversuchen als vorteilhaft zeigten (Ziehe et

al. 1999), in die Betrachtungen einbezogen.

Um bestimmte rdumliche Muster im Auftreten genetischer Varianten und den Einfluss von
Bestandesstrukturen ~ sinnvoll ~zu  diskutieren,  erschien die  Kldrung  von
Elternschaftsverhéltnissen notwendig. Diese sollten dann Riickschliisse auf AusmaBl und
Richtung von Genfluss durch Pollen- und Samenverbreitung erlauben. Dafiir eignen sich
aufgrund der hohen Variabilitdt Mikrosatelliten-Marker (SSRs) in besonderer Weise, da hier
der Ausschluss von Elternschaften fiir Eckern- und Jungwuchsstichproben besonders effizient
sein kann. Fiir den Einsatz verschiedener Mikrosatelliten-Marker war im Rahmen der
vorliegenden Arbeit neben der Ubernahme bzw. Anpassung vorhandener Methoden an Fagus
sylvatica L. eine weitere erhebliche Entwicklungsarbeit erforderlich. Der Mikrosatelliten-

Marker mfs 11 wurde in der vorliegenden Untersuchung erstmalig eingesetzt.

Wegen der Menge der nach dem Ausschlussprinzip zu bearbeitenden Daten erschien zudem
der Einsatz speziell dafiir geschriebener EDV-Programme sinnvoll. Die hier entwickelten
Programme erlauben die gleichzeitige Einbeziehung von mehreren Enzym- und
Mikrosatellitenloci sowie die rdumliche Visualisierung der Ergebnisse und sind auch

anderweitig einsetzbar.

85



Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:
Abteilung 3100c im FoA Dassel, ehemals FoA Knobben (Solling)

e Die genetische Diversitdt im Genvorrat der Eckern wie auch die mittlere Heterozygotie sind
rdumlich nicht homogen tiber die Bestandesfliche verteilt. Der siidostliche Bereich des
Bestandes weist kleinrdumig weitaus mehr genetische Variation auf als der westliche
Teilbereich. Dieser Trend ldsst sich iiber zwei Eckernjahrgdnge hinweg als Grundmuster
konsistent nachweisen. Der Effekt ist zudem nicht allein auf die genetische Ausstattung der
Altbuchen zuriickzufiihren, sondern es zeigen sich auch in der flichigen Verteilung der
genetischen Parameter deutliche Abweichungen von panmiktischen Reproduktions-
verhéltnissen. Die Grundmuster deuten bereits an, dass neben dem Dichtstand und den
Nachbarschaftsverhdltnissen der Altbdume auch die Richtung des Windes als Pollen- und
Samenvektor eine wesentliche Rolle spielt und vermutlich deutlich zu den Diversititsspitzen

im stidostlichen Bereich beitragen hat.

e Ohne den rdumlichen Bezug weisen die Jahrgéinge 1992/93 und 1998/99 insgesamt keine
wesentlichen Unterschiede in der genetischen Diversitit der Eckernstichproben auf. Mit
Berticksichtigung der rdumlichen Verteilung zeigt aber der Eckernjahrgang 1998/99 mit der
hoheren Eckerndichte fast iiber die gesamte Bestandesflache hinweg eine durchgehend hohere
genetische Diversitit, was auf eine gleichmifBigere Beteiligung der Altbdume an der
Reproduktion hindeutet. Innerhalb des jeweiligen Jahrgangs muss das Ausmal} an Diversitét

aber nicht direkt mit der Eckerndichte zusammenhéngen.

e Auch fiir die als adaptiv relevant betrachteten Allelvarianten an den verschiedenen
Enzymgenloci gibt es rdumliche Muster, welche konsistente Besonderheiten iiber die
Jahrgiinge hinweg zeigen. LAP-A4 besitzt raumlich gerade in demjenigen Bestandesbereich
betrachtliche Haufigkeiten, der in der genetischen Diversitdt eher benachteiligt ist. Der
Viabilititsvorteil von LAP-A4 konnte unter diesen Bedingungen den Nachteil geringer

genetischer Variation durchaus ausgleichen.

e Im nordlichen Bestandesbereich konnen hochstens bis zu 60% der Eckern eines
Probekreises von der drei Meter entfernten Buche abstammen, welcher der Probekreis
zugeordnet ist. Dieses spricht fiir die Wirksamkeit der Samenverbreitung und die lokale

Forderung genetischer Diversitdt durch hohen Dichtstand.

e Fiir den Baum 9 wurden fiir 76% der von diesem Baum geernteten Eckern potenzielle

Polleneltern festgestellt, die einen Abstand von weniger als 50 Meter zu diesem Samenelter
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hatten. 16% der Eckern dieses Baumes besallen dagegen potenzielle Polleneltern mit einem
Mindestabstand zwischen 50 und 100 Metern. Es kammen hier aber auch mogliche
Polleneltern im Bestand selbst. Diese Befunde sprechen fiir eine effiziente Befruchtung durch
Pollen aus der ndheren Nachbarschaft und bestitigen, dass Bestandesteile an den Réndern, die

dem Wind zugewandt sind, eher benachbeteiligt sind.

e Fiir den Baum 95 war bei 71% der Eckern einer Einzelbaumabsaat die vermutliche
Entfernung der potenziellen Polleneltern auf geringer als 50 Meter. Der zu Baum 95 in
westlicher Richtung fiir den Pollenbeitrag giinstig stehende Baum 88 kommt als potenzieller
Pollenelter bereits fiir den relativ hohen Anteil von 15% der Eckern in Frage, welche dazu
noch iiberwiegend aus einem bestimmten Kronenteil stammten. Dieser Befund wurde durch
den Einfluss des wihrend des Pollenflugs vorwiegend aus westlicher Richtung wehenden
Windes erklédrt. Das Ergebnis bestitigt, dass die Bestandesstruktur einen massiven Einfluss

ausibt.

e Die Naturverjiingung im siidwestlichen Bereich wurde auf den Beitrag der néchststehenden
Buchen als Sameneltern zuriickgefiihrt. Fiir die Mehrheit der Jungwuchspflanzen war die
Entfernung zwischen dem moglichen Samenelter aus diesem Bereich und dem zugehdrigen
Pollenelter aber groBer als 50 Meter. Im nordlichen Bestandesbereich konnten dagegen 68%
der jungen Pflanzen von Samen- und Polleneltern aus unmittelbarer Nihe (in weniger als 50
Meter Entfernung) abstammen. Im siiddstlichen Bereich stammten 75% der jungen Pflanzen
wahrscheinlich von Samen- und Polleneltern desselben Bestandesbereichs ab. Fiir den
Jungwuchs, der jenseits des begrenzenden Weges am Rand des benachbarten
Fichtenbestandes gefunden wurde, konnten 80% der potenziellen Samen- und Polleneltern
wiederum in weniger als 50 Meter Abstand von den jungen Pflanzen nachgewiesen werden.
Diese Muster im Jungwuchs zeigen insgesamt etwas andere Charakteristika in den
genetischen Strukturen und moglichen Elternschaftsverhiltnissen als die Eckern. Selektion
diirfte dafiir gesorgt haben, dass sich aus der Menge der vorhandenen Eckern nur ein
bestimmter, unter diesen besonderen Bedingungen viabler und konkurrenzfidhiger Teil
entwickeln konnte. Fiir die im siidwestlichen Bereich vorkommende etwas éltere
Jungwuchsinsel ist zudem nicht auszuschlieBen, dass frither in der Liicke stehende und vor

der Aufnahme ausgefallene Altbdume zur Verjiingung beigetragen haben.
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Abteilung 1083 im FoA Eschershausen (im Solling)

e Fiir Jungwuchsinseln mit hohen Werten der genetischen Diversitit an Enzymgenloci und
insbesondere fiir die im reinen Buchenbereich lokalisierte Flache Div3 wurden mit Hilfe von
Mikrosatelliten-Markern mogliche Elternschaftsverhiltnisse erfasst. Hier kamen in der Regel
zwar Altbuchen in der unmittelbaren Nachbarschaft als Sameneltern der Jungwuchspflanzen
bereits in Frage. Dabei konzentrierte sich die mogliche Elternschaft aber nicht nur auf einige
wenige Buchen, sondern fiir Div3 konnten die sieben néchststehenden Buchen zu einem
groBen Anteil beteiligt sein. Die Beteiligung vieler unterschiedlicher Altbuchen in
Verbindung mit effektivem Genfluss iiber Pollen hat vermutlich deutlich zu der
vergleichsweise hohen genetischen Diversitit im Verjlingungsmaterial beigetragen. Auch die

genetische Anpassungsfahigkeit diirfte dadurch erheblich gefordert worden sein.

e In der Versuchsfliche B3 von acht Altbuchen um eine Jungwuchsinsel mit deutlicher
Abschirmung dieser Gruppe durch Fichten wurde aufgrund der Bestandesstrukturen vorab
vermutet, dass lediglich die drei nédchststehenden Altbuchen wesentlich zum Jungwuchs
beitragen wurden. Die genetische Diversitdt im Jungwuchs erwies sich zudem als besonders
gering. In der Naturverjingung wurde allerdings das Allel LAP-A; besonders hiufig
gefunden; dieses Allel ist in der genetischen Ausstattung der am nichsten stehenden fiinf
Altbdume jedoch gar nicht vorhanden. Lediglich in den iibrigen drei der acht Buchen tauchte
diese Allelvariante auf. Mit Hilfe der Mikrosatelliten-Analyse konnte gezeigt werden, dass
diese drei nicht unmittelbar angrenzenden Altbuchen ihre genetische Information als Samen-
oder Pollenelter letztlich nur zu einem Anteil von hdchstens 20% des Jungwuchses
beigetragen haben. Somit war hier trotz der Abschirmung der Jungwuchsinsel Genfluss
zumindest durch Pollen aus Bereichen aullerhalb dieser Gruppe sehr aktiv und es konnte sich
ein moglicher Selektionsvorteil der in den engeren Bereich der Jungwuchsinsel
hineingewanderten Variante LAP-A, entwickeln. Dieser trotz Fichtenabschirmung in seinem
AusmalB bemerkenswerte Genfluss iiber Pollen hat ein noch drastischeres Absinken der

genetischen Diversitét in der Jungwuchsinsel offensichtlich verhindert.

e Kleinrdumige Bestandesstrukturen innerhalb von Mischbestdnden erwiesen sich insgesamt
hinsichtlich der Verjiingungsfahigkeit als nicht unproblematisch. Die genetische Diversitit in
Jungwuchsbereichen mit Fichtenabschirmung zeigte sich eher gering, obwohl trotz der
Fichtenbereiche der Genfluss durch Pollentransport noch erstaunlich effizient ist. Fichten

beeinflussen zudem die genetische Variabilitdt und Entwicklung des Buchenjungwuchses
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durch Veranderungen des Mikrostandorts, was eine besondere Herausforderung an genetische

Anpassungspotenziale darstellt und eher hohere Diversitit erfordert.
Isolierte Altbuche der Abt. 62 im FoA Seesen (Westharz)

e In den Eckern der isolierten Altbuche der Abt. 62 wurde nicht nur an den Enzymgenloci,
sondern auch fiir die Mikrosatellitenloci eine ungewdhnlich hohe genetische Variation

nachgewiesen.

e Fiir die Eckern dieses isolierten Baumes konnten in westlicher Richtung zu findende
potenzielle Polleneltern zu einem Anteil von 30% als moglicherweise beteiligt ermittelt
werden, obwohl diese Altbdume weiter entfernt sind als die Ostlich stehenden Produzenten
von Buchenpollen. Dies dokumentiert den starken Einfluss des Westwinds auf den Pollenflug

bei der Bestdubung dieses Einzelbaums.

In der vorliegenden Arbeit wurde dokumentiert, dass die genetische Ausstattung der
Buchennaturverjiingung vielfachen Einfliissen unterliegt, welche auch mit den
Bestandesstrukturen zusammenhéngen. Zu den hier mafigeblichen Bestandesstrukturen zdhlen
die Bestandesdichte, die Nachbarschaftsverhiltnisse der einzelnen Biume sowie die
Mischungsstrukturen in Mischbestdnden. Sie steuern in Verbindung mit standortlichen
(topografischen) Faktoren sowie dem Wind als Pollen- und Samenvektor die lokale
Verteilung der genetischen Variation (genetische Diversitdt, mittlere Heterozygotie) und der
adaptiv relevanten genetischen Varianten in der Naturverjiingung. Diese wiederum sind
malgeblich fliir die genetische Anpassungsfihigkeit und adaptiven Kapazititen der
Folgegeneration. Solche Zusammenhinge helfen, den differenziellen Erfolg in der
Verjiingung zu erkldren, Problembereiche zu finden, und nétigenfalls Mallnahmen zu
entwickeln, um genetisches Anpassungspotenzial und adaptiven Kapazititen zu erhalten oder

sogar zu erhohen und auch wirtschaftlich zu nutzen.
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ANHANG I. Fremdpolleneinflug in der Abteilung 3100c

relative Haufigkeit von MNR-A1

0,0205
0,0192
0,0178
0,0164
0,0150
0,0137
0,0123
0,0109
0,0096
0,0082
0,0068
0,0055
0,0041
0,0027
0,0014
0,0000

Interpolierte rdumliche Verteilung der Variante MNR-A; in der Abteilung 3100c unter den
Eckern des Jahrgangs 1998/99

relative Haufigkeit von MNR-A4

0,128
0,120
0,111
0,102
0,094
0,085
0,077
0,068
0,060
0,051
0,042
0,034
0,025
0,017
0,008
0,000

Interpolierte raumliche Verteilung der Variante MNR-A4 in der Abteilung 3100c unter den
Eckern des Jahrgangs 1998/99
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relative Haufigkeit von LAP-A1

0,0400
0,0373
0,0347
0,0320
0,0293
0,0267
0,0240
0,0213
0,0187
0,0160
0,0133
0,0107
0,0080
0,0053
0,0027
0,0000

Interpolierte rdumliche Verteilung der Variante LAP-A; in der Abteilung 3100c unter den
Eckern des Jahrgangs 1998/99

relative Haufigkeit der Fremdpollen

0,129
0,121
0,112
0,103
0,095
0,086
0,078
0,069
0,060
0,052
0,043
0,034
0,026
0,017
0,009
0,000

Interpolierte raumliche Verteilung der Varianten LAP-A;, MNR-A; und MNR-A, in der
Abteilung 3100c unter den Eckern des Jahrgangs 1998/99
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ANHANG II. Riumliche Verteilung von Allelvarianten an
Enzymgenloci in der Abt. 3100c

125 125
100 100 IDH-A2
0.803
0.750
0.697
75— 75— 0.644
0.591
= = 0.538
E £ 0.485
0.432
50 50 0.379
0.326
0.274
0.221
25 25 0.168
0.115
- 0.062
0.009
0 \ \ \ \ \ 0 \ \ \ \ \ \
0 25 50 75 100 125 150 0 25 50 75 100 125 150
Iml il

Interpolierte rdumliche Verteilung der Variante IDH-A; in der Abteilung 3100c unter den Eckern
der Probekreise. Der linke Abbildungsteil bezieht sich auf den Jahrgang 1992/93, der rechte auf
den Jahrgang 1998/99.

125 125

100 LAP-A4+5

0.918
0.858
0.798
0.738
0.678
0.618
0.558
0.498
0.438
0.378
0.318
0.258
0.198
0.138
0.079
0.019

25 25

0

T T T 1

0 25 50 75 100 125 150 0
[m]

Interpolierte rdumliche Verteilung der Variante LAP-A, und As in der Abteilung 3100c
unter den Eckern der Probekreise. Der linke Abbildungsteil bezieht sich auf den
Jahrgang 1992/93, der rechte auf den Jahrgang 1998/99.
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125 125
100 100 6PGDH-A3
0.942
0.877
0.811
757 75+ 0.746
0.680
E = 0615
_ - 0.550
0.484
50— 50 0.419
0.353
0.288
0223
— - 0.157
2 3 0.002
0.027
-0.039
0 \ \ \ \ \ \ 0
0 25 50 75 100 125 150 0

[m]

Interpolierte rdumliche Verteilung der Variante 6-PGDH-Aj in der Abteilung 3100c¢ unter
den Eckern der Probekreise. Der linke Abbildungsteil bezieht sich auf den Jahrgang
1992/93, der rechte auf den Jahrgang 1998/99.

125 125

100 100 PGM-A2
0.880
0.823
0.765
0.708
0.651
0.594
0.536
0.479
0.422
0.364
0.307
0.250
0.192
0.135
0.078
0.020

25+

T T T 1
0 25 50 75 100 125 150

Interpolierte rdumliche Verteilung der Variante PGM-A; in der Abteilung 3100c unter den
Eckern Eckern der Probekreise. Der linke Abbildungsteil bezieht sich auf den Jahrgang
1992/93, der rechte auf den Jahrgang 1998/99.
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ANHANG III. Ergianzungen zur Elternschaftsanalyse fir die
Verjungung der Abt. 3100c¢

Elternschaftsanalyse fiir die Verjiingung der Abt.3100c, ii1) auf der Basis von mfc 5, mfs 11,
FS3 04und FS 1 15, iv) auf der Basis von mfc 5, mfs 11, FS3 04, FS1 15und FS1 03

iif)

Stichprobe Anzahl der (a) (b) () ()
untersuchten Anzahl (prozentualer Anzahl (prozentualer | Anzahl (prozentualer Anzahl (prozentualer
Jungpflanzen Anteil) Anteil) Anteil) Anteil)

1 13 1 (8%) 5 (38%) 4 (31%) [3* (23%%)] |3 (23%) [2°(15%™)]

2 12 0 (0%) 8 (67%) 4 (33%) [1* 8%%)] |0 (0%)

3 35 22 (63%) [11* (31%%)] 13 (37%) [1* 3%"] | 0 (0%) 0 (0%)

4 10 8 (80%) [1* (10%*)] 2 (20%) [1*(10%"] | 0 (0%) 0 (0%)

5 20 13 (65%) [1%(5%%)] 7 (35%) 0 (0%) 0 (0%)

1v)

Stichprobe Anzahl der (a) (b) () )
untersuchten Anzahl (prozentualer Anzahl (prozentualer | Anzahl (prozentualer Anzahl (prozentualer
Jungpflanzen Anteil) Anteil) Anteil) Anteil)

1 13 1 (8%) 3 (23%) [1* (8%)] 5(38%) [5* (38%*)] 4 (31%) [2*(15%]

2 12 0 (0%) 6 (50%) 6 (50%) [5* 42%*)] | 0 (0%)

3 35 20 (57%) [10* (28%*)] | 14 (40%) [2*(6%")] | 0 (0%) 0 (0%)

4 10 6 (60%) [1* (10%)] 4 (40%) [3* 30%] | 0 (0%) 0 (0%)

5 20 12 (60%) [1* (5%)] 8 (40%) [3*(15%")] | 0 (0%) 0 (0%)

*maximale Anzahl bzw. maximale Anteril aus Selbstbefruchtungsrate

?Pollenelter auBerhalb des Bestandes

a) Distanz Jungwuchs — nichststehender (Samen-) Elter < 50m und
nichststehender (Samen-) Elter- zugehdriger Pollenelter < 50m

b) Distanz Jungwuchs — néchststehender (Samen-) Elter < 50m und
néichststehender (Samen-) Elter-zugehoriger Pollenelter im Bestand > 50m

c) Distanz Jungwuchs — nédchststehender (Samen-) Elter im Bestand > 50m und
nichststehender (Samen-) Elter-zugehdriger Pollenelter < 50m

d) Distanz Jungwuchs — nichststehender (Samen-) Elter im Bestand > 50m und
nichststehender (Samen-) Elter-zugehoriger Pollenelter im Bestand >50m

1 = Jungwuchs Siidliicke Siidteil Nummer 1
2 = Jungwuchs Sidliicke Siidteil Nummer 2

3 = Jungwuchs Liicke Siidteil
4 = Jungwuchs unter Fichten
5 = Jungwuchs Siidostteil nahe B95
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ANHANG IV. Erganzungen zur Elternschaftsanalyse fiir die
Verjungung der Abt. 1083

Elternschaftsanalyse fiir die Verjiingung der Abt.1083c, ii1) auf der Basis von mfc 5, mfs 11,
FS3 04und FS 1 15, iv) auf der Basis von mfc 5, mfs 11, FS3 04, FS1 15und F S1_03

iii)
Versuchs- [ Anzahl der | Elternschaft innerhalb der Versuchsfliche Elternschaft aulerhalb der Versuchsfliche
fliiche insgesamt Mogliche Samenelter- Mogliche Samen- und Pollenelterbeteiligung Samen- und
untersuchten beteiligung Pollenelterbeteiligung Pollenelterbeteiligung
Jungpflanzen *)
B3 20 10 (50%) 6 (30%) [3* (15%*)] |4 (20%) 10(50%)
B4 16 9 (56%) 1 (6%) 8 (50%) 7 (44%)
B5 10 3 (30%) 0 (0%) 3 (30%) 7 (70%)
Div3 23 18 (78%) 9(39%) [1* (4%"] | 9 (39%) 5(22%)
1v)
Versuchs- [ Anzahl der | Elternschaft innerhalb der Versuchsfliche Elternschaft auierhalb der Versuchsfliche
fliiche insgesamt Mogliche Samenelter- Mogliche Samen- und Pollenelterbeteiligung Samen- und
untersuchten beteiligung Pollenelterbeteiligung Pollenelterbeteiligung
Jungpflanzen *)
B3 20 11 (55%) 6 (30%) [3* (15%*)] | 5 (25%) 9 (45%)
B4 16 9 (56%) 1 (6%) 8 (50%) 7 (44%)
B5 10 3 (30%) 0 (0%) 3 (30%) 7 (70%)
Div3 23 14 (61%) 5(22%) 11 (48%) 7 (30%)

*) maximale Anzahl bzw. maximale Anteil aus Selbstbefruchtungsrate
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