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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Okologische und ckonomische Bedeutung der Fichte

Die Fichte Picea abies (L.) Karst.) ist in nattrlichen Vorkommen ausschliefdich auf der
nordlichen Hemisphére zu finden. Vergesellschaftet mit den Koniferengattungen Abies, Larix
und Pinus pragt sie den borealen Nadelwaldguirtel.

Systematisch wird die Fichte in zwei Unterarten untertellt. Das natUrliche Area der
europaischen Varietdt (ssp. abies) dehnt sich von Mitteleuropa bis zum 69. Breitengrad in
Skandinavien aus und reicht weit, bis etwa zum 55. Langengrad, in das kontinentale
NordruBland hinein. Die sogenannte sibirische Varietét sp. obovata) ist vom westlichen
Vorland des Uras bis zur ostasiatischen Kuste zu finden (ScHMIDT-VoGT 1977). Den
Pollenanalysen zufolge waren die europaischen Fichterwvorkommen wéhrend der Eiszeit auf
zwel Refugien beschrankt: eines in Westrufdand, von wo aus Skandinavien und das Baltikum
wiederbesiedelt wurden, und ein weiteres in den siudostlichen européischen Gebirgsketten,
von wo aus die Neubesiedelung Mitteleuropas stattfand (HUNTLEY und BIRKS 1983).

Picea abies ist eine Art mit grof3er 6kologischer Amplitude (SCHMIDT-VOGT 1977), was auch
durch die variierenden standortlichen und klimatischen Gegebenheiten ihres riesigen
Verbreitungsgebietes belegt wird. Sie gilt as eine tberwiegend flachwurzelnde halbschatten-
tolerante Art, die empfindlich gegentber Trockenperioden reagiert, aber nur geringe
Nahrstoffanspriiche stellt. Sie wéchst auf gut durchlifteten sauren bis akalischen Boden. Thr
Warmebedarf ist eher gering, sie ist z.B. auf Dauerfrostbdden in Nordsibirien wie auch in
Hohenlagen von 2200m in den Zentralapen vorzufinden. Das Optimum der Art liegt in
niederschlagsreichen montanen V egetationszonen Mittel- und Osteuropas.

Durch die intensive Waldbewirtschaftung der letzten 200 Jahre, welche die Fichte wegen
ihrer hohen Massenleistungen bevorzugte, hat diese Baumart innerhalb und vor alem
aulBerhalb ihres natirlichen Verbreitungsgebietes einen standig steigenden Anteil an der
Waldflache erlangt (DENGLER 1980). Mit 2,75 Mio. Hektar nimmt sie in Deutschland einen
Antell von 37,4% der Gesamtwaldflache ein (Basis. alte Bundeslander; BML 1993). Sie
rangiert damit weit vor Kiefer (18,2%), Buche (16,6%) und Eiche (9,7%). Nahezu die Hélfte
(45,8%) des in der Bundesrepublik stockenden Holzvorrates stammt aus Fichtenwdaldern.
Diese Daten bringen klar zum Ausdruck, dass die Fichte zu den 6konomisch und 6kologisch
wichtigsten Baumarten in Deutschland gehort.
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1.2 Neuartige Waldschaden und die Bedeutung genetischer Unter-
suchungen

Picea abies ist die ertragreichste Baumart des bundesdeutschen Waldes, zugleich aber bedingt
durch die Monokultur die wohl empfindlichste Hauptbaumart, wie Rotféuleschaden,
Insektenkalamitéten sowie Sturm- und Schneebruch-Katastrophen der Vergangenheit zeigen
(SCHMIDT-VOGT 1989). Neben den seit langem bekannten natirlichen Schadfaktoren wirken
sich in den letzten Jahrzehnten verstarkt anthropogene Stoffeintrége wie beispielsweise
Schwefel, Sauren und basische Kationen auf Vitalitét und Zuwachsgeschehen unserer
Fichtenbesténde aus (ROHLE 1995). Auch wenn die Depositionsraten von Schadstoffen in den
letzten Jahren zurlickgegangen sind, haben die Auswirkungen solcher Belastungen nicht im
gleichen Mal3e abgenommen. In Deutschland weisen aktuell 25% der Fichtenflachen
deutliche Schaden auf, damit liegt das Schadniveau bel Werten, wie sie auch schon Mitte der
80iger Jahre auftraten (BML 2000). Dieses lasst sich zum einen durch die Langzeitwirkung
der im Boden festgelegten Stoffeintrage erklaren, zum anderen aber auch durch das verstarkte
Auftreten anderer Schadstoffe (z.B. Anstieg von Stickstoff- und Ozonbelastung bei
gleichzeitigem Rickgang von Schwefelimissionen; RABEN et al. 1998; BML 2000). Die
atmosphérischen Stoffeintrége sowie die verursachten Schaden sind auf européischer Ebene
wie auch auf Bundes- und Landesebene regional sehr unterschiedlich. Beispielsweise sind die
hochsten Sulfateintrége in imissionsexponierten Lagen der Mittelgebirge zu finden (BML
2000). Trotz grofler Fortschritte beim Umweltschutz haben Luftverunreinigungen mit
eutrophierenden, potenziell toxischen und saurebildenden Eigenschaften nach wie vor grof3en
Einfluss auf den Stoffhaushalt, Vitalitét und insbesonders auf die nachhaltige Entwicklung der
Fichtenbestande.

Entscheidend fur das langfristige Uberleben von Populationen in einer mit Schadstoffen
belasteten Umwelt ist ihre Fahigkeit, auf diese Verdnderungen zu reagieren. Stehen hinter
unterschiedlichen Merkmalsauspragungen der Individuen (z.B. sensitiv/tolerant) keine
genetischen Unterschiede, so besteht fur die Population selbst auch keine Méglichkeit der
evolutiondren Anpassung an die stressrelevanten Umweltbedingungen  (ZIEHE und
GREGORIUS 1996). Die genetische Variation ist somit die wichtigste Grundlage, um bei
Veradnderungen der Umweltbedingungen eine Anpassungsfahigkeit einer Population zu
gewdhrleisten (GREGORIUS 1991). Mit Hilfe von biochemisch-genetischen Markern 1&sst sich
die genetische Variation, welche Hinweise auf Anpassungsprozesse ermdglicht, quanti-
fizieren,

Umweltstress muss hinsichtlich seiner Wirkungen auf die genetischen Strukturen von
Populationen als gerichteter Prozess betrachtet werden, der zu einer relativen Bevorzugung
bzw. Benachteilligung bestimmter Genotypen fuhrt (genetische Selektion). Genetische
Variation kann verloren gehen, wenn Populationen so stark dezimiert werden, dass die
Restpopulationen aufgrund zufallsméaldig bedingter Verluste (genetische Drift) nicht mehr alle
genetischen Typen enthélt. Ferner kann eine Verringerung der Populationsgréf3e wegen der
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geringeren Anzahl reproduktionsfahiger Individuen zu einem Anstieg der Inzucht fihren
(DEGEN und ScHOLz 1998; MULLER-STARCK und SCHUBERT 2000). Am deutlichsten werden
Selektionsprozesse an Populationen, die unter extrem starken Umweltstress stehen.

Okologisch-genetische Forschungsarbeiten zur Wirkung von Luftverunreinigung auf Walder
belegen Phanomene wie Viabilitétsselektion (BERGMAN und SCHOLZ 1985; MULLER-STARCK
1993; STARKE et al. 1996), Fertilitétsselektion (VENNE et al. 1989), genetische Drift
(ZIEGENHAGEN et al. 1995) und Mutationen (BAKHTIYAROVA &t al. 1995).

Die Ziele 6kologisch-genetischer Waldschadensforschungen sind zum einem die Erfassung
genetisch  bedingter, unterschiedlicher Merkmalsauspragungen (sensitiv/tolerant) auf
individueller Ebene und zum anderen die Veranderungen des Allelbestandes auf
Populationsebene. Spezifische Hinweise auf mdgliche Verénderungen der genetischen
Struktur von Fichtenpopulationen bzw. Fichtenkollektiven durch anthropogene Schadstoffe
mit Hilfe genetischer Erhebungen sind in den in Tabelle 1.2-1 aufgelisteten Arbeiten zu
finden. Sieht man von einer Untersuchung ab ScoTTl et al. 19984d), basieren alle bisher
durchgefihrten Studien auf 8 bis 14 Isoenzym-Genloci. Die zum Tell geringe Anzahl
untersuchter 1soenzym-Genmarker und die Tatsache, dass die meisten untersuchten Enzyme
an der Regulation des Zitronensdurezyklus beteiligt sind, kann dazu fihren, dass weite
Bereiche des Kerngenoms in den bisherigen 0kologisch-genetischen Studien nicht erfasst
wurden bzw. unterreprasentiert sind.

Tab. 1.2-1  Mit genetischen Markern durchgefiihrte Untersuchungen in umweltbel asteten
Fichtenpopulationen. Verandert nach MULLER-STARCK (1994) und GEBUREK (2000).
Stressor, Versuchsmaterial Heter ozygotie Vielfalt oder Referenz
Diversitat
komplexe Freilandbel astung; 2 Besténde; hoher in den toleranten Allelepro Locus: BERGMANN und
Vergleich toleranter vs. sensitiver Fichten Kollektiven; 31% vs. 25% 2,33vs. 2.22 ScHoLz (1987)
Diversitéat: 1,31
vs. 1,34;

komplexe Freilandbelastung in 4 Bestdnden + hoher in den toleranten keine Angaben BERGMANN und
Fumigation von Klonen mit O3, SO, und HF; Kollektiven; 31% vs. 27% ScHoLz (1989)
Vergleich toleranter vs. sensitiver Fichten

komplexe Freilandbel astung; 24 Dauerbeo- keine Unterschiede keine LOCHELT (1994)
bachtungsfléchen; Vergleich toleranter vs. Unterschiede

sensitiver Fichten

komplexe Freilandbel astung; 3 Besténde; hoher in den toleranten AlleleproLocus: RADDI et al.
Vergleich toleranter vs. sensitiver Fichten Kollektiven; 14% vs. 12% 2,4vs. 2,3 (1994)
komplexe Freilandbel astung, hauptsachlich hoher in den toleranten AlleleproLocus:  PRus-GLOWACKI
SO, und NOy; 1 Bestand; Vergleich toleranter Kollektiven; 26% vs. 19% keine und Gobzik
Vvs. sensitiver Fichten Unterschiede (1995)
Zink und Blei; Vergleich des Ausgangs- etwas héher in dem keine Angaben BERGMANN und
materials mit dem Uberlebenden Kollektiv Uberlebenden Kollektiv Hoslus (1996)
komplexe Freilandbel astung; 2 Besténde; keine Angaben Diversitét: geringer Scotmi et al.
Vergleich zwischen unterschiedlich belasteten inder belasteten (1998a)
Besténden Population
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1.3 Entwicklung der genetischen Markeranalyse bel der Fichte

Unter dem Begriff genetische Marker werden Merkmale verstanden, die indirekt auf
Phanotypebene (z.B. exprimierte Enzyme) oder direkt auf DNA-Ebene Auskunft Uber die
genotypische Struktur an einzelnen Genorten liefern. Solche Marker erfassen sowohl das
Kerngenom a's auch die Organellengenome.

Genetische Marker konnen in drei Gruppen eingeteilt werden: morphologische-,
biochemische- und DNA-Marker. Die Anzahl vorhandener morphologischer Marker ist sehr
begrenzt. Erst die Etablierung biochemischer Isoenzym-Genmarker zu Beginn der 70iger
Jahre (BARTELS 1971; BERGMANN 1971) ermdglichte eine Vielzahl genetischer Studien in
Waldpopulationen (Ubersicht in PAULE 1992). Isoenzyme sind verschiedene Formen eines
Enzyms mit gleicher Funktion aber Unterschieden in der Primérstruktur. Diese kdnnen mit
Hilfe der Elektrophorese identifiziert werden. Der grofdte Nachtell dieser genetischen Marker
ist jedoch ihre begrenzte Anzahl, denn je nach Baumart stehen nur 20 bis 30 Loci zur
Verfligung (GLAUBITZ und MORAN 2000). Das aul3erordentlich grofe Genom der Fichte (3-
4x10"° Basenpaare; GOVINDARAM und CULLIS 1991) kann mit Isoenzym-Genmarkern
deshalb nicht reprasentativ untersucht werden.

Seit Mitte der 80iger Jahre erlaubt die Entwicklung rekombinanter DNA-Techniken,
genetische Unterschiede direkt auf Nukleinsdureebene nachzuweisen. Mit Hilfe dieser
Methoden lasst sich eine unbegrenzte Anzahl molekularer DNA-Marker etablieren. Weitere
Vorteile der DNA-Marker gegentiber den Isoenzym-Genmarkern ergeben sich durch die
Eigenschaften der DNA-Molekile selbst: sie sind in jeder Zelle, in jedem ontogenetischen
Stadium eines Organismus vorzufinden und zeigen so grofde Stabilitdt, dass Sequenzen auch
noch mehrere Jahrtausende intakt erhalten bleiben konnen (CANO et al. 1993). Die heutzutage
weit verbreitete Untersuchung von DNA-Markern basiert auf der von MULLIS und FALOONA
(1987) entwickelten Polymerasekettenreaktion (PCR). Sie ist eine ausgesprochen effiziente
Methode, die es selektiv ermdglicht, spezifische Zielsequenzen aus einem heterogenen DNA-
Gemisch in vitro zu amplifizieren. Mehrere PCR-gestiitzte Markertechniken sind inzwischen
beschrieben worden (Ubersicht in KARP et al. 1998; BERGMANN und LEINEMANN 2000;
SUNNUCKS 2000; GLAUBITZ und MORAN 2000). Sie unterscheiden sich nicht nur in dem
notigen experimentellen Aufwand, sondern auch im Ausmal? der beobachteten Variation und
der Art des Weitergabe- und des Wirkungsmoduses. Die wichtigsten Eigenschaften sowie
Vor- und Nachteile der heute verwendeten genetischen Markertypen sind in Tabelle 1.3-1
zusammengefasst.
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Tab. 1.3-1  Eigenschaften verschiedener genetischer Marker und ihre Eignung fur
popul ationsgenetische Untersuchungen. Verdndert nach BERGMANN und LEINEMANN (2000)
sowie GLAUBITZ und MORAN (2000); +++ sehr gut; ++ gut; + ausreichend; - nicht geeignet.

Isoenzyme Amplifizierte RAPDs Mikrosatelliten Chloroplasten-
Gensequenzen (STS-,  AFLPs (SSR) Mikrosatelliten
EST-Marker) (cpSSR)
Eigenschaften
Anzahl Loci pro
Reaktion 1-3 oder mehr 1 oder mehr 5-80 1 oder mehr 1
Vererbung kodominant kodominant dominant kodominant uniparental
Variabilitét niedrig-mittel niedrig-mittel hoch sehr hoch mittel
Genexpression Unterschiede Unterschiede unbekannt nicht nicht
zwischen Allelen  zwischen Allelen codierend codierend
moglich moglich
Entwicklungsaufwand niedrig sehr hoch niedrig sehr hoch hoch
Eignung
Genetische Diversitat + + ++ +++ +
Populations-
differenzierung + + ++ ++ ++
Genotypische  Struktur,
Heterozygotie ++ ++ - ++
Adaptive Variation + ++ - - +

PCR-gestutzte Techniken wie RAPD-Marker, die Variation an zufallsméllig amplifizierten
DNA-Fragmenten beschreiben und AFLP-Marker, die Polymorphismen an Restriktions-
fragmenten identifizieren, lassen sich schnell etablieren, da keine weiteren Vorkenntnisse
Uber das Genom des zu untersuchenden Organismus notwendig sind. Bei der Fichte wurden
solche Techniken bereits fur spezifische Fragestellungen wie Individuen-Identifizierung
(SCHEEPERS et al. 1997) und Genkartierung (BINELLI und Buccl 1994; Buccl et al. 97;
PAGLIA et al. 1998) eingesetzt. Ihre dominante Vererbung (d.h. nur ein Allel eines Locus ist
identifizierbar) und die Schwierigkeit, homologe Varianten zwischen Individuen zu
identifizieren, machen diese DNA-Marker fur die Quantifizierung genetischer Variation in
Populationen aber eher ungeeignet.

Nur selten sind mit den bisher fir die Fichte entwickelten DNA-Markern Populationsstudien
durchgefuhrt worden. Bisher wurden nur italienische Fichtenpopulationen mit dominant
vererbten RAPD-Markern oder aus ihnen erzeugten SCAR-Markern Buccl und MENOZzzI
1995, ScoTTl et al. 2000) sowie Osterreichische Fichtenpopulationen mit kodominant
vererbten Mikrosatelliten (GEBUREK et al. 1998) genetisch charakterisiert.

Mikrosatelliten-Marker (SSRs), bei denen die Anzahl kurzer repetitiver Sequenzmotive der
DNA identifiziert werden, z&hlen zu den verbreitetsten DNA-Markern der letzten Jahre. Sie
gehoren wegen ihrer hohen Variabilitdt und kodominanten Vererbung (d.h. beide Allele eines
Locus sind identifizierbar) zu den effizientesten Markertypen (POWELL et al. 1996). Dennoch
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ist die Entwicklung und Anwendung von anonymen Mikrosatelliten-Markern in Koniferen
begrenzt. Das grof3e Genom und das hohe Vorkommen repetitiver DNA-Sequenzen fihrt
haufig dazu, dass Mikrosatelliten-Marker Produkte an mehreren nicht homologen Loci
amplifizieren, deren anschlief3ende Auswertung sehr komplex ist (ECHT et al. 1996; SORANZO
et al. 1998). Hinzu kommt, dass anonyme Mikrosatelliten- wie auch RAPD- und AFLP-
Marker nur eine gewisse Indikatorfunktion fir populationsgenetische Prozesse haben kénnen,
da ihre Varianten nicht direkt an der Umweltanpassung betelligt snd (BERGMANN und
LEINEMANN 2000). Diese Indikatorfunktion wird auch in Frage gestellt, weil bei grof3en
Genomen, wie dem der Fichte, anonyme Marker oft weit entfernt von exprimierten DNA-
Regionen liegen und somit von Evolutionsprozessen (z. B. Selektion) nicht betroffen sind
(ScoTTi et al. 2000).

Als Alternative bietet sich die Entwicklung PCR-gestitzter Marker auf der Grundlage
exprimierter DNA-Sequenzen (EST-Marker; expressed sequences tags) an. Hierbei kénnen
Insertionen oder Deletionen direkt nach der PCR as Langenvarianten nachgewiesen werden.
Dartber hinaus konnen mit enem Restriktionsverdau der PCR-Produkte auch
Punktmutationen ersichtlich werden PERRY und BOUSQUET 1998; TSUMURA et al. 1997).
Bedingt durch den hohen Entwicklungsaufwand ist fur die Fichte zur Zeit nur eine begrenzte
Anzahl solcher spezifischer DNA-Marker bekannt.

In den letzten Jahren stieg das Interesse, exprimierte Gensequenzen anstatt anonymer
Sequenzen as Marker in Genkarten einzubauen (GILPIN et al. 1997; CATO et al. 2001). Das
hat mehrere Griinde. Erstens, wenn ein EST-Marker mit einem bestimmten phéanotypischen
Merkmal assoziiert werden kann, ist es moglich, dass das Gen selbst auf diese Eigenschaft
einen Einfluss hat. Zweitens konnen Gene, die nur in bestimmten Organen oder unter
bestimmten Umweltbedingungen exprimiert werden, gezielt kartiert werden CATO et al.
2001). Drittens erlauben es EST-Marker, Homologien zwischen verwandten Arten zu
erkennen (TSUMURA et al. 1997; FERRY et al. 1999), was besonders beim Vergleich von
QTLs (quantitative trait loci) von Interesse ist. Die Verflgbarkeit einer genetischen
Kopplungskarte ist sowohl fir popul ationshiologische Studien wie auch fir Evolutionsstudien
(Selektion) von grofRer Bedeutung. Fur den ersten Fall konnen gezielt ungekoppelte Marker,
die das komplette Genom représentieren, ausgewéhlt werden und im zweiten Fall kénnen
anhand der Karte die genomischen Regionen identifiziert werden, die in Selektionsprozessen
involviert sind (BINELLI und Buccl 1994).

Im Gegensatz zum rekombinierenden, biparental vererbten Kerngenom werden Organellen in
der Regel uniparental vererbt. Bedingt durch ihren Vererbungsmodus agiert das haploide
Genom des Organells als eine einzige Vererbungseinheit, ohne dass eine neue Rekom-
binationsmdglichkeit bestent (BURG et al. 1998). Bei Picea werden die Mitochondrien
maternal, d.h. Uber den Samen und die Chloroplasten paternal, folglich Gber den Pollen an die
Nachkommen weitergegeben ( STINE et al. 1989; SUTTON et al. 1991; SPERISSEN et al. 1999).
Mit Ausnahme sogenannter , hotspots’, in denen repetitive DNA-Sequenzen vorkommen, ist
das Chloroplastengenom Uber nahezu alle Pflanzenarten hinweg sehr konservativ
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(HIPKINS et al. 1995; PROVAN et al. 2001). Wegen dieser Eigenschaften wurde das
Chloroplastengenom in den letzten Jahren fir die Entwicklung universeller, d.h. Uber
Gattungs- oder Familienniveau hinweg nutzbarer PCR-gestitzter Marker verwendet.
Beispielsweise ermdglichte die Entwicklung konservativer Primer fir variable
Mikrosatellitensequenzen in Pinus thunbergii (VENDRAMIN et al. 1996) den Einsatz PCR-
gestiitzter Marker in zahlreichen genetischen Studien anderer Koniferenarten oder Gattungen
wie Pinus (MORGANTE et al. 1998; ECHT et al. 1998), Abies (VENDRAMIN und ZIEGENHAGEN
1997; ZIEGENHAGEN et al. 1998; VENDRAMIN et al. 1999) und Picea (VENDRAMIN €t al.
2000). In diesen Arbeiten wurden Chloroplasten-Mikrosatelliten zur Analyse von
Populationsdifferenzierungen , zur Untersuchung nacheiszeitlicher Rickwanderungen wie
auch fur Vaterschaftsanalysen eingesetzt. Dabel wurde die hohe Variabilitét dieser Marker
und ihre Eignung zur Beschreibung genetischer Variation belegt.

Studien an Fichtenpopulationen mit maternal vererbten Mitochondrien-Markern zeichnen die
gute Eignung solcher Marker zur grofraumigen Differenzierung von Populationen des
gesamten Verbreitungsgebietes aus GPERISEN et al. 2001). Dennoch liegt die genetische
Variation, die innerhalb von Fichtenpopulationen mit ihnen nachgewiesen werden kann, weit
unter den Mdglichkeiten, die Chloroplasten-Mikrosatelliten bieten.
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2 ZIELSETZUNG

Die experimentellen Ziele der vorliegenden Untersuchungen lassen sich in  zwel
Arbeitsschwerpunkte gliedern:

Der erste Schwerpunkt umfasst die Entwicklung von locusspezifischen, kodominant vererbten
DNA-Markern fur das Kerngenom der Fichte. Damit soll fur diese wichtige Baumart das
vorhandene Spektrum um an Genen gekoppelte Marker erweitert werden. Den Ausgangs-
punkt bilden bekannte Gensequenzen aus einer unter Pathogenstress induzierten cDNA-
Klonbank der Fichte. Die Eignung der neu entwickelten DNA-Marker zur Beschreibung
genetischer Variation soll innerhalb einer Referenzpopulation getestet und mit 1soenzym-
Genmarkern verglichen werden.

Als zweiter Schwerpunkt steht die Anwendung molekularer Marker zum Nachweis der
Auswirkungen von extremen Umweltstress auf die genetische Zusammensetzung von
Freilandpopulationen der Fichte im Mittelpunkt. Die genetischen Inventuren mittels
Isoenzym-Genmarkern, DNA-Markern und Chloroplasten-Mikrosatelliten in  Fichten-
kollektiven aus drei umweltbelasteten Standorten sowie eine Pilotstudie an Fichten-
populationen der Tief- und Hochlagen sollen folgende Fragen beantworten:

- Sind Selektionsereignisse im Kerngenom mit EST-Markern nachweisbar? Wenn ja, sind
sie mit EST- und Isoenzym-Markern gleichermalien zu erfassen?

- Beeinflussen verschiedene Umweltbedingungen Selektionsereignisse in den gleichen oder
in unterschiedlichen Genombereichen?

- Unterliegt das Chloroplastengenom einem nachweisbaren Selektionsdruck durch
Umweltstress?
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Standortbeschreibung und Auswahlverfahren der Probebdume

Insgesamt wurden an vier deutschen und einem dlowakischen Standort genetische
Untersuchungen an Fichtenpopulationen (Picea abies (L.) Karst.) durchgefuihrt. Deren
geographische Lage ist in Abbildung 3.1-1 ersichtlich.

Die Population Kranzberger Forst wurde als Referenzpopulation bel der Entwicklung von
EST-Markern eingesetzt. Die weiteren vier Standorte sind oder waren auf3erordentlichem
abiotischem Umweltstress ausgesetzt. Hier richtet sich die genetische Untersuchung auf
Kollektive von Individuen, die sich bezuglich ihrer phanotypischen Antwort auf den
Stressfaktor extrem unterscheiden.

Im Folgenden werden die einzelnen Standorte beschrieben. Dabei wird besonders auf die
vorhandene Umweltbel astung und Auswahlverfahren der Probebaume eingegangen.

.é 3 -£2 ) /ﬂ

1t 4’;‘

Mischklonplantage | Mischklonplantage
Altenberg Py Bérenfels

Nadelverluststufel

SpiS Region
metall§/ SO,

‘ Ber chtesgaden
Tief- / Hochlagenfichten

o~ Tidlage 1 Hochlage

650-800mii. NN 16501810m[-]. N
Tieflagenfichten Hochlagenfichten
n=48 n=48
Abb.3.1-1  Geographischer Uberblick der Standorte, in denen genetische Untersuchungen
an Fichterpopulationen durchgefihrt wurden, einschliefdich Probenauswahlverfahren und
Belastungssituation (n = Anzahl untersuchter Baume).
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3.1.1 Referenzpopulation Kranzberger Forst

Es handelt sich um eine Dauerbeobachtungsflache der TECHNISCHEN UNIVERSITAT M UNCHEN
in unmittelbarer Néhe von Freising (Bayern, 490m 0. NN). Bei dem Vorbestand dieser Flache
handelte es sich um einen Fichtenbestand, der in der ersten Hélfte des letzten Jahrhunderts
gepflanzt worden war. Aus ihm hat sich der heute ca 50 Jahre ate Fichten/Buchen-
Mischbestand durch natirrliche Verjingung entwickelt (PRETzSCH et al. 1998). Aus dem ca
0,5 ha umfassenden Bestand wurde aus der Grundgesamtheit der Fichten ein Kollektiv von
100 zufallsmalig ausgewahlten Individuen beprobt. Fir die Laboruntersuchungen wurden
Knospen der einzelnen Fichten im November 1998 gesammelt und bis zu ihrer Weiter-
verarbeitung bei —20°C gelagert.

3.1.2 Fichtenbestand der Region SpisS unter Schwer metall- und SO,-Bdastung

Die SpiS Region, vornehmlich das Tal des Flusses Hnilec, gehdrt zu den dltesten Industrie-
gebieten der Slowakei. Eisenerze werden hier schon seit dem 14. Jahrhundert verhittet
(CAMBEL 1986). Im 18. Jahrhundert kamen Kupfer und Zink hinzu.

Wegen der Verwendung veralteter Schmelz- und Verarbeitungstechniken sowie der
Benutzung arsenreicher Braunkohle als Energietrager, gehdren insbesondere die Produktions-
stétten Krompachy und Rudnany zu den hauptséchlichen Umweltverschmutzern der Region.
Darlber hinaus besteht eine zusdtzliche Umweltbelastung durch den intensiven Eintrag
SO,-belasteter Luftmassen aus anderen Industriegebieten (Ostrava und Katowice). Im
Zusammenhang mit der Umweltbel astungssituation berichtet MANKOVSKA (2000) tber hohe
Mengen an Arsen, Quecksilber, Kupfer und Schwefel in der Biomasse der |okalen Wélder.

Die Fichte stellt mit einem Anteil von 60% die Hauptbaumart der Region dar. Einer Studie
zufolge (BUCHA et al. 2000) betrégt der mittlere Nadelverlust an Fichten in der SpiS Region
32,6% und liegt damit welit Gber dem slowakischen Durchschnitt von 21,6%.

Unter den zuvor beschriebenen Belastungen des Hnilec Tales treten in einigen Waldbestéanden
Baume auf, die starke Schadsymptome zeigen und in unmittelbarer Nahe befinden sich andere
Individuen, die einen noch sehr vitaen Eindruck machen (vgl. Abb. 3.1-2). Fir die
genetischen Untersuchungen an derartigen sensitiven und toleranten Fichten wurden zwei
benachbarte Fichten/Tannen-Mischbestande (Fichten im Alter von ca. 80 Jahren) in der Ndhe
des Dorfes Noveskd Huta (48° 53 N, 20° 32' E) ausgewdhit. Bedingt durch die
topographischen Verhdtnisse unterscheiden sich die beprobten Flachen bezlglich ihrer
Schadintensitét. Ein Bestand (als Flache A bezeichnet) breitet sich im oberen Bereich eines
Berghanges aus und ist somit direkt der Luftverschmutzung ausgesetzt. Entsprechend sind die
Schéaden auf der Versuchsfldche A sehr intensiv und fortgeschritten. Der zweite Bestand (als
Flache B bezeichnet) liegt auf einem gegeniberliegenden Berg in einer geschitzten Tallage.
Die Versuchsflache B ist daher weniger vom Schadgeschehen betroffen als Flache A.

Die Probebdaume wurden in beiden Flachen anhand der Paarmethode (GREGORIUS 1989)
ausgewahit. Dabel wurden in jedem Bestand jeweils Paare raumlich benachbarter Baume mit
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gleicher soziologischen Stellung, aber unterschiedlicher phanotypischer Merkmal sauspragung
beziiglich der Schadsymptome ausgewahlt. Der Schadintensitdt entsprechend wurden die
Individuen zum Kollektiv der toleranten sowie dem Kollektiv der sensitiven Fichten
zusammengefasst. Fur die Kollektive der toleranten Individuen wurden Fichten ausgewahlt,
die grune, dichte Kronen besal3en. Hingegen wurden Fichten, die ein geringes Wachstum in
den letzten 10 Jahren aufwiesen sowie unter starkem Nadelverlust bzw. Nadelvergilbung
litten, as kranke Individuen eingestuft und zum Kollektiv der sensitiven Baume
zusammengefasst. Bei der Auswahl erkrankter Fichten wurde darauf geachtet, dass an den
Baumen keinerlei Anzeichen von Borkenké&ferfral3, Pilzbefall oder mechanische Schaden
auftraten, um andere Faktoren as die Luft- und Bodenverschmutzung als Ursachen des
Schadbildes auszuschlief3en. In den Wintermonaten der Jahre 98/99 und 99/00 wurden sowohl
auf der stark geschadigten Flache A, wie auch auf der Flache B jewells 26 Fichtenpaare
ausgewiesen und Knospenproben von ihnen isoliert PAULE et al. 2001; LONGAUER et al.
2001).

Abb.3.1-2 Beigpid fir das Nebeneinander von
deutlich geschédigten und vitalen Fichten in der mit
Schwermetall und SO, belasteten Region Spis.

3.1.3 Mischklonplantagen im Sachsischen Erzgebir ge unter SO, -Belastung

Seit den 50er Jahren traten in den Hoch- und Kammlagen des Erzgebirges sowie in
exponierten Lagen des Elbsandsteingebirges und des Zittauer Gebirges Schaden mit
unterschiedlicher Intensitét und Verbreitung an Fichtenbestdnden auf, die durch SO»-
Immisionen aus Braunkohlekraftwerken im Bohmischen Becken verursacht wurden (LIEBOLD
und DRECHSLER 1991; RABEN et al. 1996).

Bereits in den 70er Jahren war man deshalb auf dem Gebiet der ehmaligen DDR bemuiht, eine
Erhohung der Widerstandsfahigkeit bel der Fichte gegeniber SO, mittels ziichterischen
Malinahmen zu erreichen. Erste Schritte wurden mit der Auswahl vitaler Fichten in den
extrem immisionsbelasteten Standorten des séchsischen und tschechischen Erzgebirges, des
Elbsandsteingebirges, des Zittauer Gebirges und des polnischen Iser- Riesgebirges eingeleitet,
wobei ca. 1500 feldresistente Fichten im Alter von 15 bis 110 Jahren ausgelesen worden sind
(TzscHACKSCH 1983, nach WoLF 1998). Die toleranten Baume wurden autovegetativ
vermehrt, um eine Fichten-Mehrklonsorte mit erhdhter SO,-Widerstandsfahigkeit
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zusammenzustellen. Zwischen 1986 und 1990 wurden 13 Versuchsflachen mit Klonen
feldresistenter Fichten bepflanzt, um sie hinsichtlich ihrer Wuchseigenschaften zu prifen
(WOLF 1998).

Im Winter 1995/96 traten auf den Versuchsflachen Altenberg und Bérenfels durch lang
anhaltenden Zustrom SO,-belasteter Luftmassen aus dem Bohmischen Becken sehr hohe
Schadstoffimmissionen auf (RABEN et al. 1996), wobei einzelne Fichtenklone rotliche
Verfarbungen und Nadelverluste aufwiesen. Im Spatsommer 1996 wurde der Nadelverlust
bonitiert, unter Erhebung folgender Schadklassen: 4 = 0-25% Nadelverlust; 3 = 26-50%
Nadelverlust; 2 = 51-75% Nadelverlust; 1 = 76-100% Nadelverlust (WOLF 1998).

Fur die genetischen Untersuchungen wurde anhand der Nadelverlustbonitur aus der
Gesamtheit der bewerteten Klone (n = 119 in Altenberg; n = 141 in Béarenfels) fur jede
Versuchsflache zwei Subpopulationen gebildet, die jewells die 24 vitasten und die 24 am
meisten geschéadigten Baume zusammenfassen (detaillierte Ausfiihrungen zu den untersuchten
Klonen sind im Anhang 8.2 zu finden).

3.1.4 Fichtenbestand des For stamtes Gunzenhausen unter Streusalzbelastung

Das Untersuchungsgebiet liegt im Monichswald (Bayern) unmittelbar an der Bundesstralie
13, die die Stadt Gunzenhausen mit Ansbach verbindet. Im Standort ist ein sogenannter
Zweischichtboden anzutreffen, d. h. unter einer mehrere Dezimeter starken Sandauflage
befindet sich eine Tonschicht unterschiedlicher Méchtigkeit. Fir das Grundwasser hat die
Sandschicht im wassergesdttigten Zustand Leitungsfunktion, die Tonschicht Staufunktion.
Die Besorderheit des Untersuchungsgebietes liegt in seinem von Ost nach West fallenden
Gelande und dem oberflachennahen Grundwasserkorper. Diese geologische Situation bedingt
das Ausstreichen des Grundwassers in den Fichten- und Kiefernbesténden im westlichen Teil
des Gebietes. Das Ausbringen von Streusalz auf der Bundesstral3e 13 begann seit Anfang der
70er Jahre und wird bis heute fortgesetzt, wobei Grundwasseruntersuchungen im Jahre 1984
eine hohe Chloridbelastung offenbarten (244mg/l CI ; SCHOMIG 1988). Die Belastung wird
besonders deutlich, wenn man zum Vergleich Chloridwerte von Quellwasser aus der
Umgebung von Gunzenhausen heranzieht (3,6-36,5mg/l CI; ScHOMIG 1988). Neuere
Untersuchungen des WASSERWIRTSCHAFTSAMTES ANSBACH bestédtigen eine stets anhaltende
Belastung mit Streusalz, im spaten Winter 1999 konnten im Grundwasser des
Untersuchungsgebietes Chloridkonzentrationen von 123 bis 145mg/l festgestellt werden.

Die untersuchten Fichtenbestdnde befinden sich auf oder im unmittelbaren Umgriff einer
bereits 1986/1987 vom LEHRSTUHL FUR WALDWACHSTUMSKUNDE DER TECHNISCHEN
UNIVERSITAT MUNCHEN eingerichteten, vielparzelligen Versuchsflache (SCHOMIG 1988),
die unter wadwachsumskundlicher Dauerbeobachtung steht und seit dem Jahr 2000
Gegenstand eines interdisziplinaren Forschungsvorhaben ist (BACHMANN et a. in
Vorbereitung). In diesen Fichtenbestanden ist das phénotypische Schadbild aufgrund der
Streusal zbelastung sehr heterogen. Wahrend einige Baume rotliche Nadelverfarbung zeigen



MATERIAL UND METHODEN 13

und bereits beim Absterben sind, befinden sich in rdumlicher Nahe vitale Individuen, bei
denen keine Schadsymptome zu erkennen sind. Abbildung 3.1-3 dokumentiert diese Situation.

Die genetische Analyse der sensitiven und toleranten Fichten wurde an zwei benachbarten
Besténden im Alter von 30 bzw. 10 Jahren durchgefuhrt (Flache ANA bzw. Fldche ANB).
Ende des Winters 2000 wurde unter Anwendung der Paarmethode (GREGORIUS 1989, vgl.
Kap. 3.1.2) auf jeder der ca 0,25 ha grofen Versuchsflachen 35 Paare sensitiver und
toleranter Fichten ausgewahlt und Knospenproben gesammelt. In der Flache ANA wurde
dartiber hinaus an 10 Individuen (5 sensitive und 5 tolerante) Nadel proben entnommen, die an
der BAYERISCHEN LANDESANSTALT FUR WALD UND FORSTWIRTSCHAFT - SACHGEBIET I,
hinsichtlich ihres Chloridgehaltes analysiert wurden. Die restlichen sensitiven und toleranten
Individuen beider Flachen wurden jewells zu Nadelgesamtproben vereint und beziiglich des
Chloridgehaltes untersucht.

Abb. 3.1-3 A: Eine Fichte der
Flache ANB zeigt ene durch
Salzschaden  verursachte, rotbraune
. Verfarbung der Nadeln. B: Beispiel
eines Untersuchungspaares auf der
Flache ANA. Links steht eine sensitive
Fichte, die unter starken Nadelverlust
Ba leidet, rechts ene ds tolerant
S cingestufte Fichte, die eine volle und
vitale Krone besitzt.

3.1.5 Pilotstudie an Tief- und Hochlagenfichten in Ber chtesgaden

Um die Anpassung und Anpassungsfahigkeit von Fichten an Hochlagenverhdtnisse aus
genetischer Sicht zu untersuchen, wurden im Nationalpark Berchtesgaden (Bayern) aus einem
Fichten-Altbestand der Hohenstufe 650-800m 4. NN in einem randomisierten Auswahl-
verfahren 48 Individuen beerntet. Dieses Knospenmateria wird im folgenden ads
Tieflagenpopulation bezeichnet. Cirka 2,5 km entfernt von der Tieflage wurden in einem
Fichtenbestand der Hohenstufe 1650-1800m . NN ebenfalls 48 Individuen ausgewdhit (als
Hochlagenpopulation bezeichnet). Bei den Hochlagenfichten handelt es sich um Fichten aus
Naturverjiungung im Alter von 4 bis 30 Jahren, die im Rahmen eines EU-Projekt (CT 96-
1949) von Dr. M. KONNERT (BAYRISCHE LANDESANSTALT FUR FORSTLICHEN SAAT- UND
PFLANZENSCHUTZ, Teisendorf) as Knospenproben beerntet worden sind.
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3.2 EST-Markerentwicklung

3.2.1 DNA-Extraktion

Als Basismateria fur die Markerentwicklung dienten 18 Fichten sowie Einzelbaumabsaaten
der gleichen Individuen. Die Bdume stammen aus dem Kranzberger Forst in der N&he von
Freising (Bayern). Im Oktober 1995 wurden unmittelbar nach einer Hiebsmal3nahme Knospen
und Zapfen von den geféllten Fichten geerntet. Die Knospen wurden bis zur DNA-Extraktion
bei -20°C gelagert, und aus den Zapfen wurde Einzelbaumsaatgut gewonnen, das
anschlief3end bei +4°C gelagert wurde.

Fur die Extraktion genomischer DNA wurde sowohl auf das haploide Gewebe des
Endosperms als auch auf diploides Knospengewebe zurtickgegriffen. Das Endosperm wurde
mit Hilfe einer Pinzette und dem Skalpell aus dem Samen herausprépariert. Dabei wurde
beachtet, dass keine Kontamination mit diploidem Gewebe des Embryos oder Testa stattfand.
Bel den Knospen wurden die Knospenschuppen entfernt und nur der Blattprimordienkdrper
fur die DNA-Isolierung verwendet. Das zur DNA-Extraktion eingesetzte Material wurde in
einem Eppendorfgef&ld mit einem Edelstahl-Bohrkopf fir ca. 30 Sekunden homogenisiert.

Die DNA Extraktionsmethode basiert auf dem von DoYLE und DOYLE (1989) beschriebenen
Verfahren. Dem Standard-Extraktionspuffer wurden 1mg/ml Rnase A, QIAGEN, Hilden
Zugesetzt.

Die préparierte genomische DNA wurde in sterilem Wasser aufgenommen und als
StammlGsung bel -20°C gelagert.

Entsprechend dieses Verfahrens erfolgte auch die Préparation von Knospen-DNA in den vier
deutschen und dem slowakischen Fichtenbestand.

3.2.2 cDNA Sequenzen, Primerkonstr uktion und PCR-Amplifikation
- cCDNA Sequenzen

Die cDNA-Sequenzen wurden in vorausgegangenen und bereits abgeschlossenen Projekten
am LEHRBEREICH FORSTGENETIK der TECHNISCHEN UNIVERSITAT MUNCHEN aufgeklért und
anhand von Homologievergleichen in internationalen Datenbanken identifiziert (NAGEISKY
1999; SCHUBERT et al. 2001). Als Ausgangsbasis diente eine unter Pathogenstress (elicitor)
induzierte cDNA Bibliothek (GALLIANO et al. 1993).

Die fur die EST-Markerentwicklung zur Verfigung gestellten Fichten-cDNA-Sequenzen
haben unterschiedliche Funktionen im Organismus. Ein Uberblick der eingesetzten
Genseguenzen und ihre Beschreibung ist in Tabelle 3.2-1 zu finden.

- Primerkonstruktion

Mit Unterstitzung des HiBio DNASIS Computerprogramms (Version 2.5, HITACHI Software
Engineering Europe, Olivet Cedex, France) wurden fur die 15 in Tabelle 3.2-1 dargestellten
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cDNA-Sequenzen, klonspezifische Primerpaare Gehe Tab. 4.1-1) entworfen. Dabel wurde
besonders auf hohe Schmel ztemperaturen (ca. 62°C) und Sequenzspezifizitét geachtet, sowie
darauf, dass die Primer keine Sekundéarstrukturen bilden. Die Mindestléange der Primer betrug
18 Basenpaare. Um eine gute Analyse der genomischen PCR-Produkte zu ermdglichen,
wurden die Grole der Amplifikate durch Vorwérts- und Ruckwartsprimer auf 150 bis 450
Basenpaare begrenzt. Innerhalb der cDNA-Sequenzen wurden, wenn moglich, der
Rickwartsprimer in der 3' untrandatierten Genregion (3'UTR) positioniert. In allen Félen
wurde der Riuckwaértsprimer jeweils an seinem 5° Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5
markiert, um eine Analyse der PCR-Produkte anhand des AL Fexpress-Geréts zu ermdglichen.
Die Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-BIOTECH (Ebersberg) synthetisiert.

Tab.3.2-1  Beschreibung der 15 Fichten-cDNA-Sequenzen, die fur die Entwicklung von
EST-Markern herangezogen worden sind. Veréndert nach NAGEISKY (1999) sowie SCHUBERT
et al. (2001); bp = Basenpaare; as = Aminosauren.

cDNA EMBL Langein Genfunktion anhand der vorhandenen Aminosaure-
Klon Identifikations-  (pp) (as) Sequenzhomologie mit Genen anderer Organismen
Nummer

pPA0002 AJ271125 1620  (380) 54% ldentitét mit einem A-Typ Cyclin von A. capillus-
veneris

pPA0006 AJ132531 1090  (232) 63% ldentitdt mit dem 40 S ribosomalen Protein S2 von A.
thaliana

pPA0011 AJ271127 618 (82) 67% ldentitat mit dem 30 S ribosomalen Protein SO von
Synechocystis

pPA0023 AJ271128 1194 - keine Homol ogie gefunden, beinhaltet eine unvollkommene
Repeatsequenz (GAX)oGTC(GAX)s X=A,G,T,C

pPA0031 AJ271129 1020 (229) 100% ldentitét mit anderen pflanzlichen Polyubiquitin-
Genen

pPA0034 AJ132532 300 - keine Homol ogie gefunden, beinhaltet eine unvollkommene
Repeatsequenz (CT)sTT(CT)s

pPA0038 AJ271130 631 (120) 72% Identitat mit dem Halotoleranzprotein HAL3 von
A thaliana

pPA0043 AJ132533 1658 (432) 86% Identitét mit dem 78 KD Glucoseregulierten Protein
von N. tabacum(gehort zur HSP 70-Hitzeschockgenfamilie)

pPA0052 AJ132534 1747  (444) 93% ldentitat mit dem Translations-Elongationsfaktor 1-a
von O. sativa

pPA0053 AJ132535 1036 (262) 90% ldentitét mit dem ADP/ATP-Translokator von O.
sativa

pPA0055 AJ132536 628 (76)  88% Identitat mit der b-Untereinheit des ATP-
Synthasekomplexes von H. brasiliensis

pPA0066 AJ132537 932 (207) 78% ldentitdt mit dem 60 S ribosomalen Protein L13-2
(Kélte-induziertes Protein 24B) von B. napus

pPA0067 AJ132538 1078 (196) 78% ldentitat mit der NADPH-abhéngingen Zytochrom
P450-Reduktase von P. aureus

pPA0076 AJ132539 899 - keine Homologie gefunden, beinhaltet eine perfekte
Repeatsequenz (TGG)g

pPA0078 AJ132540 1139 (230) 82% ldentitét mit der Glutamateystein-Ligase von
L. esculentum
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DartUber hinaus wurden Primer fur ein Cinnamylalkohol-Dehydrogenasegen (CAD) getestet.
Die Primer fur die as Cad7 bezeichnete Sequenz (EMBL IdentifikationssNummer =
AJ001925) wurden im Rahmen der Arbeit von SCHUBERT et al. (1998) entwickelt und hier
unter modifizierten PCR-Bedingungen getestet. Die als P3/P4 bezeichneten Primer flankieren
eine polymorphe Region im Intron Nr. 5 der CAD-Genfamilie (vgl. Tab. 4.1-1).

- PCR-Amplifikation

Die Amplifikation von genomischer Fichten-DNA erfolgte mittels der Polymerase-
kettenreaktion (PCR). Fur die Durchfihrung der Reaktionen standen zwei verschiedene
Thermocycler-Geréte zur Verfiigung (Mastercycler® gradient-Gerdt von EPPENDORF, Koln;
PTC-100-Gerdt von MJ Research Inc., USA). Alle Primerpaare wurden mit Hilfe von drel
verschiedenen PCR-Programmen getestet (/gl. Tab. 3.2-2) und anschlief3end das optimale
Programm im Hinblick auf das Auftreten von PCR-Fragmenten ausgewdhlt. Das PCR-
Reaktionsgemisch setzte sich fir jede zu analysierende Probe wie in Tabelle 3.2-3 aufgefihrt
zusammen.

Tab. 3.2-2  Temperaturprofil der verwendeten PCR-Programme.
Programm Denaturierung Primerbindung K ettenverlangerung Anzahl Zyklen
JAN 1 94°C /5 Min. 60°C /5 Min. 72°C/ 1 Min. 1
94°C/ 1 Min. 60°C/ 1 Min. 72°C/ 1 Min. 42
72°C /9 Min. 1
RR2 94°C / 4 Min. 1
94°C/ 1 Min. 50°C/ 1 Min. 72°C/ 1 Min. A
72°C /5 Min. 1
RR3 94°C / 4 Min. 1
94°C/ 1 Min. 55°C/ 1 Min. 72°C/ 15 Min. 30
72°C /10 Min. 1
Tab.3.2-3  PCR-Ansatz zur genomischen Amplifikation von DNA-Gensequenzen der
Fichte.
Reagenzien Volumen Konzentration/ Quelle
Stoffmenge
Fichten-DNA 5ul ca 40 ng
Nukleotidmix (dATP:dCTP:dTTP:dGTP; 10 mM) 0,5ul je0,1mM AMERSHAN PHARMACIA BIOTECH, Freiburg
MgCl, (50 mM) 0,75l 15mM GIBCO/BRL
spezifischer Vorwartsprimer (10 pmol/ul) 1l 10 pmol MWG-BIOTECH
spezifischer Ruckwartsprimer (10 pmol/ul) 1l 10 pmol MWG-BIOTECH
Platinunf Taq DNA polymerase (5U/ul) 0,1l 05U GIBCO/BRL
10 x PCR-Reaktionspuffer 2,5 ul - GIBCO/BRL
sterilesH,O 14,15 pl
gesamtes Volumen 25 ul
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3.2.3 Nachweis von L angenpolymorphismen und Punktmutationen an den PCR-
Produkten

Mit jedem Primerpaar wurde die genomische DNA von 18 verschiedenen Fichten aus dem
Kranzberger Forst amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden in einem Ethidiumbromidhaltigen
(GiBCOo/BRL) 1,5%-Agarosegel (GIBCO/BRL) unter Verwendung von 0,5 TBE-Puffer
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Anregung der DNA efolgte durch UV-Licht
(Transiluminator T2 von BIOMETRA, Goéttingen). Die Gele wurden mit einer Digitalkamera
(EDAS120, EASTMAN KODAK COMPANY, Rochester, USA) dokumentiert. Zur genauen
Bestimmung von Langenpolymorphismen zwischen den Fichtenindividuen wurden die PCR-
Produkte mit Hilfe eines ALFexpress-Geréts aufgetrent (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH).
Die Fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente wurden denaturiert (bei 94°C fir 4 Min. unter
Zugabe von Formamid-Puffer) und in Polyacrylamidgelen elektrophoretisch getrennt. Es
wurden zwel Geltypen verwendet: im Normalfal wurden Gele mit 7M Harnstoff/ 6%
Acrylamid eingesetzt. FUr einige Marker war eine spezifische Auftrenungsmatrix nétig (siehe
Ergebnisse), weswegen mit Long Ranger-Gelen (6 M Harnstoff/ 5,5% Hydrolink; Biozym,
Hess. Oldendorf) gearbeitet worden ist. Die Gele wurden im ALFexpress-Gerdt in einer
vertikalen Elektrophorese eingesetzt (Bedingungen: Normal — 60-120 Min. Laufzeit, 1500
Volt, 38 mA, 34 W, 50°C, 0,6 x TBE; Long Range — 120-180 Min. Laufzeit, 800 Volt, 60
mA, 25 W, 55°C, 0,5 x TBE). Die unter denaturierenden Bedingungen getrennten Produkte
werden beim Passieren des unteren Gelabschnittes von einen Laserstrahl zur Fluoreszenz
angeregt. Unter Computerkontrolle wird in jeder Gelspur die Hohe des Fluoreszenzlichtes im
2-Sekundentakt erfasst. Die Lange der PCR-Fragmente wurde mit Unterstitzung des
Computerprogramms  ALLEL LINKS 1.0 (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) unter
Berlcksichtigung von externen und internen DNA-Standardfragmenten bekannter Lange
berechnet.

Monomorphe PCR-Produkte wurden mit Restriktionsenzymen verdaut, um eventuelle
Punktmutationen zu erfassen. Mit dem Computerprogramm HiBlo DNASIS (Version 2.5,
HITACHI Software) wurden fir jede cDNA-Sequenz die tatsdchlichen und kryptischen
Restriktionsorte bestimmt, um sequenzspezifische Enzyme zu verwenden. Es kamen folgende
Restriktionsenzyme zum Einsatz: Alul, Bspl, Dral, Haelll, Hhal, Hinfl, Mspl, Ndell, Rsal,
Tagl und Xbal QUANTUM APPLIGENE, Heidelberg; MBI FERMENTAS St. Leon-Rot). Die
Verdauungsreaktionen folgten den Empfehlungen des Herstellers. Es wurden 10ul PCR-
Ansatz mit 5 Einheiten Restriktionsenzym in einem Gesamtreaktionsvolumen von 20pl
verdaut. Die Restriktionsprodukte wurden in Abhéngigkeit von ihrer Lange auf Agarose- oder
Polyacrylamidgelen unter den hier beschriebenen Bedingungen untersucht.

Polymorphe PCR-Produkte zwischen einzelnen Fichtenbdumen fanden dann als EST-Marker
Anwendung.
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3.24 Veebung der DNA-Marker und Test auf freie Rekombination zwischen den
Loci

- Vererbung der Marker

Die Knospenprobe eines Nadelbaums représentiert Zellen mit diploidem DNA-Gehalt. Die
einzelnen Samen dieses Mutterbaumes enthalten in den Endospermgeweben jewells die
haploide genetische Information der meiotischen Segregationsprodukte. Bei Koniferen l&sst
sich daher durch Vergleich der PCR-Signale aus der Knospen-DNA-Probe mit den PCR-
Produkten einzelner Megagametophyten des gleichen Baums der Vererbungsmodus eines
DNA-Polymorphismus aufklaren. Verfugt die diploide Knospenprobe nach der PCR Uber
zwei unterscheidbare Markerfragmente, dann gibt es verschiedene Erklarungsmoglichkeiten.
Spalten die Doppelsignale in den PCR-Reaktionen der Endospermproben dieses Baumes im
Verhdltnis 1:1 in die entsprechenden Einzelsignade auf, dann représentiert der DNA-
Langenpolymorphismus einen Mendelgenort und unterscheidet beide Allele am
heterozygoten Locus (kodominante Vererbung). Treten die Doppelsignale dagegen auch in
den PCR-Proben der haploiden Endospermzellen auf, so mussen die polymorphen
Resaktionsprodukte von zwei homologen Genorten im Genom abstammen (Multigenfamilie).

Als Bestdtigung der kodominanten Vererbung der EST-Marker wurden paralel zum
Knospen/Endosperm-Vergleich Untersuchungen an einer F;-Nachkommenschaft einer
kontrollierten Fichtenkreuzung durchgefiihrt (Material von Dr. I. ScOTTI, UNIVERSITAT
UDINE, Italien zur Verfligung gestellt). Anhand der PCR-Produkte der Elternbdume wurden
bei den 86 Nachkommen die nach Mendel zu erwartende Aufspaltung der Bandenmuster
prognostiziert und mit den tatséchlich beobachteten Ereignissen verglichen. Ein
darauffolgender c2-Test (SOKAL und ROHLF 1981), dessen Eingangshypothese (Ho) die
Existenz einer korrekten Spaltung der Marker ist, liefert die Bestétigung, ob es sich um einen
kodominanten Marker handelt und somit die Marker-Banden Allele eines einzelnen Locus
darstellen.

- Test auf freie Rekombination zwischen den EST-L oci

Die Hypothese einer zufallsmélligen Rekombination zwischen Paaren von EST-Markern
wurde an den oben genannten 86 Nachkommen einer Fichtenkreuzung Uberprift. ES wurden
solche Marker-Kombinationen verifiziert, bel denen mindestens eines der beiden Eltern
doppelt-heterozygot war. Als statistisches Priifverfahren wurde ein c?-Test durchgefiihrt,
dessen Eingangshypothese (Ho) die Gleichverteilung der 2-Locus-Genotypen in der
Nachkommenschaft ist (MULLER- STARCK 1993).
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3.3 Populationsstudien

3.3.1 Genetische Marker

Fur die genetische Charakterisierung der Fichtenkollektive wurden drel verschiedene
Markertypen eingesetzt. Zwei von ihnen, namlich Isoenzym-Genmarker und EST-Marker
erfassen die genetische Variation im diploiden Kerngenom. Der dritte verwendete Markertyp
betrifft Mikrosatelliten im Chloroplastengenom (cpSSR). Sie erfassen die genetische
Variation in den haploiden Plastiden. Ein Uberblick tber alle im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten molekularen Markern liefert Tabelle 3.3-1.

Tab.3.3-1  Anzahl untersuchter molekularer Marker in den einzelnen Fichtenbestéanden,
nach Markertyp geordnet. Die gekennzeichneten Isoenzymuntersuchungen und die
Genotypisierungen (1, ?) wurden zum Teil von folgenden Arbeitsgruppen durchgefiihrt und

fUr populationsgenetische Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit zur Verfligung gestellt:
@ Prof. Dr. L. PAULE, Technische Universitét Zvolen, Slovakel

@ Dr. M. KONNERT, Bayrische Landesanstalt fiir forstliche Saat- und Pflanzenzucht, Deutschland

K erngenom Chloroplastengenom
Standort / Belastung | soenzym- DNA-
Genloci Marker Mikrosatelliten

Referenz Kranzberger Forst (val. Kap. 3.1.1) 18 7 3
Schwermetall- und SO,-Belastung in der Region

Spis (vgl. Kap. 3.1.2) 19W 8 3
SO,-Belastung im Erzgebirge (vgl. Kap. 3.1.3) 8 3
Streusal zbel astung in Gunzenhausen (vgl. Kap. 3.1.4) 19 8 3

Hoch-/ Tieflagenfichten (vgl. Kap. 3.1.5) 13@ 8 3

3.3.1.1 Isoenzym-Genmarker

Bel den ausgewahlten Markersystemen (vgl. Tab. 3.3-2) handelt es sich ausschliefdich um
polymorphe, umweltunabhéngige, enzymkodierende Genorte, deren kodominante Vererbung
erwiesen ist (KONNERT 1995). Diese Enzyme wirken im Primér- und Sekundérstoffwechsel
der Baume, zum grofiten Teil katalysieren sie das Stoffwechselgeschehen im Umfeld des
Zitronensaurezyklus und der Atmung.

Nach der Proteinextraktion wurden die Isoenzyme in Starkegelen elektrophoretisch
aufgetrennt und anhand der korrespondierenden chromogenen Enzymsubstrate angefarbt
(MULLER-STARCK 1995b, 1998). Zur Nomenklatur der einzelnen Allele an den untersuchten
Markergenorten siehe KONNERT (1995).
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Tab. 3.3-2 Anadysierte Isoenzym-Genmarker in den untersuchten Fichtenstandorten.

D@ ygl. Tab. 3.3-1;

Referenz Kranzberger Forst (vgl. Kap. 3.1.1);
Unter Schwermetall- und SO,-Belastung stehende Population in der Region Spis (vgl. Kap. 3.1.2);
Unter Streusal zbelastung stehende Population bei Gunzenhausen (vgl. Kap. 3.1.4);

IV = Pilotstudie an Hoch- und Tieflagenfichten in Berchtesgaden (vgl. Kap. 3.1.5);
Enzym Nomenklatur Genorte Standort
| 1S 1 Iv®@
Aconitase E.C4.2.13 ACO-A * * *
Alanin-Aminopeptidase E.C.34.11.2 AAP-B * *
Aspartat-Aminotransferase = E.C.2.6.1.1 AAT-A * * * *
AAT_B * * * *
AAT_C * * * *
Fluorescent-Esterase EC3111 FEST-A *
Glutamat-Dehydrogenase E.C14.12 GDH-A * * * *
I socitrat-Dehydrogenase E.C.1.1.1.42 IDH-A * * * *
IDH-B *
L eucin-Aminopeptidase E.C34111 LAP-A * * *
LAP-B * * *
Malat-Dehydrogenase E.C.1.1.1.37 MDH-A *
MDH-B * *
MDH_C * * * *
M enadion-Reduktase E.C.1.6.99.2 MNR-B * * *
MNR-C * * *
NADH-Dehydrogenase E.C.1.6.99.3 NDH-B * * *
Peroxidase E.C.1.11.1.7 PX-A *
Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase E.C.1.1.1.49 G6PD-A *
6-Phosphogluconat- E.C.1.1.1.44 6PGDH-B * * *
Dehydrogenase 6PGDH-C * *
Phosphoglucose-Isomerase  E.C.5.3.1.9 PGI-A *
PGI_B * * * *
Phosphoglucomutase E.C.275.1 PGM-A * * * *
Shikimat-Dehydrogenase E.C.1.1.1.25 SKDH-A * * *
SKDH-B *

3.3.1.2EST-Marker

Die Fichten wurden mit den in dieser Arbeit neu entwickelten kodominanten EST-Markern
untersucht. DNA-Extraktion, PCR-Amplifikation und Nachweis de Polymorphismen
erfolgten nach den in Kapitel 3.2 aufgefiihrten Methoden. Die Beschreibung der einzelnen
eingesetzten EST-Marker, sowie deren spezielle Anwendungsbedingungen sind dem Kapitel
4.1 der Ergebnissen zu entnehmen.

Zusatzlich wurde ein EST-Marker (PAOO05) eingesetzt, der im Rahmen der laufenden
Doktorarbeit von M. BOzHKO am LEHRBEREICH FORSGENETIK der TECHNISCHEN
UNIVERSITAT MUNCHEN entwickelt worden ist.

Die verschiedenen Allele der EST-Marker wurden mit Buchstaben gekennzeichnet. Die
zugrundeliegende Allel-Nomenklatur ist im Anhang 8.3 dokumentiert.



MATERIAL UND METHODEN 21

3.3.1.3 Chloroplasten-Mikrosatelliten

Fur die Untersuchungen wurden drei Chloroplasten-Mikrosatelliten (cpSSR) ausgewahlt, die
urspriinglich bei Pinus thunbergii beschrieben worden sind (vgl. Tab. 3.3-3; VENDRAMIN &t
al. 1996). Die cpSSR-Marker Pt26081, Pt63718 und Pt71936 zeichnen sich durch variierende
T-Mononukleotidwiederholungen aus, die eine hohe Variation sowohl innerhalb wie auch
zwischen Fichtenpopulationen besitzen. Wegen ihrer unterschiedlichen Produktldngen
konnten sie in einem gemeinsamen PCR-Ansatz amplifiziert werden (PCR-Bedingungen nach
VENDRAMIN €t al. 2000 aber als,,Multiplex-PCR" durchgefihrt; vgl. Tab. 3.3-4 und 3.3-5).

Tab. 3.3-3  Verwendete Chloroplasten-Mikrosatelliten. Verandert nach VENDRAMIN et al.
(1996; 2000).

Marker Primer-Sequenzen Gen/ Vorhandenes PCR Produktgrof3e
Position Repeatmotiv in in Picea abies (bp)
Pinusthunbergii
5" CCCGTATCCAGA TATACT TCCA 3
Pt26081 5 /516G TTT GAT TCA TTCGTT CAT3 rpoB (M4 112-127
5 CACAAA AGGATT TTT TTT CAG TG 3
Pt63718 5 Cy5.CGA CGT GAG TAA GAA TGG TTG 3 rpl2 (M1o 94-102

5 TTCATT GGA AATACACTAGCCC3Z
Pt71936 5 Cy5-AAA ACCGTA CAT GAGATTCCC 3 IRF169 (T)]-G 141-146

Tab. 3.3-4  Temperaturprofil des verwendeten PCR-Programms. Verandert nach
VENDRAMIN €t al. (1996).

Programm Denaturierung Primerbindung K ettenverlangerung Anzahl Zyklen
ERMIC#2 95°C /5 Min. 1
94°C/ 1 Min. 55°C/ 1 Min. 72°C/ 1 Min. 25
72°C/ 8 Min. 1

Tab. 3.3-5  Ansatz zur Amplifikation von Chloroplasten-Mikrosatelliten (Multiplex-PCR).

Reagenzien Volumen Konzentration/ Quelle
Stoffmenge

DNA-Template 5ul ca. 40ng

Nukleotidmix (dATP:dCTP:dTTP:dGTP; 10 mM) 0,5 ul je0,1mM  AMERSHANPHARMACIA BIOTECH

MgCl, (50 mM) 0,75 pl 15mM GiBCO/BRL

spezifische Vorwartsprimer (10 pmol/ul) MWG-BIOTECH

(Pt26081 + Pt63718 + Pt71936) je 05 ul 5 pmol

spezifische Rickwartsprimer (10 pmol/ul) MWG-BIOTECH

(Pt26081 + Pt63718 + Pt71936) je 05 ul 5 pmol

Platinunf TagqDNA polymerase (5U/ul) 01 ul 05U GIBCO/BRL

10 x PCR-Reaktionspuffer 25ul - GIBCO/BRL

sterilesH,O 13,15 ul -

gesamtes V olumen 25l -
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Zur Gewdhrleistung einer einheitlichen Nomenklatur ¢gl. Anhang 8.3) der 1-Basenpaar-
L angenpolymorphismen bel verschiedenen Elektrophoresegelen wurden den PCR-Produkten
interne (60bp, 110bp und 150bp lang) sowie externe Standardfragmente zugesetzt. Zusétzlich
wurde in jeder PCR-Reaktion und jedem Elektophoreselauf die DNA-Proben von zwel
Kontrollbaume al's Standardreaktion mitgefuhrt.

3.3.2 Quantifizierung der genetischen Variation und statistische Pr tUfverfahren

- Genetische Variation

Genetische Variation in einer Population setzt den polymorphen Zustand von einzelnen
Genloci im Kerngenom voraus. Die Quantifizierung dieser Variation muss demzufolge die
Anzahl der Allele und deren Haufigkeiten am Genort berticksichtigen. Die Kombination der
Allele zu Genotypen ergibt eine zweite Betrachtungsebene. Desweiteren kann die genetische
Variation als Mittelwert aler Loci (Genpool) dargestellt werden.

ECHT et al. (1998) schlagen vor, das Chloroplastengenom as ein rundes haploides
Chromosom zu betrachten. Variation in der DNA-Sequenz werden dann als unterschiedliche
Allele an nichtrekombinanten Loci interpretiert. Demzufolge liegt ein Chloroplasten-
Mikrosatellit an einem ,Locus’ und Léngenvarianten des gleichen gelten als ,Allel“. Die
gemeinsame Betrachtung von zwel oder mehreren Mikrosatelliten des Chloroplastengenoms
spiegelt sich in Haplotypen wieder.

Die mit den einzelnen Markertypen (Isoenzyme, ESTs und cpSSR) berechneten genetischen
Variationsmale lassen sich in der folgenden Tabelle zusammenfassen:

Tab. 3.3-6 Berechnete Variationsmal3e innerhalb und zwischen den Subpopulationen.

Variationsmal3 Ebenen berechnet fir:
genetische Vielfalt Allele; Genotypen/ Haplotypen ®  Genpool
Haufigkeiten Allele; Genotypen / Haplotypen ®  Locus; Multilocus-K ombinationen

Diversitat (n)
Differenzierung (d) Allele; Genotypen / Haplotypen ®  Locus; Multilocus-K ombinationen; Genpool

Heterozygotie (H) Genotypen ®  Locus; Genpool

genetischer Abstand (D) Allele; Genotypen / Haplotypen ®  Locus; Multilocus-K ombinationen; Genpool

Die genetische Vielfalt ist ein Parameter der genetischen Variation, welcher lediglich die
Anzahl der genetischen Varianten (Allele; Genotypen) in einer Population oder einem
Kollektiv berlicksichtigt.

Die genetische Diversitdt (n) berlcksichtigt nicht nur die Anzahl der verschiedenen
genetischen Typen, sondern auch deren Haufigkeiten; die Differenzierung (d) (GREGORIUS
1987) normt diese genetische Diversitét zwischen O und 1. Bel d = 0 ist keine Differenzierung
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(ale Typen sind gleich) vorhanden und d = 1 deutet auf eine absolute genetische Verschieden-
heit (alle Typen sind unterschiedlich).

Die Heterozygotie quantifiziert die individuelle genetische Variation. Die beobachtete
Heterozygotie (H,) bezieht sich auf die tatséchlich ermittelten Individuen mit verschiedenen
Alldlen an einem Locus. Die bedingte Hetrozygotie (Hc) hingegen normiert den
beobachteten Heterozygotenanteil auf den maxima moglichen Wert. Mit dieser Normierung
wird die Unabhangigkeit des Heterozygotiegrades von den zugrundeliegenden
Allelhaufigkeiten erreicht (GREGORIUS et al. 1986). Zusétzlich wurde der Fixierungsindex
(-1£FR g +1) nach WRIGHT (1965) berechnet.

Der genetische Abstand (D) (GREGORIUS 1974) erlaubt die Quantifizierung der Unterschiede
in der allelischen oder genotypischen Struktur zwischen Populationen. Wie auch bel der
Differenzierung bewegt sich der genetische Abstand zwischen 0 und 1. Der maximale Wert 1
liegt dann vor, wenn zwei (Sub-) Populationen keine gemeinsamen genetischen Typen haben.
Der genetische Abstand ist Null bei vélliger Ubereinstimmung der genetischen Strukturen
(Typen und deren Haufigkeiten).

Basierend auf der berechneten Abstandsmatrix wurde die Clusteranalyse nach dem
UPGMA-Verfahren (unweightet pair group method with aritmetic average) durchgefihrt, um
die Beziehung zwischen den einzelnen Subpopulationen entsprechend der vorhandenen
genetischen Absténde darzustellen. Jeder Clusteralgorithmus versucht Gruppen zu finden, die
maoglichst weit von einander entfernt sind, deren Mitglieder aber untereinander jedoch sehr
nah beinander liegen (URBAN et al. 1992). Die Ergebnisse der einzelnen Fusionsschritte
wurden anschlief3end als Dendr ogramm dargestellt.

- Statistische Prufverfahren

Das Auftreten von Unterschieden in der genetischen Struktur zwischen zwei Populationen
muss statistisch Uberprift werden. Bel den in dieser Arbeit relevanten Alle- bzw.
Genotyphaufigkeiten handelt es sich um nominaskaierte Daten, fur die en
c >-Homogenitatstest das geeignete Priifverfahren ist. Liegen fiir mehrere Kollektive die
jeweiligen Haufigkeitsverteilungen des selben Merkmals (Allel oder Genotypen eines Locus)
vor, so kann mit dem Homogenitatstest geprift werden, ob die vorgelegten Stichproben aus
einer Grundgesamtheit stammen, die beziglich des untersuchten Merkmals gleiche
Verteilungen aufweisen (WEBER 1978). Damit kann die Eingangshypothese (Ho) - zwei
Kollektive unterscheiden sich nicht in ihrer genetischen Struktur - bestétigt oder abgelehnt
werden.

Ein haufiges Auftreten unterbesetzter Allel- oder Genotypklassen (Haufigkeiten unter 5%)
fuhrt zur falschen Berechnung des c®-Wertes. Um ein haufiges Auftreten solcher
unterbesetzter Klassen zu vermeiden, wurden wenn maoglich, Subpopulationen
zusammengefasst. Die Bildung derartiger Grofkollektive erfolgte in den einzelnen Studien
dieser Arbeit wie in Abbildung 3.3-1 schematisch dargestellt. Dabei lauten die
Eingangshypothesen:



MATERIAL UND METHODEN 24

Ho.1 = die genetische Struktur des sensitiven Kollektivs A unterscheidet sich nicht von der
des sensitiven Kollektivs B

Ho.n = die genetische Struktur des toleranten Kollektivs A unterscheidet sich nicht von der
destoleranten Kollektiv B
Ho.in = das Grof¥kollektiv sensitiver Fichten unterscheidet sich nicht von dem Grof3kollektiv

toleranter Baume

PN - PN
Kollektive
Oy
SA sensitive 33 (SA+SB)
Sa = sensitiv, Flache A
Flache A Flache B I Hou T = tolerant, Flache A
H Ss = sensitiv, Flache B
TA g TB (T,+Ty) Tg = tolerant, Fléche B
N4 N4

Abb. 3.3-1 Schematische Darstellung der Auswertung und Zusammenfassung von
Subpopulationen.

Wenn Hy.; und Hp., angenommen werden, konnten einerseits die sensitiven Kollektive der
Flachen A und B und andererseits die toleranten Kollektive beider Flachen zusammengefasst
werden. So entsteht ein Grofkollektiv sensitiver und ein zweites Grof3kollektiv toleranter
Fichten, an denen die Hypothese Uberprift werden kann, ob sich sensitive Fichten von
toleranten in ihrer genetischen Struktur unterscheiden.

Um Unterschiede in der genetischen Diversitédt zwischen sensitiven und toleranten
Subpopulationen zu bestétigen, wurde der Permutationstest as Prufverfahren eingesetzt.
Hierfr wurden sensitive Kollektive der zwei Versuchsflachen A und B zu einem
Grof¥kollektiv  zusammengefasst. Analoges Vorgehen erfolgte mit den toleranten
Teilkollektiven. Die Signifikanz der entsprechenden Unterschiede wurde anhand der
Durchfiihrung von 1000 Permutationen gepruift.

Desweiteren wurde fur den Vergleich berechneter Mittelwerte ordinalskalierter Daten der
Student'sche T-test (KOHLER et al. 1996) verwendet.

- Angewendete Computer programme

Die Berechnung der genetischen Variationsparameter wie auch die Durchfihrung des
c 2-Homogenitétstest erfolgten mit dem populationsgenetischen Programmpacket GSED 1.1
(GILLET 1994). Die Clusteranalysen wurden mit dem Computerprogranm PHYLIP 3.5¢c
(FELSENSTEIN 1993) berechnet und als Dendrogramme mit Hilfe des Programms TREE View
1.5.2 (PAGE 1996) dargestellt. Mit der Software GDA&NT 1.0 (DEGEN 1998) wurden die
Permutationstests durchgefihrt, und der Student'sche T-test wurde mit MS-Exce 97
berechnet.



ERGEBNISSE 25

4 ERGEBNISSE

4.1 Entwicklung polymorpher DNA-Marker

411 Primerkonstruktion und PCR-Amplifikation

- Primerkonstruktion

Auf der Grundlage der in Tabelle 3.2.1 vorgestellten cDNA-Sequenzen wurden jeweils
Oligonukleotidprimerpaare konzipiert, die als Startpunkt der PCR-gestltzten enzymatischen
Synthese von genomischen Markerfragmenten fungieren. Mit Ausnahme der cDNA-Klone
pPA0006, pPA0023 und pPA0076 sind die Ruckwartsprimer so platziert worden, dass bei der
PCR-Amplifikation aus genomischer DNA auch die 3' untrandlatierte Genregion miterfasst
wird.

Die synthetisierten Oligonukleotide bestehen aus Folgen von 19 bis 27 Basen {gl. Tab.
4.1-1), deren Schmelztemperatur auf etwa 62°C abgestimmt wurde. Die erwartete Lange der
Markerfragmente, die durch die Position der flankierenden Primer auf der cDNA-Sequenz
gegeben ist, bewegt sich zwischen 119 - 850 Basenpaaren.

- PCR-Amplifikation

Die PCR-Reaktion von genomischen Nukleinsdureextrakten der Fichte wurden anhand von
drei verschiedenen Temperaturprofilen durchgeftihrt. Fir jedes Primerpaar ist dann letztlich
jenes Programm ausgewahlt worden {/gl. Tab. 4.1-2), welches reproduzierbar sowohl bei
Knospenproben als auch bei Endospermmaterial ein spezifisches PCR-Fragment liefert. Die
Charakteriserung der PCR-Produkte in Agarose- bzw. Polyacrylamidgelen zeigt, dass alle
konzipierten Primerpaare ein DNA-Markerfragment erwarteter Grof3e liefern. Lediglich das
auf Grundlage der cDNA-Sequenz pPA0002 entwickelte Primerpaar hatte ein 190 Basenpaare
langeres PCR-Produkt als erwartet zur Folge, was das Vorhandensein einer zusétzlichen
Intronsequenz im genomischen PCR-Produkt vermuten 18sst (vgl. Tab. 4.1-2).
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Tab.4.1-1 Konzipierte Primer fur die PCR-gestitzte Amplifikation von spezifischen
Markerfragmenten im Kerngenom der Fichte. = Die EST-Marker wurden nach der
individuellen cDNA-Sequenz benannt, welche zur Entwicklung des Oligonukleotid-
primerpaares herangezogen worden ist. ©~ Die DNA-Sequenz der Primer P3 und P4 sowie der
Name des Markergenortes wurden aus der Arbeit von SCHUBERT et al. (1998) tibernommen.

Markergenort DNA-Sequenzen der Vorwarts und PErévalitlete PCE'
. N . roduktlange
Ruckwartsprimer ge (bp)
PA0002 " 5 TCT TGA CCC TAT GGT TCA CCCTT 3 590
5 Cy5-CAC TCT CAT GGC TAA TAA TCCTCC3
PA0006 " 5 GAG CAA GAG AAA GCG TTT CAGT 3 246
5 Cy5-ATT TGC TCG AGG GAA CGG ATT 3
* 5 GCT CCA CAG TTC TCA AAA CGT TGA G 3
PAC011 5 Cy5-CAG CAT GTT TCG CTG GCA CTAG GC 3 214
PA0023" 5 GGA GTT TTT GAC CAA AGG TCG CGA 3 119
5 Cy5-CAC TTG GCA CAG AGG CCG CAT C3
PA0O031" 5 ATA TTC CAG TTT GAA GAT GC 3 850
5 Cy5-CGA CAA ACA GAT ATG GAA C3
* 5 AGG TCT GCT AAT GGT TCT G 3
PA0034 5 Cy5-ATA TCA AACAAACTGTGT TAGCTC3 228
PA0038 * 5 AACGGCATT TGGACTCTATCTC3 418
5 Cy5-TTA GAT GAT ATG CAA TGT AGA TTGA 3
PA0043" 5 AAA ACT GGA GGA CCT TCT GG 3 372
5Cy5-GTG AAC CTC TACAGA AACACA A 3
* 5 GCG GTG GCA GAG TTTACA TTA 3
PA0052 5 Cy5-ACT GTGCTT TAA CAT AAATTCCAAGTC3Z 246
PA0053" 5 AAC GAA GGT ACCAAGTCA CTC3 356
5 Cy5-TTA TTT CCT TCC GCA ACA TCA TTA AG 3
PAOOS5 5 TTGGGT TTT AGG TCA TGA CTGC 3 306
5 Cy5 TCC GAT TTA TTA TAT CAA AACTGC CTC3
* 5 CAA GCG GTT GGT TGG AGT TCGGTT G 3
PA066 5 Cy5-GCA GCA AAA ACT GCA CCT CTCTTCTG 3 161
PA0067 " 5 GGA AAG AAA TCT CAT GGC AAA C3 380
5 Cy5-AAT CCA GTATCG TTT CTTATATGC 3
PA0076" 5 CAT AGA CGA ACA GAGACC CACA 3 233
5 Cy5-AGC TAG GCT TTT CCT CAT GCT 3
* 5 AAG ATC GAG GAT GGA GAA ACT G 3
PA078 5 Cy5-AGC CAT CCC TTC TAC CAA AAT 3 313
Cad7 b P3: 5 GAA AAAATCTGCCTT CAGTAAAACC3 417
P4: 5' Cy5-CGA TGA AAC TCC CAG CTA TGC 3

41.2 Polymorphismen und Vererbungder M arkerfragmente

Zunéchst erfolgte die Identifizierung von DNA-Léangenvariationen fur jeden DNA-Marker
anhand der elektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte aus 18 Fichtenindividuen des
Kranzberger Forstes. Derartige Langenpolymorphismen offenbarten die Markergenorte
PA0034, PA0043, PA0066, PAOO76 und Cad7. An diploidem Gewebe heterozygoter Baume
weisen diese Markergenorte zwel PCR-Banden unterschiedlicher Grof3e auf (vgl. Abb. 4.1-1).
Auf der Grundlage von DNA-Extrakten der korrespondierenden Megagamethophyten, die bei
Koniferen das haploide Produkt der Meiose darstellen, wurde die Vererbung der DNA-
Polymorphismen aufgeklart. Fur Marker PA0034, PA0043, PA0066 und Cad7 traten in 12
untersuchten Endospermen von den zwel PCR-Fragmenten, die zuvor im diploiden
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Individuum festgestellt wurden, alternierend im Verhéltnis 1:1 immer nur eins der Signale auf
(vgl. Abb. 4.1-1). Dieses entspricht der Erwartung einer kodominanten Vererbung eines
einzelnen Locus. Deshalb sind die polymorphen PCR-Fragmente als Allele der oben genante
Markergenorte zu interpretieren (vgl. Tab. 4.1-2). Fur den polymorphen Marker PAOQO76
hingegen konnten die im diploiden Material auftretenden zwei PCR-Fragmente (213bp und
233bp) auch gelegentlich zusammen in haploiden Megagamethophyten nachgewiesen
werden. Es handdlt sich hierbei um die PCR-Produkte zweler homologer Genorte einer
Multigenfamilie. Wahrend das 213bp lange PCR-Fragment immer vorhanden war, trat das
233 bp lange PCR-Fragment nur in 50% der untersuchten Megagametophyten eines
heterozygoten Individuums auf. In den restlichen 50% war es abwesend (vgl. Abb. 4.1-1).
Dies entspricht einem dominanten Vererbungsmodus bel Auftreten eines Nullamplifikations-
aleles.

Die PCR-Amplifikation von Markergenort PA0023 ergab zwel monomorphe Fragmente, die
auf eine Multigenfamilie hinweisen. Die restlichen EST-Marker, die einzelne Banden nach
der PCR-Reaktion ergaben, aber keinen Langenpolymorphismus zwischen Fichten-Individuen
lieferten, wurden mit Restriktionsenzymen verdaut, um mogliche Punktmutationen zu
erkennen. Die Auswahl dieser Enzyme erfolgte auf der Grundlage von tatséchlich
vorhandenen oder kryptischen Erkennungssequenzen in der urspriinglichen cDNA-Sequenz.
Das mit Marker-PA0002 erzeugte 780bp lange PCR-Fragment wird in einigen Féllen vom
Enzym Haelll in zwel Fragmente gespalten (480bp und 300bp). Gleiches ist bei Marker
PAOO055 zu beobachten - das urspringliche 306bp lange PCR-Fragment wird bei einigen
untersuchten Genotypen durch das Enzym Dral einmal geschnitten (267bp und 39bp). Alle
erzeugten Banden dieser beiden polymorphen Marker (PA0O002 und PAQOO55) kdnnen auf
Agarosegelen gut bestimmt werden, so dass auf die Vewendung enes
Fluoreszenznachweissystemes verzichtet werden kann. Wie zuvor bei ungeschnittenen
Markerfragmenten, die Langenpolymorphismen aufwiesen, wurde auch bei Restriktions-
polymorphismen die Vererbung der erzeugten Bandenmuster untersucht. Anaysen an
Endospermen heterozygoter Individuen zeigten ein alternierendes Auftreten der
Punktmutation in einem 1:1 Verhdtnis und entsprachen somit den Erwartungen einer
kodominanten Vererbung (vgl. Abb. 4.1-1).

Zusétzlich zu Marker PA0O002 und PAOO55 konnte auch bel Marker PAOO38 Restriktions-
polymorphismen identifiziert werden. Nach Verdau des EST-PA0038 Produkts mit Hinfl
traten zwischen den fluoreszierenden Fragmenten polymorphe Banden auf. Wegen der relativ
geringen Langenunterschiede erfolgte fir Marker PAOO38 die Auftrennung der
fluoreszenzmarkierten Banden immer in Acrylamidgelen (ALFexpress-Gerét). An Marker
PA0038 werden zwel polymorphe Restriktionsorte von Hinfl erkannt. Dadurch enstehen nach
Verdau der PCR-Produkte (418) unterschiedlicher Individuen Banden in einer Lange von
186bp, 192bp oder 228bp. Untersuchungen an Megagametophyten bewiesen die eindeutig
kodominante Vererbung dieser Fragmente (vgl. Abb. 4.1-1).
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Tab.4.1-2 PCR-Bedingungen, Produktlange, genetische Variation und Vererbung der
untersuchten DNA-Marker. Die unterstrichene Fragmentlange entspricht der erwarteten
Produktlénge aus der bekannten cDNA-Sequenz. Langenvariationen, die Allele darstellen,
sind mit Buchstaben gekennzeichnet (A...O); n.e. = Vererbungsmodus ist nicht ermittelbar
aufgrund fehlender Polymorphismen im Untersuchungsmaterial.

Marker- PCR Langeder PCR  genetische Variation zwischen  Vererbung
genort Programm Produkte (bp) Individuen
PA0002 JAN1 780 polymorph nach Hael Il Schnitt kodominant
(A)480+300; (B)780
PA0006 RR3 246 monomorph n.e.
PA0O011 JAN1 214 monomorph n.e.
PA0023 JAN1 A monomorph Multigenfamilie
119
PA0031 JAN1 850 monomorph n.e.
PA0O034 RR2 (A)212; (B)214 langenpolymorph kodominant
(©)226 ; (D)228; (E)230
PA0038 JAN1 418 polymorph nach Hinfl Schnitt kodominant
(A)186; (B)192; (C)228
PA0043 RR3 (A)368; (B)372 langenpolymorph kodominant
(©)389; (D)420
PAO0052 RR3 246 monomorph n.e.
PA0053 RR2 356 monomorph n.e.
PA0055 RR3 306 polymorph nach Dral Schnitt kodominant
(A)267+39; (B)306
PA0066 RR2 (A)154 ; (B)161 langenpolymorph kodominant
(©)171; (D)178
PAQO67 RR2 380 monomorph n.e.
PAOO76 RR3 213 polymorph mit dominant
233 Nullamplifikationsallel Multigenfamilie
PAO0O078 RR3 313 monomorph n.e.
Cad7 JAN1 (A)382; (B)387; (D)396; langenpolymorph kodominant

(G)417; (1)428; (K)444;
(N)513; (O)49;
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Abb.4.1-1 Nachweis der Vererbung der neu entwickelten polymorphen DNA-Marker. Die
fluoreszenzmarkierten PCR-Produkte wurden in Polyacrylamidgelen bzw. Agarosegelen
(PA0002 und PA0055) aufgetrennt. Den aus diploiden Knospen einer heterozygoten Fichte
erzeugten DNA-Fragmenten (D) stehen korrespondierende Megagametophyten-Analysen (H)
zum Vergleich gegenuber. Die Allele sind mit Buchstaben (A...O) bzw. Nummern (1-0)
gekennzeichnet (vgl. Tab. 4.1-2). m = interne Standardfragmente zur Grof3enbestimmung der
DNA-Marker.
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4.1.3 Uberprifung der Aufspaltung einzelner L oci sowie der Rekombination zwischen
den Loci in einer Kreuzungsnachkommenschaft

- Aufspaltung

Alle 7 neu entwickelten kodominanten EST-Marker waren mindestens an einem der beiden
Eltern im heterozygotem Zustand vorhanden, so dass fir jeden Locus die Spaltung in der
Kreuzungsnachkommenschaft statistisch Uberprift werden konnte. Der as dominant
identifizierte Marker PAOO76 zeigte keine Variation und konnte deswegen nicht in diese
Studie miteinbezogen werden.

Fur die Marker PA0002, PA0034, PAO0055 und PAO0066 wurde entsprechend der
Mendelschen Gesetze (ein Elternteil homozygot, der andere heterozygot) eine 1:1
Aufspaltung der einzelnen Genotypen in der Fi-Nachkommenschaft erwartet. Fir weitere
zwel Marker, PA0OO38 und PA0043, bei denen beide Eltern die gleichen Allele im
heterozygoten Zustand aufweisen, wurde eine 1:2:1 Spaltung erwartet. Auch fur Marker Cad7
sind beide Eltern heterozygot, aber da sie unterschiedliche Allele tragen, ist in diesem Fall die
erwartete Spaltung ein 1:1:1:1 Verhdltnis.

Die ermittelten c>Werte in der Tabelle 4.1-3 belegen, dass keinerlei signifikante
Abweichungen zwischen den nach Mendel erwarteten Genotyphdufigkeiten und den
tatsachlich in der F-Nachkommenschaft vorhandenen Genotyphaufigkeiten vorhanden sind.
Somit liegt fur keinen der gepriiften Markergenorte eine gestorte Segregation vor.

Tab. 4.1-3  Aufgpatung der 7 kodominanten DNA-Marker in einer Kreuzungsnach-
kommerschaft. N = Anzahl untersuchter Nachkommen; a = Irrtumswahrscheinlichkeit; n.s. =
nicht signifikant.

Markergenort eterliche Genotypen innerhalb der statistische

Genotypen F;-Nachkommenschaft Prufgroie

beobachtete

Pl P2 Aufspaltung Haufigkeit N a
PAOOO? RR AR BR:AR 4536 a1 032 ns
PAO034 BC CcC BC.CC 45:40 85 059 ns.
PA0O38 BC BC BB:BC:.CC 21:39:20 80 096 n.s.
PA0043 BC BC BB:BC.CC 30:35:19 &4 0.07 ns.
PA0O55 AA AB AA:AB 41:43 % 0.83 ns.
PA0066 BC BB BB:BC 39:47 86 0.39 ns.
Cad7 DF 1J DI:DJFI:FJ 15:21:28:20 &4 0.25 ns.
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- Rekombination

Die in Tabelle 4.1-4 dargestellten Ergebnisse beziehen sich auf Untersuchungen an einer
Vollgeschwisterfamilie. Von 21 mdglichen 2-Locus-Kombinationen (7 Loci) konnte
innerhalb 17 Kombinationen die Verteilung der Genotypen Uberpriift werden. Bei dem
analysierten Stichprobenumfang von 72-85 Nachkommen waren auch in Féllen, in denen die
Kreuzungseltern doppelt heterozygot sind, ale 16 erwarteten Genotypsklassen mit mindestens
3 Individuen besetzt. Alle getesteten Marker-Kombinationen erwiesen Genotyphaufigkeiten,
die von der Gleichverteilung nicht signifikant abwichen (c?-Test). Die Rekombination
zwischen den getesteten EST-Loci scheint zufallsméfdig zu verlaufen, so dass keine Kopplung
zwischen den Markern besteht. Weil die Hypothese einer Gleichverteilung der 2-Locus-
Genotypen nicht widerlegt werden konnte, lassen sich formal keine Rekombinationsraten
berechnen.

Tab.4.1-4  Ubersicht der statistischen Uberprifung auf Gleichverteilung der 2-Locus
Genotypen. Unter der Diagonde ist die Irrtumswahrscheinlichkeit (a) des c2-Test auf
Gleichverteilung der 2-Locus-Genotypen dargestellt. Oberhalb der Diagonale ist die Anzahl
untersuchter Nachkommen dargestellt. n.s. = nicht signifikant; n.e. = nicht ermittelbar.

EST- PA0002 PA0034 PA0038 PA0043 PA0O55 PAOOG6  Cad7
M arker

PA0002 - n.e. 72 76 76 n.e. 77
PA0034 n.e. - 79 83 n.e. 85 84
PA0038 0,67 n.s. 1,00 n.s. - 77 77 79 78
PA0043 0,37n.s. 0,56 n.s. 0,80 n.s. - 81 83 82
PA0055 0,58n.s. n.e. 0,94 n.s. 0,18 n.s. - n.e. 82
PA 0066 n.e 0,83n.s. 0,96 n.s. 0,26 n.s. n.e 81

Cad7 0,13n.s. 0,20n.s. 0,94 n.s. 0,39 n.s. 0,19n.s. 0,56 n.s.
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4.2 Genetische Variation in der Referenzpopulation Kranzberger For st

421 Quantifizierung genetischer Variation anhand der neu entwickelten DNA-
Mar ker

Die sieben neu entwickelten kodominanten EST-Marker wurden an einer Fichtenpopulation
getestet und charakterisiert. Der einzige dominant vererbte Marker PA0076 wurde in diesen
Untersuchungen nicht berlcksichtigt. Grund hierfir ist die geringere Information, die
dominante Marker in Populationsstudien liefern (z.B. keine Heterozygotie; CRUZAN 1998).

Alle DNA-Marker zeigten in der Referenzpopulation von 100 Individuen die gleichen Allele,
die auch schon zuvor in den 18 fur die Markerentwicklung verwendeten Fichten einer
Nachbarpopulation beschrieben worden sind. Einzige Ausnahme ist der Marker Cad7. In der
Stichprobe von 18 Individuen waren 8 Allele vorhanden, dagegen waren bei den 100 Fichten
17 Allele nachweisbar. Damit ist dieser DNA-Marker mit Abstand der variableste aller hier
untersuchten Loci (vgl. Abb. 4.2-1). Die Anzahl vorhandener Allele pro Locus (Na) liegt for
die anderen 6 EST-Marker zwischen zwei (PA0002 und PA0055) und funf (PA0034) gl.
Tab. 4.2-1).

A MA AA A Al Allelleiter
R R i _ﬁ\__ _p_ externer Standard
A MR A
s B M Ao, MN
g JI VA s ¥
N\ R & Mo AL D c
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interner Standard interner Standard interner Standard
350bp 450bp 600 bp

Abb. 4.2-1 Beispid fir die ldentifizierung von Fichtengenotypen fir den Markergenort
Cad7. Die fluoreszenzmarkierten PCR-Produkte wurden unter denaturierenden Bedingungen
im Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Standardfragmente bekannter Langen und
eine Allelleiter (Mischung der PCR-Produkte verschiedener Genotypen) dienten der exakten
DNA-Langenbestimmung. Die Allele sind mit Buchstaben gekennzeichnet (zur Nomenklatur
siehe Anhang 8.3).
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Nicht nur in der adlelischen Viefat unterscheiden sich die DNA-Marker. Auch die
Haufigkeit, mit der unterschiedliche Allele an einem Marker-Locus auftreten, ist von Fall zu
Fall verschieden. Beispielsweise sind die zwel vorhandenen Allele vom Marker PA0002 mit
gleicher Frequenz in den 100 Fichten zu finden (jeweils 50%). Nahezu alle anderen Marker
zeigen ein dominantes Allel mit einer Frequenz >50%. Erneut stellt Marker Cad7 die einzige
Ausnahme dar, weil er kein eindeutig dominantes Allel (haufigstes Allel in einer Frequenz
von 21%) und auch keine gleiche Verteilung der Allele aufweist (vgl. Tab. 4.2-1).

Anzahl und Haufigkeiten der Allele fliefRen in die Berechnung der allelischen Diversitdt (na)
mit ein. Die dlelische Diversitdt (na) entspricht der Anzahl Allele (Na) bei einer
Gleichverteilung der Allele. Dieser Fall tritt nur fir Marker PAOOO2 ein, ein Wert von 2 steht
sowohl fur die Anzahl Allele pro Locus (Na), wie auch fur die Diversitdt (4). Mit einem
Wert von 8,53 fdllt die Diversitédt beim Marker Cad7 am hdchsten aus, gefolgt von Marker
PA0043 (ha = 2,58). Dem gegentber steht Marker PA00G6, der die geringste allelische
Diversitét mit 1,66 beschreibt, obwohl an diesem Locus genauso wie bei dem Marker PA0043
vier Allele nachgewiesen wurden.

Tab. 4.2-1  Genetische Variation in der Fichtenpopulation des Kranzberger Forstes auf der
Grundlage von sieben neu entwickelten, kodominanten DNA-Markern. Nn= Anzahl Allele
pro Locus ; na= aleische Diversitédt (GREGORIUS 1987) ; Ne= Anzahl Genotypen pro Locus,
Nemax= maximal bildbare Genotypen; Ho,= beobachtete Heterozygotie; H.= bedingte
Heterozygotie (GREGORIUS et al. 1986); Die unterschiedlichen Allele sind mit
Grof3buchstaben (A...O) gekennzeichnet (zur Nomenklatur siehe Anhang 8.3). Be Marker
Cad7 steht XX fir die Frequenz von 10 zusammengefassten Allelen, deren Einzelhéufikeiten
unter 5% liegen.

EST Allehaufigkeiten (%) Na n, Ne  Nemax Ho  He
Marker
A B
PA0002 50 50 2 2,00 3 3 051 051
C D E
PA0034 ﬁ 5745 5 1,90 10 15 046 0,80
C
PA0038 m 3 214 5 6 056 060
C N
procs [ESENECN c 4 258 8 10 0% 06
A B
PAQOSS 2 167 3 3 04 08
A B C D
PAC0G6 | ” L 4 1,66 6 10 041 079
A B D | J N O XX
Cad7 (5| 15 FESE I N0 17 853 54 153 086 086
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Weitere Unterschiede zwischen den Markern liegen auch bel der beobachteten Anzahl an
Genotypen (Ng) vor (zwischen 3 (PA0002; PA0055) und 10 (PA0034) bzw. 54 (Cad7)
Genotypen). Die Anzahl beobachteter Genotypen (Ng) entspricht den maximal bildbaren
Genotypen (Ngmax) nur im Fall der weniger variablen Marker PAO002 und PAQO55. Fur alle
anderen EST-Marker konnte in der untersuchten Referenzpopulation ein Defizit an
Genotypen festgestellt werden. Eine nicht ausreichend grof3e Stichprobe oder die Aktion
genetischer Selektion gegen bestimmte Genotypen konnte die Ursache dafir sein.

Die beobachtete Heterozygotie (Ho), das Mald zur Quantifizierung der individuellen
genetischen Variation, bewegt sich bel der untersuchten Population im Kranzberger Forst
zwischen 41% fir Marker PAO066 und 86% fur Marker Cad7. Mit der bedingten
Heterozygotie (H;) wird die Unabhangigkeit des Heterozygotiegrades von den
zugrundeliegenden  Allelhdufigkeiten erreicht. Bei dieser Art der Betrachtung der
Heterozygotie nimmt die Streuung zwischen den Markern ab, die einzelnen Werte liegen
zwischen 0,51 (PA0002) und 0,86 (Cad?).

422 Gegeniiberstellung von kernkodierten DNA- und | soenzym-Genmar kern sowie
Chloroplasten-Mikrosatelliten

Die genetische Charakterisierung von 100 Fichten der Referenzpopulation Kranzberger Forst
anhand von 7 DNA-Markern, 18 Isoenzym-Genmarkern sowie drel  Chloroplasten-
Mikrosatelliten erlaubt eine Gegenuiberdarstellung der mit jedem Markertyp beschriebenen
popul ationsgenetischen Variationsmalie.

- EST-Marker im Vergleich zu I soenzym-Genmarkern

Der aulRerordentlich variable Marker Cad7 (17 Allele und 54 Genotypen bel 100 Baumen)
wurde von den folgenden Mittelwertberechnungen ausgeschlossen um eine bessere
Vergleichbarkeit der Variationsparameter der EST-Marker und Isoenzym-Genmarker zu
erreichen.

In der Beschreibung allelischer Vielfalt unterscheiden sich die sechs EST-Marker nicht
wesentlich von dem als Referenz benutzten Isoenzym-Genmarker (vgl. Abb. 4.2-2). Die
Mittelwerte der EST-Marker und Isoenzyme liegen bei 3,3 bzw. 3 Allele pro Locus. Mit
einem Mittelwert von 5,43 Genotypen/Locus ist die an den EST-Marker nachgewiesene
genotypische Vielfat hoher as die, die durch Isoenzyme ermittelt wird (4,17
Genotypen/Locus). Die ESTs zeigen insgesamt eine hohere Variation innerhalb der
untersuchten Referenzpopulation. Dies ist gut an der allelischen Diversitét zu erkennen -
gemittelt Uber sechs EST-Marker liegt sie bei 1,95, hingegen erreicht der Mittelwert bei
| soenzymuntersuchungen nur 1,36.
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Abb.4.2-2 Mindest-, Maxima- und Mittelwerte genetischer Variationsmalde der
Referenzpopulation fur sechs EST-Marker und 18 Isoenzym-Genloci (Iso). DNA-Marker
Cad7 wurde wegen seiner Hypervariabilitdt und der damit verbundenen Extremwerte (Na=17;
na = 8,53; Ng= 54; H= 0,86; H.= 0,86) nicht in diese Berechnungen miteinbezogen.

Mit einem gemittelten Anteil von 50% Heterozygotie beschreiben die EST-Marker im Schnitt
eine doppelt so hohe individuelle genetische Variation der untersuchten Fichten as die
Isoenzym-Genloci (vgl. Abb. 4.2-2). Im Gegensatz hierzu betrégt die bedingte Heterozygotie,
die von den Allelhaufigkeiten unabhéngig ist, im Schnitt 67% fur die EST-Marker und liegt
damit 7% Punkte Gber dem der 1soenzym-Genmarker. Der Mittelwert des Fixierungsindexes
(F9 betrégt 1% fur die sechs analysierten EST-Marker und 10% fir acht Isoenzym-
Genmarker (nur Marker deren vorherschendes Allel Haufigkeiten unter 75% aufweist).

- EST-Marker in Gegenuber stellung zu Chlor oplasten-Mikrosatelliten

Die ausschliefdlich paternale Vererbung bei der Fichte sowie die Vererbung als eine einzige
haploide Einheit machen einen direkten Vergleich zwischen Chloroplastenmarkern und
nuklearen Markern nicht oder nur bedingt moglich. Wegen ihrer besonderen
Vererbungseigenschaften (keine Rekonbination) wurden die cp-Mikrosatelliten auf Einzel-
und Multilocusebene betrachtet.

In Tabelle 4.2-2 ist die genetische Variation des Chloroplastengenoms der Fichten des
Kranzberger Kollektivs zusammengefasst und in Abbildung 4.2-3 ist ein Beispiel der
beschriebenen Langenpolymorphismen dieser Marker dargestellt.
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Die drei im Kranzberger Forst angewendeten cpSSR zeigen bei den 100 untersuchten Fichten
3 bis 6 Langenvarianten je Marker (vgl. Tab. 4.2-2). Diese Varianten werden nachfolgend als
»Allele’ bezeichnet (vgl. Kap. 3.3.2). Mit einem Mittelwert von 4 Allele pro Locus ist die von
CpSSR detektierte alelische Vielfat hoher als die, die mit nuklearen Markern fir den
gleichen Bestand beschrieben wurde (3,3 bzw. 3,0 fur EST-Marker bzw. 1soenzyme; vgl. Abb.
4.2-2). Die relativ zu den EST-Markern hohe Variation der Chloroplasten-Mikrosatelliten
spiegelt sich nicht in der Diversitdt wieder. Die berechnete alelische Diversitét fir den
Kranzberger Forst schwangt je nach cpSSR-Marker zwischen 1,30 (Pt63718) und 1,51
(Pt26081). Alle Diversitéts-Werte liegen unter dem des EST-Loci PAQ0066. Mit ener
alelischen Diversitdt von 1,66 ist Marker PAOO66 derjenige EST-Marker, der die geringste
Diversitét innerhalb der untersuchten Fichten anzeigt.

1 2 3 4 5 6 7 Abb. 4.2-3 L &ngenpolymorphismen der

interner Standard 150 150 150 150 150 150 150 cpSSR. Das ALFexpress-Fluorogram zeigt
cpSSRPi71036 | e st M o vl dlle drei Marker einer |, Multiplex*-
Reaktion; in der ersten Linie ist der externe
Standard aufgetragen; Linien 2 bis 7 sind
unterschiedlichen Haplotypen. Die Lénge
cpSSR-Pt26081| A5 115 494 16 315 115 der Fragmente ist in Basenpaare (bp)

110 110 110 110 110 110

interner Standard angegeben.

&5 e 10m0 99 a4

104 ad a9
PSSR-PE3718 | e

interner Standard &0

Werden die Chloroplasten-Mikrosatelliten miteinander zu Haplotypen kombiniert, dann ist
erwartungsgemal ein Anstieg der Vielfalt und Diversitdt zu verzeichnen. Sie erreichen die
Maximalwerte bel der gemeinsamen Betrachtung der drei untersuchten Chloroplastenmarker.
In der 100 Baume umfassenden Fichtenpopulation kdnnen 18 verschiedene 3-Locus
Haplotypen identifiziert werden. EIf dieser Haplotypen traten nur in einem Individum auf.
61% der Fichten tragen den als ,623" (gl. Abb. 4.2-4) bezeichneten (gl. Anhang 8.3)
vorherrschenden Chloroplastentyp. Auf der gleichen Ebene der Haplotypen wird fir die
angesprochene Population eine Diversitét von 2,57 berechnet (vgl. Tab. 4.2-2).
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Tab. 4.2-2  Genetische Variation in der Referenzpopulation Kranzberger Forst auf der
Grundlage von drei Mikrosatelliten-Markern des haploiden Chloroplastengenoms. n=

Diversitdt (GREGORIUS 1987).

CPSSR-Marker Allele/ Haplotypen Diversitat (n)
Einzdlocus

Pt63718 6 1,30
Pt26081 3 1,51
Pt71936 3 1,49
Haplotypen ( 2- bzw. 3-L oci)

Pt63718 + Pt26081 11 1,84
Pt63718 + Pt71936 10 1,88
Pt26081 + Pt71936 8 2,15
Pt63718 + Pt26081 + Pt71936 18 2,57

SEO0OE A H B wd
(e}
N
N
Haplotypen

]
x
x
X

61%

Abb. 4.2-4 Haufigkeit der identifizierten Haplotypen in der Population Kranzberger Forst.
Die Bezeichnung XXX fasst Haplotypen mit Haufigkeiten unter 1% zusammen. Die
Nomenklatur der Haplotypen ist in Anhang 8.3 zu finden.
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4.3 Genetische Untersuchungen in stark belasteten Fichtenpopulationen

43.1 Sensitiveund tolerante K ollektive gegentiber Schwer metall- und SO->-Beastung

In der mit Schwermetall und SO, belasteten SpiS Region (Slowakei) wurden mit der
Paarmethode auf zwei Versuchsfléchen sensitive und tolerante Fichten fir genetische
Untersuchungen beprobt. An 12 der 26 auserwahlten Paare der Flache A und 11 Paaren der
Flache B wurden zusédtzliche Untersuchungen zum Zustand der kutikularen Wachse
durchgefihrt (MANKOVSKA, personliche Mitteilung).

Der in Abbildung 4.3-1 dargestellte Schadigungsgrad der epicuticularen Wachsschicht macht
deutlich, dass durch die vorherrschende Umweltbelastung die as tolerant eingestuften
Individuen im geringeren Mal3e beeintrachtigt sind als die sensitiven. Mit Werten von 3,47
und 3,40 (Flache A bzw. Fléche B) sind die Unterschiede zwischen den sensitiven
Kollektiven beider Flachen sehr gering. Sie unterscheiden sich jedoch deutlich von den
entsprechenden toleranten Kollektiven. Die toleranten Fichten der Versuchsfléche B zeigen
mit 2,64 einen geringeren Beschadigungsgrad auf als die toleranten Individuen der Fléche A
mit 2,92.

Schéadigungsgrad

0 T T T T
sensitiv  tolerant sensitiv  tolerant

Flache A FlacheB

Abb. 4.3-1  Schadigungsgrad von sensitiven und toleranten Fichten, der am Zustand der
epicuticularen Wachsschicht bestimmt ist. Die angegebenen Mittelwerte basieren auf die
Untersuchung von 12 und 11 Paaren fur Flache A bzw. Flache B (MANKOVSKA, personliche
Mitteilung). Mittelwerte, die sich statistisch nicht voneinander unterscheiden, sind mit dem
gleichen Buchstaben gekennzeichnet (t-Test).

* Quantifizierung genetischer Variation anhand von Kern-Markern

Alle 8 DNA-Loci, die in der genetischen Inventur eingesetzt wurden, zeigen in jedem der vier
Teilkollektive Variation. Anders ist esim Fall der sich auf 19 Isoenzym-Genloci beziehenden
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Referenzdaten. In den Teilkollektiven der beschédigten Baume sind 17 bzw. 15 Loci
polymorph. Das ist weit aus mehr als in den Teilkollektiven vitaler Baume, wo nur 11 bzw.
10 Isoenzym-Genloci Variation zeigen (vgl. Tab 4.3-1).

Anhand der alelischen Vielfalt konnen deutliche Unterschiede zwischen toleranten und
sensitiven Kollektiven nachgewiesen werden. Sowohl mit den DNA-Markern wie auch mit
den Isoenzym-Genmarkern ist an den Kollektiven toleranter Fichten eine geringere Anzahl an
Allelen zu beobachten. Diese Erkenntnisse werden in beiden untersuchten Besténden belegt
(vgl. Tab. 4.3-1). Abbildung 4.3-2 entstand durch Addition aller identifizierten Allele an den
27 analysierten nuklearen Loci. In ihr ist zu sehen, dass sich insgesamt unter den toleranten
Individuen der Flache A 65 Allelvarianten identifizieren lassen, d.h. 14 weniger als bei den 26
sengitiven Fichten. Auch im Kollektiv-B toleranter Fichten sind 65 Allelvarianten zu
beobachten. Dies sind 11 Allele weniger alsin dem sensitiven Kollektiv der gleichen Flache.

Tab. 4.3-1  Genetische Variation (Genpool) in sensitiven und toleranten Fichtenkollektiven
auf der Basis von 8 DNA-Markern und Referenzdaten (19 Isoenzym-Genloci). Jewells die
kleinsten Werte innerhalb einer Versuchsflache sind unterstrichen N= 26 Individuen pro
Kollektiv.

Variationsmalie Marker Flache A FlacheB
senditiv. - tolerant sengtiv. tolerant
Polymor phe L oci DNA 8 8 8 8
| soenzyme 17 11 15 10
Allele/ Locus (Np) DNA 4,38 3,62 4,25 4,13
|soenzyme 2,32 1,89 2,21 1,68
Genotypen / Locus (Ng) DNA 6,25 5,63 6,13 6,00
Isoenzyme 2,53 211 2,26 184
Diversitét (Vajiele) DNA 1,87 1,79 1,81 1,78
|soenzyme 1,16 112 1,12 1,09
Differenzierung (d Tajae) DNA 0,47 0,45 0,46 0,45
Isoenzyme 0,14 0,11 0,11 0,09
Diversitét (Vsenotypen) DNA 2,58 2,36 2,36 2,35
|soenzyme 1,27 1,19 121 1,15
Differenzierung (d Toenotypen) DNA 0,64 0,60 0,60 0,60
| soenzyme 0,22 0,17 0,19 0,14
Beobachtete Heterozygotie (H,) DNA 0,45 0,43 0,45 0,42
|soenzyme 0,14 0,11 0,11 0,08
Bedingte Heter ozygotie (H,) DNA 0,75 0,71 0,70 0,69
| soenzyme 0,83 0,80 0,79 0,70
Fixierungsindex (F <) DNA 0,05 0,01 0,01 0,08
|soenzyme -0,03 -0,04 0,03 0,02
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Die potentielle Anzahl von Genotypen in einer Population wird durch die Anzahl der Allele
an den einzelnen Loci bestimmt. Entsprechend fallt in den untersuchten Bestdnden die
genotypische Vielfalt bel den toleranten Kollektiven geringer as bei den sensitiven
Kollektiven aus. Je nach der Versuchsflache (A - B) konnten mit den DNA-Markern im
Durchschnitt 6,25 - 6,13 Genotypen pro Locus in den toleranten Kollektiven und 5,63 - 6,00
Genotypen pro Locus in den sensitiven Kollektiven identifiziert werden.

beobachtete
Allelean:

O 8 DNA-Loci
m 19 Isoenzymgenloci

Anzahl beobachteter Allele

sensitiv - tolerant sensitiv. tolerant

Flache A Flache B

Abb. 4.3-2 Anzahl beobachteter Alldvarianten in sensitiven und toleranten Fichten-
kollektiven.

Die alelische Diversitét, die ja nicht nur die alelische Vielfalt, sondern auch die Haufigkeiten
des Auftretens der Allele berlicksichtigt, zeigt nur geringe Unterschiede zwischen den
Kollektiven. Diese sind jedoch gerichtet. Beide Markerklassen zeigen auf beiden
Versuchsfldchen eine Differenz zu Gunsten sensitiver Teilkollektive, in denen eine hohere
Diversitdt vorzufinden ist. Dieser Trend ist auch an der Differenzierung der Kollektive auf
Allelebene zu beobachten (vgl. Tab 4.3-1). Auf der hoheren Ebene, die der Genotypen, sind
auch in den sensitiven Kollektiven beider Flachen (A und B) die hdheren Diversitétswerte
und Differenzierungswerte zu finden. Dabel zeigen Isoenzyme grofdere Unterschiede as die
DNA-Marker.

Wie schon zuvor bel der Vidfat, Diversitét und Differenzierung unterstiitzen auch bel der
Beschreibung der individuellen Vielfalt (Heterozygotie) beide untersuchten Markertypen den
gleichen Trend. Auch wenn sich die absoluten Heterozygotiewerte zwischen den DNA-
Markern und den Isoenzym-Genloci sehr unterscheiden, weisen beide auf einen geringeren
Heterozygotiegrad innerhalb der Fichten der toleranten Kollektive. Dies bedeutet in Zahlen
ausgedrickt: Mit den DNA-Markern wurde ein Heterozygotiegrad von 45% in beiden
sensitiven Kollektiven beschrieben, wahrend die toleranten Kollektive (A-B) um 2%-3%
Punkte darunter liegen. Isoenzym-Genmarker belegen einen Heterozygotiegrad von 14%-11%
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bei den beschadigten Fichtenkollektiven (A-B). 3% Punkte darunter liegt der der gesunden
Fichtenkollektive (A-B). Trotz Unterschieden zwischen DNA-Markern und Isoenzym-
Genmarkern beziglich der Absolutwerte in der Heterozygotie zeigen beide Markertypen in
alen Kollektiven Fixierungswerte (Fs), die nahe an Null liegen.

Es ist zu berlcksichtigen, dass einzelne Loci beziglich der beobachteten Heterozygotie
gegengesetzte Ergebnisse liefern (vgl. Abb. 4.3-3). In Abbildung 4.3-3 sind solche Marker
dargestellt, die auf beiden untersuchten Flachen gleiche Trends zeigen. Marker PA0034,
PAO043 und LAP-B zeichnen sich durch hohere Heterozygotiegrade bei den sensitiven
Kollektiven aus. Im Gegensatz hierzu beschreiben Marker PA0O038 und PAO066 bei den
toleranten Kollektiven einen hdheren Anteil an Heterozygoten. Besonders aufféllig sind die
uneinheitliche Werte von Marker PA0066. Wahrend in der Flache A im toleranten Kollektiv
ca. 25 ma mehr heterozygote Individuen zu finden sind als im senstiven Kollektiv,
unterscheiden sich in der Flache B die Kollektive nur geringflgig.

Versuchsflache A Versuchsflache B

PA0002 PA0002
1 1

Mittelwer : PA0005 Mittelwer 0-8{ PA0005
. 0.6
0
Q

__—+—PACD34 Cad7 /'/./HAOOM

PA0038 PA006!

PA0055 PA0043

sensitivesKollektiv = tolerantesKollektiv

sensitiv; Flache A

tolerant; Flache A

sensitiv; Flache B

Heterozygotie

tolerant; Flache B

PAO034 PA0043  LAP-B PAO038  PA0066
Loci Loci

Abb. 4.3-3  Heterozygotenanteil in sensitiven und toleranten Fichtenkollektiven gemessen
an ausgewahlten Markern.
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Der mit den 8 DNA-Markern berechnete allelische Abstand (D) zwischen den Kollektiven
betréagt zwischen 9% und 16%. Im Dendrogramm (/gl. Abb. 4.3-4) ist zu erkennen, dass
keine besonderen Gruppen mit toleranten oder sensitiven Kollektiven gebildet werden.
Vielmehr ist es das sensitive Kollektiv der Flache A, das sich von den anderen untersuchten
Teilkollektiven abgrenzt. Diese besondere Stellung des Kollektivs (sensitiv- Flache A)
gegeniiber den restlichen Kollektiven wird auch von den 19 Isoenzym-Genmarkern getragen.
Auch hier bilden drei Kollektive eine Gruppe, die sich von dem einen sensitiven Teilkollektiv
der A Fléche eindeutig trennt (vgl. Abb. 4.3-4).

DNA-Marker
tolerantes Kollektiv Flache A
' tolerantes Kollektiv Fléche B
sensitives Kollektiv Flache B
sensitives Kollektiv Flache A
0.01
| soenzymGenmarker
sensitives Kollektiv Flache B
tolerantes Kollektiv Flache B
tolerantes Kollektiv Flache A
sensitives Kollektiv Flache A
0.01

Abb. 4.3-4  Dendrogramme anhand der allelischen Abstdnde fir 8 DNA-Loci und 19
| soenzym-Genloci.

Die statistische Uberpriifung ergab, dass an keinem der 27 untersuchten nuklearen Loci
statistisch signifikante Unterschiede zwischen toleranten Kollektiven beider Versuchsfléchen
in der genetischen Struktur bestehen. Bei dem Vergleich beider sensitiver Kollektive zeigen
lediglich Marker PA0038 und AAT-C signifikant voneinander abweichende alelische
Strukturen. Aus diesem Grund wurden bei diesen beiden Markern die Flachen weiterhin
getrennt betrachtet. FUr die restlichen 25 Marker wurden beide Flachen zusammengefasst und
das resultierende sensitive Grofkollektiv mit dem resultierenden toleranten Grof3kollektiv
einem neuen c®-Test unterzogen. Keiner der 25 so untersuchten Marker zeigt beztiglich
seiner genetischen Struktur Unterschiede zwischen dem sensitiven und dem toleranten
Kollektiv. Von den fir jede Flache getrennt ausgewerteten Markern PAO038 und AAT-C
zeigt nur der erste signifikante Unterschiede in den Allelhdufigkeiten. Allerdings ist dieser
Unterschied nur zwischen den sensitiven und toleranten Kollektiven der Flache A aufgetreten.
Auf der Fache B ist dieser Effekt nicht mehr zu finden. In Abbildung 4.3-5 ist gut zu
erkennen, dass das Kollektiv sensitiver Baume der A Flache dagenige ist, das sich in ihrer
Allelhaufigkeit von den drel weiteren Kollektiven distanziert. Allel B ist ca 20% Punkte
haufiger im Kollektiv sensitiv-A vertreten als in den restlichen 3 Kollektiven.
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Abb. 4.3-5 Allehaufigkeiten des EST-Markers PAOO38.
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Desweiteren zeigt bezlglich der Haufigkeiten der Genotypen keiner der 27 untersuchten
nuklearen Marker Abweichungen zwischen toleranten und sensitiven Kollektiven.

Die Berechnung der Diversitét von den Grof3kollektiven sensitiver und toleranter Individuen
und der anschlief3ende Permutationstest ergeben an keinem der einzelnen 8 DNA-Loci oder
19 Isoenzym-Genloci signifikante Unterschiede f/gl. Anh. 8.4). Aber die Betrachtung aller
Isoenzym-Genmarker als Genpool erlaubt es, einen kleinen aber statistisch signifikanten
Unterschied zwischen den Grofkollektiven zu identifizieren. Mit einem Diversitdtswert von
1,14 liegt die Gruppe aler sensitiven Fichten Gber dem der toleranten mit nur 1,11.

» Quantifizierung genetischer Variation anhand von Chloroplastenmarkern

In den fir diese Studie untersuchten 104 Fichten wurden 20 unterschiedliche
Chloroplastentypen identifiziert. Nur sechs der Haplotypen, namlich ,223%, 613", ,614",
,622, 623" und , 624" werden von mehr als 5% der Fichten getragen. Uber alle Kollektive
hinweg betrachtet gehtren mit 30% Haplotyp ,,623* und mit 20% Haplotyp , 614" zu den am
haufigsten auftretenden Typen.

Die globale Charakterisierung der einzelnen Kollektive, wie sie in Tabelle 4.3-2 dargestellt
ist, lésst keine bestimmten Trends zwischen gesunden und kranken Fichten erkennen. Die
vorkommenden Unterschiede sind nicht gerichtet und widersprichlich zwischen den zwel
untersuchten Bestdnden. Diese Aussage trifft auf die Haplotypen-Vielfat, aber auch auf die
Diversitét und Differenzierung zu. In der Versuchsflache A wurden zwischen den sensitiven
Fichten neun Haplotypen gefunden - einer weniger as unter den toleranten Baumen. In der
zweiten Versuchsfldche invertiert sich die Situation. Mit 11 Haplotypen war unter den
toleranten Individuen ein Haplotyp weniger as im sensitiven Kollektiv zu finden. Diversitét
und Differenzierung sind gleichermal3en von ungleichen Tendenzen betroffen. In der Flache
A sind im toleranten Kollektiv die geringeren Werte vorzufinden, in der Flache B im
sengitiven  Fichtenkollektiv. Vielfalt und Diversitdtsmal3e liegen insgesamt bei  der
Versuchsflache A unter denen der B Flache (vgl. Tab. 4.3-2).
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Tab. 4.3-2  Durch Chloroplasten-Mikrosatelliten (Pt26081+Pt63718+Pt71936) nech-
gewiesene genetische Variation der untersuchten sensitiven und toleranten Fichtenkollektive.
Jawells die kleinsten Werte innerhalb einer Versuchsflache sind unterstrichen; N= 26
Individuen pro Kollektiv.

Variationsmalle Flache A FlacheB
sengtiv tolerant sengtiv. tolerant
Haplotypen 9 10 12 1
Diversitét (Viapiotypen) 5,83 4,57 5,83 7,19
Differenzierung (d Thapiotypen) 0,86 0,81 0,86 0,90

Die Haufigkeiten, mit denen bestimmte Haplotypen in gesunden und kranken Fichten
auftreten, unterscheiden sich statistisch nicht signifikant. Das gleiche Bild ergibt sich bei der
Betrachtung der Haplotypen-Diversitét der beiden Grofkollektive.

Dennoch, die Berechnungen der Diversitét auf niedrigeren Ebenen, das heildt, einzelne cpSSR
Loci oder die Kombination von nur zwei cpLoci, zeigen in einem Fall signifikante
Unterschiede beziglich der Diversitét zwischen toleranten und sensitiven Grof3kollektiven.
Bel Kombination der zwel Loci Pt63718 und Pt71936 zu Haplotypen ergibt sich folgendes
Bild: das Grof¥kollektiv sensitiver Fichten hat eine Diversitdt von 4,92 gegeniber den 3,23
des Grofkollektivs toleranter Fichten. Die Differenz von 1,68 ist nach einem Permutationstest
als signifikant ausgewiesen worden. In der Abbildung 4.3-6 sind die Haufigkeiten der mit
Loci Pt63718 und Pt71936 gebildeten Haplotypen zu sehen. In ihr ist zu erkennen, dass unter
den toleranten Fichten der Haplotyp ,6-3“ mit einem Anteill von 49% klar dominiert. Der
néchst-haufige Typ in diesem Grof¥kollektiv mit 21% ist Haplotyp ,6-4“. Anders ist die
Situation im Grof3kollektiv der sensitiven Fichten. Es gibt keinen dominierenden Typ, da ,, 6-
3" und ,, 6-4" mit 30% bzw. 29% fast gleich haufig vorkommen.

Dass diese Veranderung der genetischen Struktur zwischen toleranten und sensitiven
Kollektiven in beiden Versuchsflachen gleichermal3en stattfindet, kann von dem
Dendrogramm in Abbildung 4.3-6 abgeleitet werden. Der genetische Abstand, berechnet mit
den zwei-Locus-Haplotypen, zeigt grolere Abweichungen zwischen den Gruppen mit
unterschiedlicher Schadensauspragung als zwischen den Fléchen. Deshalb gruppieren sich
einerseits sensitive Tellkollektive und andererseits tolerante Kollektiven miteinander.
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Abb. 4.3-6  Haufigkeit der 2-Locus-Haplotypen (Pt63718 und Pt71936) sowie der als
Dendrogramm dargestellte genetische Abstand zwischen den Fichtenkollektiven.

43.2 Sensitiveund tolerante K ollektive gegentiber SO--Belastung

Nach ener intensiven SO»-Belastung im Winter 95/96 wurden auf den Versuchsfléchen
Altenberg und Bérenfels Nadelverluste von ca. 50-60% (mittlere Nadelverluststufe = 2,82)
Uber ale bonitierten Fichtenklone hinweg festgestellt. Zwischen den 24 am starksten
beschadigten (sensitiven) Klonen und den 24 vitasten (toleranten) Klonen beider
Versuchsflachen sind eindeutige Unterschiede bezlglich der durch SO,-Belastung
verursachten Nadelverluste nachzuweisen (gl. Abb. 4.3-7). In Bérenfels waren die Nadel-
verluste insgesamt etwas hoher als in Altenberg.
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Abb. 4.3-7  Mittlere Nadelverluststufe von sensitiven und toleranten Fichtenkollektiven.
Nadelverluststufe : 4 = 0-25%; 3 = 26-50%; 2 = 51-75%; 1 = 76-100%; N= 26 Individuen pro
Kollektiv; Mittelwerte, die sich statistisch nicht voneinander unterscheiden, sind mit dem
gleichen Buchstaben gekennzeichnet (t-Test).

* Quantifizierung genetischer Variation anhand von Kern-Markern

Betrachtet man die sensitivsten und tolerantesten Fichtenklone jewells as Kollektive, so
unterscheiden sie sich in ihrer genetischen Viefalt nur geringfigig (vgl. Tab. 4.3-3). Diese
Differenz sollte dennoch berlicksichtigt werden, da es immer die toleranten Kollektive sind,
die eine geringere allelische Vidfalt aufweisen. Auf der Versuchsflache in Altenberg hat das
tolerante Kollektiv im Durchschnitt 0,36 Allele pro Locus weniger. Etwas geringer fallt der
Unterschied in Bérenfels (0,13 Allele pro Locus) aus. Die Kollektive toleranter Fichtenklone
zeigen auch einen Verlust bel der genotypischen Vielfalt. Diese geringere Vielfalt belauft sich
in beiden Flachen auf 0,5 Genotypen pro Locus.

Bezuglich der Diversitdtss und Differenzierungsmalde unterscheiden sich sensitive und
tolerante Kollektive. Allerdings sind auf beiden Versuchsfléchen entgegengesetzte Tendenzen
festzustellen. Wahrend in der Versuchsflache Altenberg die sensitiven Fichten eine héhere
Diversitét zeigen, sind es in der Versuchsflache Bérenfels die toleranten Fichten, die eine
hohere Diversitdét aufweisen. Die gleiche Tendenz ist sowohl auf Allel- wie auch
Genotypebene zu beobachten.

Als Mittelwert aller DNA-Marker-Loci betrégt der Unterschied zwischen sensitiven und
toleranten Kollektiven in der beobachteten Heterozygotie 7% Punkte in Altenberg und 1%
Punkt in Béarenfels. Auf beiden Versuchsfl&chen sind die toleranten Individuen digjenigen, die
eine geringere individuelle Multiplizitdt aufweisen. Der Fixierungsindex zeigt nur im
Kollektiv der tolerante Fichten in Barenfels einen leichten Homozygoteniberschuss von 10%.
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Tab. 4.3-3  Genetische Variation (Genpool) in sensitiven und toleranten Fichtenkollektiven
auf der Basis von 8 DNA-Markern. Jewells die kleinsten Werte innerhalb einer Versuchs-
flache sind unterstrichen N= 24 Individuen pro Kollektiv.

Variationsmalie Altenberg Béarenfels
senstiv tolerant sensitiv tolerant
Allele/ Locus (Np) 4,25 3,89 4,13 4
Genotypen / Locus (Ng) 6 5,50 6 5,50
Diversitat (Vaiiee) 2,01 1,77 1,80 1,99
Differenzierung (d Tajee) 0,51 0,44 0,45 0,51
Diver Sitét (Voenotypen)
Differenzierung (d Teenotypen) 0,68 0,61 0,60 0,67
Beobachtete Heter ozygotie (H,) 0,51 0,44 0,45 0,44
Bedingte Heter ozygotie (H,) 0,75 0,74 0,76 0,63
Fixierungsindex (Fs) 0,02 -0,01 0,03 0,10

Die Betrachtung der beobachteten Heterozygotie an einzelnen Loci liefert ein sehr
heterogenes Bild. Marker PA0002, PAO0O5 und PAOO038 zeigen auf beiden Versuchsflachen
eine geringere Heterozygotie in den toleranten Kollektiven. Alle anderen Markern liefern fir
Altenberg und Bérenfels entgegengesetzte Ergebnisse (vgl. Abb. 4.3-8).

Versuchsfléche Altenberg Versuchsfldche Bérenfels
PA0002 PA0C02
1
Mittelwi 08 1 PA00O5 i :
H\\\ 06 A
0

PA0034

Cad? . PAOO

PAOOG/ / \\ PA0O38 \ PA0038
PA0OS \PAOO43

sensitives Kollektiv = tolerantes Kollektiv

Abb. 4.3-8 Heterozygotenanteil in sensitiven und toleranten Fichtenkollektiven.

Um mogliche Abweichungen der genetischen Struktur einzelner Genorte statistisch
abzusichern, wurde der c?-Test eingesetzt. Bei EST-Marker PA0034 und PA0055 konnten
die entsprechenden Kollektive beider Flachen nicht fir weitere Berechnungen ihrer
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alelischen Strukturen zusammengefasst werden. Grund hierfir sind bel Marker PA0034 die
toleranten Kollektive, die zwischen beiden Flachen signifikant voneinander abweichen. Bei
PAQO55 zeigen die sensitiven Kollektive beider Flachen eine signifikante Abweichung
voneinander. Fur diese beiden Marker wurden beide Versuchsflachen unabhéngig
voneinander ausgewertet, ohne dass signifikante Unterschiede in den Allelhdufigkeiten
aufgetreten sind.

Von den weiteren 6 DNA-Markern zeigte nur PAO002 statistisch signifikante Haufigkeits-
unterschiede der Allele zwischen den sensitiven und toleranten Grof3kollektiven. Auch bei
den Genotyphéaufigkeiten besteht ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Grofl3-
kollektiven. Aus Abbildung 4.3-9 kann entnommen werden, dass der homozygote Genotyp
AA in 9% dler sensitiven Fichten vorkommt. Dieser Anteil verdreifacht sich auf Gber 29% in
den toleranten Fichten. Die Verschiebung der Haufigkeit des Auftretens des Genotyps AA
wirkt sich auch auf den Heterozygotenanteil an diesem Locus aus. Er nimmt von 55% bel den
sensitiven auf 42% bei den toleranten ab.

Auf die unterschiedlichen genetischen Strukturen am Locus PAQ002 weist auch der
genotypische Abstand hin. Ohne Berticksichtigung der Versuchsflachen betrégt der
genotypische Abstand zwischen alen sensitiven und toleranten Individuen 20,7%. Die
grafische Darstellung eines auf genotypischen Absténden basierenden Dendrogrammes (vgl.
Abb. 4.3-9) zeigt, dass enerseits sensitive Kollektive und andererseits tolerante Kollektive
beider Versuchsflachen Gruppen bilden. Die Differenzierung von sensitiven und toleranten
Fichtenkollektiven findet also sowohl in Altenberg wie auch in Bérenfels statt.

Haufigkeit der Genotypen

Grofkollektiv Grofollektiv
sensitiv A+B tolerant A+B

9%

Genotyp
29%

29%

36% EAA

OAB

42%

Genotypischer Abstand

sensitivesKollektiv Altenberg

sensitivesKollektiv Barenfels

— tolerantesKollektiv Altenberg
I tolerantesK ol lektiv Bérenfels

0,1

Abb. 4.3-9  Genotyphaufigkeiten des Markers PA0002 sowie die als Dendrogramm
dargestellten genotypischen Absténde.
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Die Berechnung der Diversitét von den Grof3kollektiven sensitiver und toleranter Individuen
und der anschlief3ende Permutationstest ergeben nur fir den angesprochenen Locus PA0002
statistisch signifikante Unterschiede (vgl. Anhang 8.4). Die Diversitét der toleranten Fichten
liegt an diesem Locus mit 2,00 Uber der Diversitét der sensitiven Individuen mit 1,86.

* Quantifizierung genetischer Variation anhand von Chloroplastenmarkern

In den fUr diese Studie untersuchten 96 Fichten wurden 16 unterschiedliche Chloroplasten-
typen identifiziert. Nur drei der Haplotypen, ndmlich ,622“, ,623" und ,624" treten in
Haufigkeiten von tber 5% auf. Uber alle Kollektive hinweg betrachtet ist Haplotyp ,623¢ mit
48% der am héaufigsten auftretende Typ.

Die genetische Viefalt wurde anhand des Auftretens verschiedener Haplotypen innerhalb der
einzelnen Kollektive quantifiziert. Diesbeziiglich ist kein eindeutiger Trend zwischen
sensitiven und toleranten Klonkollektiven zu erkennen (vgl. Tab. 4.3-4). Im Gegensatz zur
Haplotypenvielfalt sind an der Diversitéd und Differenzierung eindeutige Unterschiede
zwischen sensitiven und toleranten Kollektiven zu erkennen. Es sind die Kollektive der
vitaleren Fichten, die eine hthere Diversitét und Differenzierung aufweisen (vgl. Tab. 4.3-4).

Die statistische Uberprifung der Haplotyphaufigkeiten ergab signifikante Unterschiede
zwischen toleranten und sensitiven Grofkollektiven. Wie im Abbildung 4.3-10 zu erkennen
ist, tragen 60% aler sensitiven Fichten den Haplotyp ,,623". Als zweit haufigster Haplotyp
tretet Haplotyp ,,624* mit 13% auf. Demgegeniber tragen nur 34% der toleranten Individuen
den Haplotyp ,,623* und 26% den Typ ,,624“. Auch die weniger haufigen Typen nehmen bei
den toleranten Fichten zu.

Tab. 4.3-4  Durch Chloroplasten-Mikrosatelliten (Pt26081+ Pt63718+Pt71936) nech-
gewiesene genetische Variation der untersuchten sensitiven und toleranten Fichtenkollektive.
Jeweils die kleinsten Werte innerhab einer Versuchsflache sind unterstrichen; N= 24 Indi-
viduen pro Kollektiv.

Variationsmalie Altenberg Béarenfels
sensitiv tolerant sendtiv.- tolerant
Haplotypen 8 11 7 7
Diversitét (Viaplotypen) 2,17 5,69 2,55 3,69
Differenzierung (d Thapiotypen) 0,56 0,86 0,68 0,76

Der genetische Abstand, berechnet anhand der Haplotypen, betrégt 41% zwischen dem
Grofkollektiv sensitiver und toleranter Fichten. Aus dem Dendrogramm in Abbildung 4.3-10
geht hervor, dass sensitive Kollektive beider Versuchsflachen eine Gruppe bilden und die
toleranten Kollektive sich in einer zweiten Gruppe zusammenfiigen. Das verdeutlicht, dass
die vorgestellten Befunde unabhangig von den Versuchsflachen sind.
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Haufigkeit der Haplotypen

Grofkollektiv Grofkollektiv
sensitiv A+B tolerant A+B

4% 9%

Loci

Pt63718
Pt26081
Pt71936

moe622

0623
m 624

XXX

13%

Haplotypen

26%

Genetischer Abstand anhand der Haplotypen

sensitives Kollektiv Altenberg

sensitives Kollektiv Barenfels

tolerantes Kollektiv Altenberg

tolerantes Kollektiv Barenfels

0.1

ADbb. 4.3-10 Haplotyphaufigkeiten sowie der as Dendrogramm dargestellte genetische
Abstand zwischen den Fichtenkollektiven anhand der Hapl otypen.

Aus der Berechnung der Diversitét der 3-Locus-Haplotypen beider Grof3kollektive ergeben
sich Werte von 2,41 fiur die sensitiven und 4,90 fur die toleranten Fichten. Die daraus
resultierende Differenz von 2,49 ist statistisch hochsignifikant (Permutationstest; a <1%; vgl.
Anhang 8.4). Auch an den 2-Locus-Haplotypen Kombinationen Pt63718+Pt71936 und
Pt26081+Pt71936 sowie an dem Locus Pt26081 lassen sich hochsignifikante bzw.
signifikante Diversitdtsunterschiede zwischen toleranten und sensitiven Grof3kollektiven
erkennen (vgl. Anhang 8.4).

4.3.3 Sensitiveund toler ante K ollektive gegeniiber Streusal zbelastung

In dem von erheblichen Salzschéaden betroffenen Monichswald wurden in zwel benachbarten
Fichtenbesténden (Flache ANA und ANB) je 35 Paare sensitiver und toleranter Individuen
untersucht. Von den ausgewdahlten Baumen wurden nicht nur Knospen fir die genetischen
Untersuchungen herangezogen, sondern auch Nadeln des letzten Jahrganges zur Analyse der
Chloridbelastung.
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Die fur ein Kollektiv as Mischprobe untersuchten Nadeln ergeben eindeutige Unterschiede in
ihrem Chloridgehalt. Zwar zeigen sowohl sensitive wie auch tolerante Fichtenkollektive
gegenlber unbelasteten Baumen einen erhohten Chloridgehalt auf, (vgl. Abb. 4.3-11) aber bei
den Nadeln der sensitiven Individuen lasst sich drei (Flache ANA) bis vier ein halb (Flache
ANB) mal mehr CI als in den toleranten B&umen feststellen. Nadeluntersuchungen, die an 10
Einzelbdumen der Flache ANA erfolgten, belegen die Ubereinstimmung der optischen
Schadensansprache mit dem CI Gehalt der Nadeln. Wéhrend bei funf Individuen, die klare
Salzschadensympthome zeigen (sensitiv) zwischen 1,51mg/g bis 3,53mg/g CI' nachweisbar
sind, kénnen bel den flnf vitalen Fichten lediglich 0,34 mg/g bis 0,77 mg/g CI in den Nadeln
festgestellt werden (BAYERISCHEN LANDESANSTALT FUR WALD UND FORSTWIRTSCHAFT -
SACHGEBIET I1).

CI"(mg/g TS)
N w S [6)] (o]

[N

Shbdensel ilwelle* . s %:
0

sensitiv tolerant sensitiv tolerant
Flache ANA Flache ANB

Abb. 4.3-11 Salzgehalt an Nadelmischproben sensitiver und toleranter Fichtenkollektive.
* BAYERISCHEN LANDESANSTALT FUR WALD UND FORSTWIRTSCHAFT - SACHGEBIET |l.

» Quantifizierung genetischer Variation anhand von Kern-Markern

Wie schon in den Fallstudien zuvor kamen auch bei diesen Untersuchungen sowohl
Isoenzym-Genmarker wie auch DNA-Marker zum Einsatz. Tabelle 4.3-5 verschafft einen
Uberblick der Ergebnisse der durchgefiinrten genetischen Untersuchung. In ihr sind fur jede
Markerklasse und jeden Fichtenkollektiv die Gber mehrere Loci hinweg gemittelten Werte
genetischer Viedfalt und Diversitdt aufgefuhrt. Bezlglich der genetischen Vielfalt ist zu
bemerken, dass die Unterschiede zwischen den Teilkollektiven gering ausfallen. Die Anzahl
Allele pro Locus in den zwel Versuchsfléchen zeigt keinen einheitlichen Trend (vgl. Tab. 4.3-
5). Anders hingegen ist es bei Betrachtung der vorhandenen Genotypen. Auch wenn die
Differenz der genotypischen Vielfalt zwischen Kollektiven nur bei 1 bis 0,05 Genotyp/Locus
liegt, sind diese Unterschiede gerichtet. Auf beiden Untersuchungsflachen sind es die
Kollektive toleranter Fichten, in denen sich weniger Genotypen finden lassen. Dieses trifft
sowohl fur die Isoenzym- wie auch DNA-Marker zu.

Weitere Trends, die auch von beiden Markertypen gestitzt werden, liegen in den
Diversitdtsmalden vor. Die aléische und genotypische Diversitét falt auf Flache ANA und
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ANB fir die toleranten Individuen geringer aus (vgl. Tab. 4.3-5). Diese Unterschiede werden
auch von dem zwischen 0 und 1 genormten Differenzierungsmal? wiedergespiegelt. Lediglich
auf der Flache ANA wird mit 1soenzymen ein gleich hoher Grad an Differenzierung innerhalb
der toleranten und sensitiven Kollektive beschrieben.

Tab. 4.3-5  Genetische Variation (Genpool) in sensitiven und toleranten Fichtenkollektiven
auf der Basis von 8 DNA-Markern und 19 Isoenzym-Genloci. Jeweils die kleinsten Werte
innerhalb einer Versuchsflache sind unterstrichen N= 35 Individuen pro Kollektiv.

Variationsmalie Marker Flache ANA Flache ANB
sengtiv - tolerant sengitiv- tolerant
Allele/ Locus (Np) DNA 4,25 4,38 4,38 3,62
|soenzyme 2,37 2,42 2,37 2,37
Genotypen / Locus (Ng) DNA 7,50 7,13 7,38 6,38
Isoenzyme 321 3,16 311 3,00
Diversitét (Vajiele) DNA 2,08 191 1,96 1,87
|soenzyme 131 1,30 1,32 1,30
Diferenzierung (d Tanee) DNA 0,53 0,48 0,50 047
| soenzyme 0,24 0,24 0,25 0,24
Diversitét (Vsenotypen) DNA 2,98 2,56 2,70 2,48
|soenzyme 151 147 1,50 147
Diferenzierung (d Teenotypen) DNA 0,68 0,63 0,65 0,61
| soenzyme 0,33 0,33 0,34 0,33
Beobachtete Heterozygotie (H,) DNA 0,48 041 0,48 0,38
|soenzyme 0,19 0,19 0,22 0,21
Bedingte Heter ozygotie (H,) DNA 0,66 0,65 0,71 0,57
| soenzyme 0,56 0,54 0,64 0,64
Fixierungsindex (Fs) DNA 0,06 0,12 0,01 0,17
|soenzyme 0,18 0,21 0,04 0,11

In der Ermittlung der Heterozygotiemal3e der vier verschiedenen Genpools ist en
unterschiedliches Verhadten der Markertypen (Isoenzyme gegentber DNA-Marker) zu
verzeichnen. Isoenzym-Genmarker zeigen nur eine geringe Variation der mittleren
beobachteten Heterozygotie. Diese bewegt sich zwischen 19% fir beide Teilkollektive der
Flache ANA und 21% bzw. 22% fir die toleranten bzw. sensitiven Fichten der Flache ANB.
Damit unterscheiden sich die untersuchten Flachen ANA und ANB in ihrem mittleren
Heterozygotiegrad stéarker voneinander, als sensitive und tolerante Teilkollektive einer
Versuchsfléche. Der Unterschied zwischen den Versuchsflachen ist auch am Fixierungsindex
zu erkennen. Wahrend in der Flache A ein Homozygotenlberschuss von 18% his 21%
vorhanden ist, betrégt dieser in Fléche B nur 4% bis 11%.
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Im Gegensatz zu den Isoenzym-Genmarkern weisen die mit DNA-Markern ermittelten
Heterozygotiemal®e zum Teil erhebliche Unterschiede zwischen toleranten und sensitiven
Fichtenkollektive auf (vgl. Tab. 4.3-5 und Abb. 4.3-12). Es sind die toleranten Teilkollektive,
die eine geringere individuelle genetische Variation vorweisen. Die vitalen Fichten der Flache
ANA liegen mit ihrem Mittelwert der beobachteten Heterozygotie von 41% um 7% Punkig
unter dem der erkrankten Fichten (Fis= 6% vs. 12%). Auf der zweiten Flache (ANB) ist der
Unterschied zwischen toleranten und sensitiven Kollektiven mit 10% Punkten noch markanter
(38% zu 48%; Fis= 1% vs. 17%; vgl. Tab. 4.3-5).

>

Die im vorangegangenen Abschnitt dargestellten Ergebnisse konnen auch bel der Betrachtung
der individuellen Heterozygotiegrade nachvollzogen werden. Aus der Abbildung 4.3-12 geht
hervor, dass der Antell an Fichten, die mehr als drel der acht untersuchten DNA-Loci im
heterozygoten Zustand besitzen, bel den sensitiven Kollektiven hoher as bei den toleranten
Kollektiven ist. 57% der sensitiven Individuen auf Flache ANA und 63% der beschadigten
Fichten auf Flache ANB weisen mehr als drei heterozygot besetzte Loci auf. Hingegen sind es
unter den vitalen Baumen nur 39% (ANA) bzw. 37% (ANB), die eine Mischerbigkeit an metw
as drei Loci zeigen. Die Betrachtung der gleichen Heterozygotiestufe (mehr als dre
heterozygote Loci) bei den 19 Isoenzym-Genloci liefert den gleichen Trend hin zu einer
geringeren Heterozygotie der toleranten Fichten (vgl. Abb. 4.3-12). Bel dem Vergleich der
Versuchsflachen zeigt sich folgender Trend: Kollektive, die vom d&lteren Fichtenbestand
stammen (ANA), haben einen Anteill von 51% bzw. 47% (sensitiver bzw. toleranter
Kollektiv) an Fichten mit Uber drei heterozygoten Isoenzym-Genloci. Dieser Anteil erhoht
sich in den Kollektiven des jingeren Fichtenbestandes (ANB) auf 71 % bzw. 63% (sensitivgr
bzw. toleranter Kollektiv).

t
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Flache ANA Flache ANB Flache ANA Flache ANB

Abb. 4.3-12 Haufigkeitsverteilung der individuellen Heterozygotie in sensitiven und
toleranten Kollektiven an 8 DNA-Markern bzw. 19 Isoenzym-Genmarkern.

Abbildung 4.3-13 erlaubt einen Einblick in die Heterozygotie an jedem einzelnen Locus. Bis
auf eine Ausnahme (PA0055) werden in den toleranten Kollektiven mit keinem der DNA-
Marker die Heterozygotiewerte der sensitiven Individuen erreicht. Sie unterstiitzen somit die
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Aussage einer geringeren Heterozygotie innerhalb der toleranten Kollektive. Die erwéhnte
Ausnahme ist Marker PAOOS55, bei dem in beiden Versuchsfldchen unter den toleranten
Fichten hohere Heterozygotiegrade vorzutreffen sind /gl. Abb. 4.3-13). Isoenzym-Genloci
zeigen ein sehr uneinheitliches Bild. Einzelne Loci (LAP-A; SKD-H; NDH-B und AAT-C)
zeigen eine erhohte Heterozygotie bei den Kollektiven toleranter Fichten. Hingegen sind
andere Loci (PGI-B, AAP-B und 6PGDH-C) bei den sensitiven Fichten haufiger mit zwel
Allelen besetzt.

Versuchsflache A Versuchsflache B
PA0002 PA0002
1 1
Mittelwer . PA0005 Mittelwer 0.8 1 PA0005
\ . \ 0.6
A 0

/ PA0034 Cad7 =~ / PA0034

\ PA0038 PA 0066/ \ PA0038

PA0DS5 PA0043 PAQOS5 PAQ0A3

sensitives Kollektiv = tolerantes Kollektiv

Abb. 4.3-13 Vergleich der Heterozygotenanteile zwischen sensitiven und toleranten
Fichtenkollektiven gemessen an den DNA-Markern.

Die datistische Prifung der alelischen und genotypischen Haufigkeiten sensitiver und
toleranter Kollektive ergeben fir keinen der 19 untersuchten Isoenzym-Genmarker
signifikante Differenzen. Ein anderes Bild bieten die acht verwendeten DNA-Marker. Hier
zeigen zwei Marker, PAOOO5 und PAQO66, signifikante Unterschiede in der Haufigkeit, mit
der bestimmte Allele bei toleranten und sensitiven Grof¥kollektiven auftreten. Die
signifikanten Unterschiede setzen sich auf Genotypebene fort. Dass es zur Abweichung der
Allel- und Genotyphaufigkeiten zwischen sensitiven und toleranten Teilkollektiven in beiden
Versuchsflachen kommt, ist der Abbildung 4.3-14 zu entnehmen. Die Haufigkeitsunterschiede
steigen weiter an, wenn beide Loci gemeinsam als Multilocustypen ausgewertet werden.
Unter der gemeinsamen Betrachtung der toleranten Kollektive beider Flachen (ANA+ANB)
ist festzustellen, dass der doppelthomozygote AA-BB (PA0005-PA0066) mit einem 63% igen
Anteil der eindeutig dominante Typ ist. Gefolgt wird er erst mit einem 17% igem Anteil von
dem Multilocustypen AA-BD (PAOO005-PAQ066; vgl. Abb. 4.3.15). Im Gegensatz dazu
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kommt im Grof¥kollektiv der zusammengefassten sensitiven  Kollektive  der
doppelhomozygote Typ AA-BB (PA0005-PA0066) nur in 31% der Fichten vor. Mit 27%
Haufigkeit ist der Multilocustyp AA-BD (PAOO005-PA0066) der zweit haufigste Genotyp
dieses Kollektivs.

EST-PA0005
Allelhaufigkeiten Genotyphaufigkeiten
100% 100%
90% | 90%
80% | 80%
70% || Allele 70%
60% || BB 60% OBB
50% || 50% HAs
40% e @A 40%
30% || 30% H AA
20% || 20%
10% - 10%
0% = = 0% o "
sensitiv. tolerant sensitiv  tolerant sensitiv  tolerant
Flache ANA Flache ANB Flache ANA Flache ANB
EST-PA0066
Allelhaufigkeiten Genotyphaufigkeiten
Genotypen
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Ooc mBC
Bb OAB
@B =bD
BD
mBB
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Abb. 4.3-14 Unterschiede in den Allel- und Genotyphaufigkeiten der DNA-Marker PA0005
und PAO066 zwischen toleranten und sensitiven Teilkollektiven.

Grof3kollektiv Grof3kollektiv

sensitiv ANA+ANB tolerant ANA+ANB
Multilocusgenotypen
PA0005-PA 0066

B AA-BB
0 AA-BD
& AB-BB
AB-BD
XX-XX

17%

31%

15%

27%

Abb. 4.3-15 Haufigkeit der Multilocusgenotypen (PA0005-PA0066) in den Grof3kollektiven
sengitiver und toleranter Fichten. N= 70 Individuen pro Grof¥kollektiv; Die Multilocus-
bezeichnung XX-XX fasst neun Genotypen mit Einzelhaufigkeiten < 5% zusammen.
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Der hohe Anteil doppelhomozygoter AA-BB Typen unter den toleranten Individuen hat auch
eine direkte Auswirkung Uber die Heterozygotie in den Kollektiven. Werden nur die Marker
PA0005 und PA0066 ausgewertet, betragt die Heterozygotie bel dem Grof3kollektiv sensitiver
Fichten 38% und fallt bei den toleranten Grof3ollektiv auf 19% zurtick.

Zur Quantifizierung der Unterschiede zwischen den Haufigkeitsvertellungen der
Grofkollektiven wird das Mald der genetischen Absténde (D) von GREGORIUS (1974)
eingesetzt. Aus Tabelle 4.3-6 geht hervor, dass auf Allel-Ebene der grofite genetische Abstand
zwischen beschéadigten und vitalen Fichten vom Marker PAO066 nachgewiesen wird. An
diesem Locus unterscheiden sich die dlelischen Strukturen beider untersuchten
Groflkollektive zu 13,4%. Dieser liegt 5% Punkte Gber dem ermittelten Abstand anhand der
restlichen sechs DNA-Markern und 10% Punkte Uber dem mit 19 Isoenzym-Genmarkern
berechneten Genpoolabstand (vgl. Tab. 4.3-6). Bei Erhohung der Betrachtungsebene auf
Genotypen bzw. Multilocustypen nimmt der genetische Abstand erwartungsgemald zu.
Zwischen den anaysierten Grof¥kollektiven ist der grofdte genetische Abstand, nédmlich
35,8%, bel der gemeinsamen Auswertung der Marker PAO0O5 und PA0066 as
Multilocusgenotypen zu finden

Tab. 4.3-6  Genetische Absténde zwischen den Grof3kollektiven sensitiver und toleranter
Fichten. N= 70 Individuen pro Grof¥kollektiv; In der Berechnung des genetischen Abstandes
des DNA-Loci Genpools sind alle Marker auf3er PAOO05 und PA0066 berticksichtigt.

Marker Betrachtungsebene genetischer Abstand

PAOOO5 Daieie) 7,1%
D(Genotypen) 1515%

PA 0066 Daiiee) 13,4%
D(Genotypen) 2812%

PAO00O05+PA0066 D muttitocus) 35,8%

Genpool (19 I soenzym-Genloci) Daiee) 3,3%

Genpool (6 DNA-L oci) Daitete 83%

Unter den Isoenzym-Genmarkern zeigt der Locus LAP-B den groféten Diversitatsunterschied
zwischen den sensitiven und toleranten Grof3kollektiven an. Das letztere ist dagenige, das
eine geringere Diversitét besitzt (1,65 gegentber 1,87; vgl. Anhang 8.4). Dieses Ergebnis, so
wie auch alle weiteren Diversitétsunterschiede, die fir jeden Isoenzym-Genloci berechnet
werden, haten einem Permutationstest nicht stand und sind daher als nicht signifikant
einzustufen (vgl. Anhang 8.4).

Beim Vergleich der Diversitdtsunterschiede, die anhand der DNA-Marker nachgewiesen
wurden, ergibt der Permutationstest im Fall der EST-Marker PA0O00O5 und PA0066
signifikante (a <3%) bzw. hochsignifikante (a <1%) Unterschiede. Bedingt durch das starkere
Vorherrschen des haufigsten Allels in den toleranten Kollektiven, die zu Lasten anderer
seltener Allele geht (vgl. Abb. 4.3-14), ist in dieser Gruppe von Baume ein Diversitétsverlust
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zu verzeichnen. Diese Aussage trifft auf beide angesprochenen Marker zu, auch wenn in
unterschiedlichem Mal3e. Die geringere Diversitét, die von Marker PA0OOOS in dem toleranten
Groflkollektiv beschrieben wird, belduft sich auf 0,19 (von 1,36 auf 1,17). Mit 0,43 (von 1,86
auf 1,43) ist die von Marker PAOO66 beschriebene Differenz zwischen toleranten und
sensitiven Grof3ollektiven noch markanter.

Die gemeinsame Betrachtung aller 8 DNA-Loci, die durch die Genpooldiversitét gegeben ist,
weist auch einen signifikanten (a<4%) Unterschied zwischen den Grof3kollektiven nach. Die
Genpooldiversitét der Gruppe, in der alle stark beschadigten Baume zusammengefasst sind,
betragt 2,03, dagegen bel&éuft sich das gleiche Mal3 fur die Gruppe vitaler Fichten auf 1,90.

» Quantifizierung genetischer Variation anhand von Chloroplastenmarkern

Unter den 140 untersuchten Fichten in den Versuchsflachen des Moénichswaldes konnten
durch Kombination der Varianten aler drei eingesetzten cpSSR 20 verschiedene Haplotypen
identifiziert werden. Die meisten dieser Typen (85%) kommen nur mit einer unter 5%
liegenden Haufigkeit vor. Die wichtigsten Befunde zu den einzelnen Teilkollektiven, die in
dieser Studie mit den cpSSR anaysiert werden, sind in Tabelle 4.3-7 aufgefihrt.

Bezlglich der haplotypischen Vielfat ist auffallend, dass in den Kollektiven der sensitiven
Fichten (ANA-S und ANB-S) weniger Haplotypen auftreten. Den neun bzw. acht gefundenen
Haplotypen in den Gruppen beschadigter Fichten (ANA-S bzw. ANB-S) stehen elf bzw. zehn
Haplotypen der gesunden Baume (ANA-T bzw. ANB-T) gegeniber. Das an sensitiven
Fichten erkannte geringere Mal3 an Variation der Chloroplasten setzt sich auch bei der
Berechnung der Diversitét und Differenzierung fort. Allerdings sind die Unterschiede
zwischen toleranten und sensitiven Kollektiven auf der Versuchsflache ANA grofer als im
Bestand ANB. Beispielsweise entspricht die Diversitdt von dem sensitiven Kollektiv der
Flache ANA nur zu 47% der Diversitét, die im Tellkollektiv vitaler Fichten der gleichen
Flache festgestellt wird. Wenn der gleiche Vergleich auf der Flache ANB durchgeftihrt wird,
entspricht die Diversitét der sensitiven zu 91% der der toleranten (vgl. Tab. 4.3-7).

Tab.4.3-7  Durch Chloroplasten-Mikrosatelliten (Pt26081+ Pt63718+Pt71936) nech-
gewiesene genetische Variation der untersuchten sensitiven und toleranten Fichtenkollektive.
Jeweils die kleinsten Werte innerhalb einer Versuchsflache sind unterstrichen; N= 35 Indi-
viduen pro Kollektiv.

Variationsmalle Flache ANA Flache ANB
sengtiv tolerant sengtiv. - tolerant
Haplotypen 9 11 8 10
Diversitét (Viaplotypen) 1,92 4,10 2,04 2,23
Differenzierung (d Thapiotypen) 0,49 0,78 0,52 0,57
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Nach Bestimmung der Haufigkeit, mit der einzelne Haplotypen von alen vitalen bzw.
beschadigte Fichten getragen werden, konnen keine statistisch abgesicherten Unterschiede
zwischen den Grofkollektiven verschiedener Schadensauspragung festgestellt werden.
Dennoch ist eine beachtliche Verschiebung der Haufigkeiten zu beobachten. Wie in
Abbildung 4.3-16 zu sehen ist, besitzen 72% aller sensitiven Baume (entspricht 49 von 70
Individuen) den sogenannten Haplotyp ,623“. Unter den toleranten Fichten sind nur noch
54% (entspricht 38 von 70 Individuen) der Baume mit dem Haplotyp ,,623* versehen.

Grofkollektiv Grof¥kollektiv
sensitiv A+B tolerant A+B

%

Pt26081
Pt71936

Loci
Pt63718

15%

=
o
N
N

0 623
m 624

XXX

Haplotypen

2%

ADbb. 4.3-16 Haufigkeit der Haplotypen in den Grof3kollektiven sensitiver und toleranter
Fichten. Die Bezeichnung XXX fasst Haplotypen mit Haufigkeiten unter 5% zusammen.

Die gezeigte geringere Vielfalt an Haplotypen in den sensitiven Teilkollektiven und die oben
angesprochene Vorherrschaft des Haplotyps ,,623* unter allen sensitiven Individuen steht in
direkter Verbindung mit der fir den Grof3ollektiv sensitiv berechneten niedrigen Diversitét
von 1,94. Entsprechende Berechnungen fir den Grofkollektiv toleranter Fichten liefern einen
Diversitéatswert von 3,06. Die stark kontrastierenden Werte ergeben einen signifikanten
Unterschied, der von einem Permutationstest bestétigt wird (a <2%; vgl. Anhang 8.4).
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4.4 Pilotstudie an Tief- und Hochlagenfichten in Ber chtesgaden

Fur die Untersuchung wurden innerhalb des Naturreservates Berchtesgaden zwe
Populationen (je 48 Individuen) beprobt, die sich in ihrer Hohenlage um 1000 Meter
unterscheiden.

» Quantifizierung genetischer Variation anhand von Kern-Markern

Die Ergebnisse der genetischen Untersuchung, dargestellt in Tabelle 4.4-1 fur die Genpools,
zeigen eine groRe Ubereinstimmung beider nuklearen Markerklassen. Bis auf die Anzahl-
Genotypen pro Locus und der bedingten Heterozygotie werden ale Trends beziglich
genetischer Variationsmal3e sowohl von Isoenzymen wie auch von den kodominanten DNA-
Markern getragen (vgl. Tab. 4.4-1).

Tab. 4.4-1  Genetische Variation (Genpool) in Fichtenpopulationen der Tief- und Hoch-
lagen auf der Basis von 8 DNA-Markern und 13 Isoenzym-Genloci. Jeweils die kleinsten
Werte innerhab einer Versuchsflache sind unterstrichen N= 48 Individuen pro Population.

Variationsmalie Marker Fichtenpopulation
Tieflage Hochlage
Allele/ Locus DNA 4,25 4,13
|soenzyme 2,08 1,85
Genotypen / Locus DNA 7,38 7,88
|soenzyme 2,54 2,46
Diversitat (VAIIeIe) DNA l,&% 1,91
| soenzyme 1,26 1,29
Differenzierung (d Tajee) DNA 0,46 0,48
|soenzyme 021 0,23
Diversitat (Vsenotypen) DNA 2,59 2,65
|soenzyme 141 1,43
Differenzierung (d Teenotypen) DNA 0,63 0,64
|soenzyme 030 0,31
Beobachtete Heterozygotie (H,) DNA 0,44 0,46
|soenzyme 0,18 0,24
Bedingte Heter ozygotie (H.) DNA 0,80 0,79
|soenzyme 0,58 0,71
Fixierungsindex (F ) DNA 0,02 0,05
|soenzyme 0,17 -0,10
Genetischer Abstand (Dajige) DNA 0,069
| soenzyme 0,044
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Zu den angesprochenen Trends gehort die aleische Viefalt. Insgesamt konnten in den 48
Tieflagenfichten 34 Allele mit den 8 DNA-Markern und 27 mit den 13 Isoenzym-Genloci
identifiziert werden. Hingegen wurden in der hochgelegenen Population fir die-gleichen
molekularen Marker ein bzw. drei (DNA-Markern bzw. Isoenzyme) Allele weniger
nachgewiesen. Bezogen auf die Vielfat auf Ebene der Genotypen zeigen einerseits
Isoenzyme weniger Varianten unter den Hochlagenfichten und andererseits beschreiben die
DNA-Marker in der gleichen Population mehr Genotypen as in den Tieflagenfichten (vgl.
Tab. 4.4-1).

Beziglich der Diversitdt und Differenzierung beider untersuchter Populationen weisen
Tieflagen niedrigere Werte sowohl auf Allel- wie auch auf Genotypebene auf. Die
Unterschiede zwischen beiden Flachen sind nicht grof3, aber tbereinstimmend fir DNA- und
Isoenzym-Genmarker. Dies ist bei der Differenzierung gut zu erkennen. Fir beide
Markertypen unterscheiden sich die Flachen auf Allelebene um 2% Punkte und auf
Genotypebene um 1% Punkt.

Die beobachtete Heterozygotie, ermittelt an den acht DNA-Markern, betragt 44% fir die
Tieflagenfichten und 46% fur die Hochlagenpopulation. Die Differenz zwischen beiden
Flachen ist gemessen an den Isoenzym-Genloci grélier, sie bewegt sich zwischen 18% und
24% fir Tief- bzw. Hochlagenfichten. Die Variation in der Heterozygotie kann auch in
Abbildung 4.4-1 nachvollzogen werden. In ihr ist die individuelle Heterozygotie grafisch fur
beide Populationen dargestellt. Der Anteil an Fichten, die mehr als zwei 1soenzym-Genloci im
Heterozygotenzustand vorweisen, liegt mit 40% in der tiefen Lage weit unter den 67% der
hoheren Lage. Dieser Trend setzt sich in den DNA-Loci fort, wenn auch nicht so markant.
74% bzw. 81% (Tief- bzw. Hochlagenfichten) der untersuchten Béaume haben an mehr als
zwel DNA-Loci verschiedene Allele (vgl. Abb. 4.4-1).

DNA-Marker | soenzym-Genmarker
c
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i spumgaegal | et
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o % S — 60%
T e — B4 @
e
0% St 40% O3
I — @2
20% —— 20%1 — =1 E
— 1 0]
o — 0%-
Tieflage Hochlage Tieflage Hochlage
Fichtenpopulation Fichtenpopulation

Abb.4.4-1 Haufigkeitsverteilung der individuellen Heterozygotie in Fichtenpopulationen
der Tief- und Hochlagen an 8 DNA-Markern bzw. 13 Isoenzym-Genmarkern.
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Die bedingte Heterozygotie und der Fixierungsindex, berechnet fir die DNA-Marker,
unterscheidet sich nur unwesentlich zwischen den Populationen (F <= 2% bzw. 5%). Anders
falt die Berechnung bel den Isoenzym-Genmarkern aus (/gl. Tab. 4.4-1). Wéahrend in der
tiefer gelegenen Population 58% (Fis= 17%) der moéglichen Heterozygoten gebildet wurden,
sind es in der zweiten Population 71% (Fs= -10%).

Anhand des auf Allelebene berechneten genetischen Abstandes ist festzustellen, dass die
genetischen Strukturen der zwel untersuchten Populationen um 6,9% (DNA-Marker) bzw.
4,4% (Isoenzym-Genmarker) differieren (vgl. Tab. 4.4-1).

Beim direktem Vergleich der Allel- und Genotypen-Héaufigkeiten zwischen den Populationen
fur jeden einzelnen nuklearen Marker zeichneten sich nur in eéinem Fall statistisch signifikante
Unterschiede aus. Es handelt sich um Locus A vom Enzymsystem Aconitase (ACO-A). In
Tieflagenfichten ist dieser Locus zu 25% von dem Allel A; belegt, die restlichen 75% werden
von Alld A, besetzt. Im Gegensatz dazu vertellen sich die Allele in Hochlagenfichten
homogener mit 49% fir Allel A und 51% fur Alld A, (vgl. Abb. 4.4-2) Der signifikante
Unterschied zieht sich bei den Genotyphaufigkeiten fort. Mit 56% der in tieferen Lagen
wachsenden Fichten stellt der homozygote Genotyp AA, den haufigsten Typen dar. Genotyp
A2A; ist aber nur in 29% der Hochlagenfichten zu finden und falt damit auf den Rang des
zweithaufigsten Typen hinter dem heterozygoten Aj;A;  der von 43% der
Hochlagenindividuen getragen wird (vgl. Abb. 4.4-2). Bei Berechnung der genetischen
Abstande werden die Unterschiede zwischen den Populationen fir den Loci ACO-A auf 25%
(Allelebene) und 27% (Genotypenebene) quantifiziert.

I soenzymlocus ACO-A

Allehaufigkeiten Genotyphaufigkeiten
100% - 100% -
80% 1 80% /
Allele / || Genotypen
60% A, 60% 4 / - BAA,
/ OAA,
=A,
40% 40% é DALA,
20% 20% —
0% ? 0% 1
Tieflage Hochlage Tieflage Hochlage
Fichtenpopulation Fichtenpopulation

Abb.4.4-2  Allel- und Genotyphaufigkeiten des Isoenzym-Genlocus ACO-A in Fichten-
populationen der Tief- und Hochlagen.
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In der Diversitét ist erneut nur der Locus ACO-A auffélig. Die von den Tieflagenfichten
gezeigte Diversitdt von 1,60 ist geringer und unterscheidet sich satistisch signifikant
(a<0,1%) von der Diversitdt von 2,00, die in den Hochlagenfichten aufzufinden ist (vgl.
Anhang 8.4).

» Quantifizierung genetischer Variation anhand von Chloroplastenmarkern

Unter den insgesamt 96 untersuchten Fichtenindividuen konnten 11 Haplotypen identifiziert
werden. Sechs der Haplotypen treten in beiden Populationen auf, aber nur die Typen , 622",
,0623" und 624" mit Haufigkeiten von Uber 5%. Den haufigsten Haplotyp ,, 623" tragen 73%
der Tieflagenfichten und 63% der Hochlagenfichten.

Der Tabelle 4.4-2 ist zu entnehmen, dass die Haplotypenvielfalt in der Tieflagenpopulation
geringer ist (8- gegenuber 9 Haplotypen). Auch die Diversitat und Differenzierung dieser
Population fallen gegenuber der Hochlagenpopulation niedriger aus. Die Diversitét der
unteren Population (1,84) entspricht 76% der der oberen Fichten (2,42). Kongruent hiermit
verhdt sich die Differenzierung, wéahrend innerhalb der Tieflagenfichten 47% der Individuen
unterschiedliche Haplotypen tragen, sind es bei den Hochlagenfichten 67%.

Zwischen den zwei untersuchten Fichtenbestdnde betragt der an den Haplotypen bestimmte
genetische Abstand 16,7%.

Weder bel dem Vergleich der Haufigkeiten, mit der Haplotypen in den Populationen
auftreten, noch in der Diversitédt, die von ihnen beschrieben wird, sind statistisch signifikante
Unterschiede zwischen Tief- und Hochlagenfichten des Transekts ,, Berchtesgaden” zu finden.

Tab.4.4-2  Durch Chloroplasten-Mikrosatelliten (Pt26081+Pt63718+Pt71936) nech-
gewiesene genetische Variation der untersuchten Fichtenpopulationen in  Tief- und
Hochlagen Jeweils die kleinsten Werte sind unterstrichen; N= 48 Individuen pro Population.

Variationsmalie Fichtenpopulation
Tieflage Hochlage
Haplotypen 8 9
Diversitat (Viapiotypen) 184 2,42
Differenzierung (d Thapiotypen) 047 0,60
genetischer Abstand (Dyapiotypen) 0,167
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) DISKUSSON

5.1 Entwicklung und Kopplungsanalyse von PCR gestlitzten DNA-
Markern im Kerngenom der Fichte

- Entwicklung

Die Entwicklung von DNA-Markern it eng mit den Anwendungszielen verbunden. So wird der zu
entwickelnde Markertyp von dem Einsaizbereich und dem aktudlen Kenntnisstand bel der
untersuchten Pflanzenart bestimmt. Der Bedarf zusitzlicher kodominanter Marker in codierenden
Bereichen des Fichtengenoms und die zur Verflgung dehenden Gensequenzen aus ener
sressinduzierten cDNA-Bank waren ausschlaggebend fur die Entwicklung sogenannter EST-
Marker.

Das Funktionsspektrum der Gene, dessen cDNA-Sequenzen ds Grundlage der Marker-
Entwicklung dienten, geht von der Codierung typischer Haushdtsproteine bis hin zu solchen
Proteinen, die unter besimmten Stresssituationen induziert werden SCHUBERT et al. 2001). Um
polymorphe Genorte zu erfassen, wurden in der vorliegenden Arbeit fir 12 der 15 vorliegenden
cDNA-Sequenzen spezifische Primer konzipiert, die einen Tell des proteincodierenden Genebereichs
amplifizieren, aber auch enen Tel der variableren 3'untrandatierten Region (3 UTR) erfassen. Die
Fatzierung des Rickwartsprimer in der 3'UTR erhoht zusédtzlich die Spezifizitét der Marker, denn
auch sehr uniforme Mitglieder einer Genfamilie unterscheiden sch an ihrer 3UTR ausreichend, um
mittels der PCR en einziges Gen zu amplifizieren (PERRY und BOUSQUET 1998). Diese Strategie ist
bei Koniferen von besonderer Bedeutung, well in ihnen grof3e Genfamilien haufig auftreten (AHUJA et
al. 1994; KINLAW et al. 1994; PERRY und FURNIER 1996). Die eigene Erfahrung bestétigt die
Vortele dieses Ansaizes. Von den 3 entwickelten Primerpaaren, die nur den codierenden Bereich
der Gensequenz erfassen, amplifizierten zwel, PA0023 und PA0076, Multigenfamilien. Im Gegensatz
hierzu zeigten die redlichen 12 Marker, dessen Rukwértsprimer in der 3'UTR liegen, keine
Anzeichen dafUr, dass se mehr ds die Sequenz eines Genes amplifizieren (vgl. Tab. 4.1-2).

Ausgehend von 15 neuen Primerpaaren konnte ohne weitere Manipulation der erzeugten PCR-
Produkte fur drei von ihnen (PA0034, PA0043 und PA0066) ein Langenpolymorphismus zwischen
18 Fichtenindividuen beschrieben werden. Fir ale drei EST-Marker wurde nach der Analyse von
12 Endospermen eine kodominante Vererbung nachgewiesen. Nach TULSIERAM et al.  (1992)
reicht berets die Untersuchung der Marker an fuinf Samen eines Mutterbaumes aus, um den
Verbungsmodus festzugtel len.

Die dre langenpolymorphen EST-Marker entsprechen 20% der urspringlich zur Verfligung
gestandenen cDNA-Sequenzen. PERRY und BOUSQUET (1998) konnten in Picea mariana mit
vergleichbaren Methoden eine Erfolgsrate von 24% ausweisen. Ausgehend von 50 cDNA-
Sequenzen konnten sie 12 inihrer Lange variierende, kodominante Marker etablieren.
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Durch die zusétzliche Suche nach Punktmutationen anhand von Restriktionsenzymen konnen weitere
polymorphe Loci identifiziert werden (HARRY et al. 1998). In der vorliegenden Arbeit wurden mit
dieser Strategie drei weitere kodominante EST-Marker etabliert (PA0002, PA0O038 und PA0O55).
TSUMURA et al. (1997) entwickelte Marker aus kartierten cDNA-Klonen fr die Koniferenspecies
Cryptomeria japonica. Sie konnten nach Verdau mit Redtriktionsenzymen von 66 PCR-Produkten
fur 16 Marker (24,2%) einen Polymorphismus nachweisen. Dabel unterschieden sch Marker, die
nur codierende Genesegquenzen amplifizieren und solche, in denen auch Introns mitamplifiziert
wurden, erheblich. Wahrend der Polymorphiegrad bel den erstgenanten Markerfragmenten bei 17%
lag, stieg er bel den Marker-Sequenzen, die nicht codierende Introns mitamplifizieren, auf 47,4%. Es
wird angenommen, dass Introns eine hthere Mutationsrate ds die 3' untrandatierte Genregion
haben. Deshdb it es wahrscheinlicher, dass in solchen Bereichen Polymorphismen vorkommen (LI
et al. 1985; GILPIN et al. 1997). Der einzige fur die Fichte neu entwickelte EST-Marker, der einen
maglichen Intron der genomischen DNA mitamplifiziert, iss PAOO02. Das wére die Erklarung dafir,
dass das tatséchlich erzeugte PCR-Fragment um 190 bp langer i, ds das anhand der cDNA-
Sequenz erwartete. Auch wenn PAOOO2 zu den polymorphen EST-Markern gehdrt, konnen hier im
Zusammenhang mit der Polymorphismusrate keine Riickschllisse gezogen werden, well es sch um
einen Einzdfdl hanadt.

Fir enen weteren Marker, PA0O76, konnte im Anschluss an die PCR Amplifikation das
Vorkommen eines Null-Alles und die damit verbundene dominante Vererbung nachgewiesen
werden. Einem Null-Alld kann genauso wie bel anderen PCR-gestiitzten Markern durch eine
Mutation an der Primerbindungs-Sequenz hervorgerufen werden (CALLEN et al. 1993). Ein Marker,
der diese Eigenschaften aufwest, ist fir Populationsstudien ungeeignet, well es z. B. zur faschen
bzw. zu keiner Berechnung der Heterozygotie kommen kann (LEHMANN et al. 1996; HARRY et al.
1998). Aus diesem Grunde wurde PA0O76 von den welteren Popul ationsstudien ausgeschl ossen.

Betrachtet man Langenpolymorphismus und Punktmutationen gemeinsam, so konnte fir 7 der 15
Genseguenzen Variation in Fichtengenotypen festgestellt werden. Sechs der variablen Sequenzen
werden kodominant und eine dominant vererbt.

Aus ener vorausgegangenen Arbeit von SCHUBERT et al. (1998), in der See sch mit einem
Cinnamylacohal-Dehydrogenase Gen in der Fichte befassten, entstand ein PCR-Primerpaar
(P3/P4), um en Intron dieses Genes zu amplifizieren. Die Autoren konnten die Zielsequenz aus der
genomischen Gesamt-DNA  heraus amplifizieren und erhidten in der Regel zwel PCR-Produkte.
Einer dieser Produkte (399bp) zeigte unter den von ihnen getesteten PCR-Bedingungen eine
dominante Vererbung (anwesend/abwesend). Im Gegensatz hierzu zeigte der gleiche Marker in den
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit eine eindeutig kodominante Vererbung, die sowohl an den
Endospermen wie auch Kreuzungsnachkommenschaften Uberpriift werden konnte (vgl. Abb. 4.1-1).
Die Erklérung fir das unterschiedliche Verhdten der gleichen Primmerpaare in den zwei Arbeiten
dirfte an den verandeten PCR-Bedingungen liegen. Wahrend in der Origindarbet die
Anedingtemperatur auf 63°C gesetzt wurde, lag Sie in dieser Arbeit um 3°C niedriger. Darliber
hinaus wurden verschiedene Taq DNA Polymerasen fir die PCR-Amplifikation verwendet. Dieses
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Beispid bestétigt, wie sendgtiv und sensbe PCR-gedtiitzte Marker auf Verdnderungen der
Reaktionsbedingungen reagieren konnen.

Die Mdglichkeit spezifische, fir Picea abies entwickelte DNA-Marker auch auf andere verwandte
Koniferenarten zu Ubertragen, ist denkbar. PERRY et al. (1999) konnte einen Tel der PCR-
gestiitzten DNA-Marker, die aus Picea mariana cDNA-Sequenzen stammen, auch in Picea abies
erfolgreich einsetzen. Auch spezifische, aus RAPDs ssammende dominant vererbte SCAR-Marker,
konnten bel mehreren verwandten Picea- Arten und zum Tel auch in Pinus-Arten amplifiziert
werden (ScoTTi et al. 19980). Durch Ubertragung von DNA-Markern auf weitere Arten kénnen
der Entwicklungsaufwand bzw. die -kosten stark reduziert werden. Aul3erdem werden damit
Homol ogien-Studien zwischen Genombere chen unterschiedlicher Arten vorangetrieben.

- Kopplungsanalyse

Kopplungskarten, die bidang fur das Fichtengenom etabliert worden sind, basieren auf anonymen
Sequenzen und reprasentieren noch nicht das ganze Genom (BINELLI und Buccl 1994; Buccl et al.
1997; MGLIA et al. 1998). Mit diesem Hintergrund ist die Einbringung der neu entwicketen
kodominanten DNA-Marker in eine Kopplungskarte von grof3er Bedeutung. Jeder der Seben neu
etablierten DNA-Marker konnte fir die Genotypiserung von Nachkommen ener gezieten
Fichtenkreuzung eingesetzt werden. An dieser Population engteht bal noch laufenden Arbeiten unter
der Obhut von Dr. I. ScoTTl (UNIVERSITAT UDINE, Itdien) eine genetische Karte, die mdglichgt dle
bisherig entwickelten Marker der Fichte zusammenfUgt.

Die Rekombination zwischen den seben neu entwicketen DNA-Markern scheint zufalsmaldg zu
verlaufen, so dass keine Kopplung zwischen den Markern besteht. Entweder kartiert jeder
Markerlocus auf einem anderen Fichtenchromosom oder die Markerloci snd auf dem gleichen
Chromosom so weit voneinander entfernt, dass Sie frei rekombinieren kénnen.

Kopplungen zwischen Markern konnen in Populationsstudien von hohem Nutzen sein, denn ene
Abweichung der erwarteten Rekombinationsrate zwischen zwel Markern kann ds wichtiger Hinwels
auf epidatische Effekte, Inzucht oder Migratiion gedeutet werden (HASTINGS 1990). Die frei
rekombinierenden 7 DNA-Marker dieser Studie konnen nicht fir solche Untersuchungen
herangezogen werden. Kopplungsandysen mit weiteren Markern erscheinen daher ds snnvall.
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5.2 Eignung von Isoenzym-, EST- und cpSSR-Marker fur die
Beschreibung von genetischer Variation innerhalb von Populationen

Die Eignung von drel verschiedenen Markertypen wurde zur Beschreibung der genetischen Variation
innerhalb von 100 Fichten der Referenzpopulation Kranzberger Forst getestet.

* | soenzym-Genmar ker

Der weitaus grofdte Tell der bisher durchgefiihrten genetischen Studien in Waldpopulationen basiert
auf dem eektrophoretischen Nachweis von Genotypen an enzymcodierenden Genloci (,,1soenzym-
Genloci“; Ubersicht in PAULE 1992). Aufbauend auf dieser breiten Basis an verfiigbaren
Informationen wurden die klassschen |soenzym-Genmarker in der vorliegende Arbet ds
Referenzmarker angeschen.

Die anhand 18 Isoenzym-Genloci nachgewiesene genetische Vidfat im Kranzberger Forst betrégt 3
Allde- bzw. 4,17 Genotypen pro Locus. Diese Werte, sowie die mittlere beobachtete Heterozygotie
(Ho) von 23% weisen den angesprochenen Fichtenbestand as "normaée’ Population aus, da anhand
gleicher Marker charakteriserte Fichtenbestdnde anderer europédischer Standorte  &hnliche
Vaidionsmae bestzen (KONNERT und FRANKE 1990; BERGMANN 1991; MULLER-STARCK
1995a).

* EST-Marker

In den 100 Fichten des Kranzberger Forstes sind je nach DNA-Marker 2 bis 17 Allele (PA0002
bzw. Cad7) nachgewiesen worden. Eine noch héhere Vielfat ds die am Loci Cad7 beschrieben,
wurde bereits an Gderreichischen Fichtenpopulationen anhand von Mikrosatelliten-Markern
nachgewiesen. In einer Stichprobe von 273 Individuen, die aus drei unterschiedlichen Populationen
stammen, wurden 28 bis 38 Allde pro Mikrosatelliten-L ocus belegt (GEBUREK et al. 1998).

Die sechs neu entwickelten EST-Marker (der hochvariable Marker-Cad7 ausgenommen) zeigen
gegentiber den 1soenzym-Genmarkern nicht nur eine hthere Anzahl an Allden (3,33 vs. 3,00) und
Genotypen (5,43 vs. 4,17) pro Locus, sondern beschreiben auch eine hohere Diversitét (1,95 vs.
1,36) in der Fichtenpopulation Kranzberger Fors. Die gezeigten Unterschiede zwischen den zwel
Markerklassen beruhen hauptsachlich auf  unterschiedlichen  Polymorphismentypen. In - der
Fichtenpopulation des Kranzberger Forstes trifft die Definition enes klassschen
Minorpolymorphismus (ein Alld mit tber 80% Héaufigkeit) bel 10 der 18 ausgewerteten |soenzym-
Genloci zu (AAP-A; AAT-A, B; GDH-A; IDH-A; MDH-C; MNR-A,B; PGM-A; SKDH-A).
Weitere vier Isoenzym-Genmarker (ACO-A; LAP-A, B; PGI-B) zeigen eine Tendenz zum
Minorpolymorphismus (ein Allel mit Gber 70% Haufigkelt).

Im Gegensatz hierzu beschreibt keiner der seben DNA-Marker einzelne Alldhadufigkeiten von Uber
80%. Dre EST-Maker (PA0066, PA0034 und PAOQ0O055) tendieren lediglich zu enem
Minorpolymorphismus mit einem préadominanten Alld, deren Erscheinungshéaufigkeit bei Uber 70%
liegt. Die vier weiteren DNA-Marker (PA0002, PA0O038, PA0043 und Cad7) zeigen eine
homogenerer Vertellung ihrer Allele, o einen Mayorpolymorphismus (vgl. Tab. 4.2-1).
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Ob en Marker Mgor- oder Minorpolymorphismen aufwels, ist inshesondere bei Untersuchungen
kleiner Populationsstichproben relevant. Bedingt durch eine homogenere Vertellung der Allde
konnen genetische Prozesse wie Sdektion, genetische Drift und Inzucht mit Markern, die enen
Majorpolymorphismus aufwel sen, eindeutiger nachgewiesen werden.

Die Art des Polymorphismus der einzelnen Marker wirkt sch auch stark auf die beobachtete
Heterozygotie (H,) aus. An Lodi, in denen die Allde gleichméig vertellt vorkommen, kdnnen mehr
heterozygote Typen gebildet werden, ds in solchen, die eénen Minorpolymorphismus aufweisen.
Wievide der maoglichen bildbaren Heterozygoten redisert wurden, kann anhand der bedingten
Heterozygotie verdeutlicht werden (GREGORIUS et al. 1986). Wie es deshadb zu erwarten war,
zeigen Marker, die zu einem Mayorpolymorphismus tendieren (PA0C002, PA0038, PA0043 und
Cad7), eine geringe Abweichung der tatsdchlich beobachteten Heterozygotie von der bedingten
Heterozygotie. Fir Marker PAQ0034, PA0055 und PAO066 wird hingegen wegen der
dominierenden Haufigkeit eines einzigen Alldes (Tendenz zum Minorpolymorphismus) der Wert der
beobachteten Heterozygotie bei der bedingten Heterozygotie stark nach oben korrigiert (vgl. Tab.
4.2-1).

Die im Kranzberger Forst beobachtete Heterozygotie (H,) betrégt 0,50 im Mittel dler DNA-Marker
(hochvariabler Marker-Cad7 ausgenommen). Damit liegt die mit DNA-Marker beobachtete
Heterozygotie mehr as doppdt so hoch ds die an den 18 Isoenzym-Genloci (Ho= 0,23). Das
Auftreten ene solch hohen beobachteten Heterozygotie hangt mit der gleichméa3geren
Alleverteilung bei den DNA-Markern zusammen. DafUr spricht der geringer ausfdlende Unterschied
zwischen DNA- und Isoenzym-Genmarkern bel dem bedingten Heterozygotie-Wert, was von den
unterliegenden Alldh&ufigkeiten unabhéngig ist. Die bedingte Heterozygotie betrégt im Schnitt 67%
fur die sechs EST-Marker und liegt damit nur 7% Punkte Uber dem der 1soenzym-Genmarker.
Dennoch besteht, im geringen MalZe ein Uberschuss an Homozygoten, der mit 1soenzym-Genmarker
auf 10% und mit DNA-Markern auf 1% geschétzt wird.

PERRY et al. (1999) berichtet an den 12 von ihm aus cDNA-Sequenzen entwicketen Markern fir
Picea mariana eine mittlere beobachtete Heterozygotie von 0,26. Der Einsatz von enigen dieser
Marker bei Picea glauca und Picea abies ergaben Heterozygotie-Werte von 0,37 bzw. 0,30, die
vergleichbar mit entorechenden isoenzymatischen Untersuchungen waren. Diese Heterozygotiegrade
liegen weit unter denen, die mit EST-Markern im Kranzberger Forst beschrieben wurden. Dieser
Unterschied dirfte sich mit der Art des Polymorphismus der Marker erkléren lassen. Sechs der neun
von PERRY et al. (1999) bel der Fichte eingesetzten Marker zeigen einen Minorpolymorphismus mit
einem in der Haufigkeit vorherschenden Allel (Haufigkeit >80%).

Obwohl be dlen berechneten genetischen Variationsparametern innerhdb der Referenzpopulation
(Na; na; Ng; Hy Ho) die Mittelwerte der EST-Marker hoher liegen ds bel Isoenzym-Genmarkern,
werden die absoluten Mindest- und Maximawerte fir ale Parameter bel den 1soenzym-Genloci
gefunden. Das helld, die Enzymlod zeigen ene breitere Streuung beziglich der von ihnen
beschriebenen Variationsmalde (vgl. Abb. 4.2-1). Wird Marker-Cad7 mitberticksichtigt, so is es
dieser DNA-Marker, der die absoluten Hochstwerte fur dle berechneten Parameter darstelt. Mit
17 verschiedenen Allden im Kollektiv von 100 Béaumen und einer beobachteten Heterozygotie von
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0,86 hat Marker Cad7 die Eigenschaften eines hoch polymorphen Markers. In der Regel werden
Marker mit einer Heterozygotie Uber 0,7 ds hoch polymorph bezeichnet OTT 1992). Solch en
hoher Heterozygotiegrad an einzenen Loci wurde bereits mit Mikrosatelliten-Markern an mehreren
anderen Baumarten wie Pinus contorta (THOMAS et al. 1999) oder Quercus (STREIFF et al.
1998) nachgewiesen.

* Chloroplasten-Mikrosatelliten

Unter den Besonderheiten des Chloroplastengenoms it ihr haploider Zustand und die paternde
Vererbung bel der Fichte hervorzuheben (SPERISEN et al. 1999). Die Chloroplasten-DNA
(cpDNA) agiert ds eine Vererbungsainheit, ohne dass neue Rekombinationsmaglichkelt bestehen.
Diese Eigenschaften missen bel der Analyse des Chloroplastengenoms immer beachtet werden
(BURG €t al. 1998).

Genetische Untersuchungen setzen den polymorphen Zustand von Loci voraus. VENDRAMIN et al.
(2000) hat drei hoch polymorphe Mikrosateliten im Chloroplastengenom der Fichte beschrieben.
Se zeichnen sch nicht nur wegen hoher Variahilitét zwischen Populationen, sondern auch innerhab
von Populationen aus. Die aus Mononukleotiden-Wiederholungen bestehenden Mikrosatelliten
Pt26081, Pt63718 und Pt71936 lie¥en sch mittds enes Multiplex PCR-Ansaz in ener
gemeinsamen Resktion gut amplifiziieren. Diese Methode ha dch wegen dem hohen
Probendurchsatzes und der Reproduzierbarkeit bewéhrt.

Den Markern Pt63718, Pt26081 und Pt71936 entsprechend wurden in 100 Fichten des
Kranzberger Forgtes 6, 3 und 3 unterschiedliche Langenvarianten nachgewiesen. Die Kombination
dler 12 oben genannten Vaianten ergab 18 unterschiedliche Haplotypen. Die Hohe der
beschriebenen Haplotypen-Vidfdt wird bem Vergleich dieser Untersuchung mit der von
VENDRAMIN et al. (2000) deutlich. In 1105 Individuen aus 97 Uber das komplette
Verbreitungsgebiet der Fichte vertellten Provinienzen, konnten VENDRAMIN et al.  (2000) mit den
gleichen Makern 7, 8 und 6 Léngenvarianten identifizieren, die kombiniert 41 verschiedene
Haplotypen ergaben. Die 18 Haplotypen des Kranzberger Forstes entsprechen somit 44% der im
Verbreitungsgebiet der Fichte von VENDRAMIN et al. (2000) identifizierten Typen.

Von den 97 von VENDRAMIN et al. (2000) andyserten Fichtenherkiinften (je Herkunft 5 bis 25
Individuen) zeigten nur drei keine Variaionen im Chloroplastengenom. Mit 8 verschiedenen Typen
wurde die hochse Anzahl an Haplotypen in enem 24 Individuen grolen Kollektiv aus Itdien
gefunden. Der Uber ganz Europa hinweg haufigge Haplotyp mit 54% wurde von dieser
Arbeitsgruppe ds Haplotyp 01 (Fragmentlange von Loci Pt63718/Pt26081/Pt71936 =
100bp/116bp/144bp) bezeichnet. Auch im Kranzberger Forst ist ein dominanter Haplotyp zu finden.
Dea ds ,623° bezeichnete Typ (Fragmentlénge von Loci Pt63718/Pt26081/Pt71936 =
99bp/115bp/144bp) it in 61% der Fichten vorhanden (vgl. Abb. 4.2-4;). Haplotyp 01 und " 623"
durften die gleichen sain. Der Unterschied von jeweils einem Basenpaar in der Fragmentlange der
Marker Pt63718 und Pt26081 kann an den unterschiedlich verwendeten Techniken bzw.
Bedingungen der eekirophoretischen Auftrennungsmethoden sowie an den verwendeten Standards
liegen. Um Fragmentl&ngen von mononuklectiden cpSSR-Markern vergleichen zu kodnnen, sind
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Referenzproben ds Standard unverzichtbar. Diese wurden innerhdb der jeweiligen Untersuchungen
systematisch verwendet. Mit der Arbeitsgruppe von VENDRAMIN et al.  (2000) lagen aber keine
gemeinsamen Individuen as Referenzproben vor.

Elf der 18 verschiedenen Haplotypen traten unter den 100 Baumen des Kranzberger Forstes nur
enma auf. Es kann nicht ganz ausgeschlossen werden, dass in enigen Falen durch fehlerhafte
Auswertung einzelner cpSSR-Loci neue Haplotypen entstehen. Nichtsdestoweniger ist bel einem
hohen Vorkommen von sdtenen Haplotypen (Haufigkeiten <1%) sehr wahrschenlich, dass bel
einem geringen Stichprobenumfang vide Typen zufdlsgemd? nicht vorkommen. Deshalb sollte der
Begriff von einem populationsspezifischen Haplotyp (ECHT et al. 1998; VENDRAMIN et al. 2000)
be geringen auftretenden Haufigkeiten dieses Typen in der Population, vorgchtig angewendet
werden. Bisherige Untersuchungen mit cpSSR an Koniferen wurden leider immer nur mit kleinen
Stichproben aus Populationen durchgeftihrt (ECHT et al. 1998; VENDRAMIN et al. 2000;
MORGANTE €t al. 1998), s0 dass keine weiteren Referenzdaten Uber seltene Haplotypen innerhab
von grof¥en Populationen vorliegen.

Die durch die cpSSR erfasste Diverstét der Chloroplasten in den Fichten des Kranzberger Forst i,
sowet es sch vergleichen &g, dnlich hoch wie die von 1soenzym-Genmarkern im Kern-Genom.
Dies s0ll keinen Vergleich der Variahilitét des Kern- und Plastiden-Genomes darstellen, sondern
lediglich verdeutlichen, dass mit den Chloroplasten-Mikrosatdliten variable Marker zur Verfligung
gehen, die auch innerhab von Populationen quantifiziert werden konnen. Ein Beispid hierfr liefert
die Arbeit von ECHT et al. (1998): innerhab Populationen von Pinus resinosa, in denen keine
Vaiaion mit lsoenzym-Genmarkern festzugtdlen war, konnte mit Chloroplasten-Mikrosatelliten
Variation nachgewiesen werden.
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5.3 Genetische Unterschiede zwischen sensitiven und toleranten
Kollektiven

Mehrere Autoren bestédtigen, dass Ergebnisse von Resistenzpriifungen im Labor in vielen
Féllen nicht mit denen von Feldversuchen bzw. mit Feldtoleranz Gbereinstimmen (ScHOLZ
1983; KARNOSKY 1983, TzSCHACKSCH 1987; HANSEN et al. 1998). Deshalb sollen die
V ersuchsbedingungen, im wesentlichen die Art des Stresses, den verbreitet auftretenden und
fUr die Zukunft prognostizierten Umweltbedingungen mdglichst nahe kommen (HATTEMER et
al. 2000). Um diesem gerecht zu werden, wurden fir die Untersuchungen Freilandkollektive
ausgewahlt, die schon lange den besonderen Umweltbedingungen ausgesetzt sind. Fur die in
den belasteten Versuchsflachen als sensitiv und tolerant eingestuften Fichten konnte anhand
genauerer  Laboruntersuchungen (Zustand der epicuticularen Wachsschicht  bzw.
Chloridgehalt der Nadeln) eine unterschiedliche Disposition gegentiber den jeweiligen
Schadstoffen bestétigt werden.

Sieht man von einzelnen Ausnahmen ab, findet sich eine groRe Ubereinstimmung in den
genetischen Variationsmalden der zwei Versuchsflachen, die jeweils an einem Standort
untersucht wurden. Um einen besseren Uberblick verschaffen zu konnen, werden in den
folgenden Kapiteln beide Versuchsflachen eines Standortes zusammengefasst und gemeinsam
bewertet.

5.3.1 Auswirkungen auf das K er ngenom

* Genetische Vielfalt

Die 8 untersuchten DNA-Loci zeigen im Mittel aler untersuchten Kollektive eine Vielfalt
von 4,11 Allele pro Locus. Bei getrennter Betrachtung von sensitiven und toleranten
Grof3ollektiven, wie in Abbildung 5.3-1 dargestellt, sind Unterschiede von 0,24 bis 0,44
Allele pro Locus zu erkennen. Diese Unterschiede sind nicht sehr markant, aber dennoch
aufféllig, dain allen drei Stressszenarien die Grof3kollektive toleranter Fichten eine geringere
alelische Vielfat aufweisen. Esist dabel zu beachten, dass diese Werte mal3geblich von dem
hochvariablen Cad7-Locus beinflusst werden (13-17 Allele pro Kollektiv).

Isoenzym-Genloci, die insgesamt eine geringere Vielfat als DNA-Loci in den untersuchten
Fichten erkennen lassen (Mittel= 2,55 Allele pro Locus), liefern kein einheitliches Bild Gber
alle Versuchsstandorte hinweg. In dem von Schwermetall- und SO,-Belastung betroffenen
dowakischen Standort spiegeln Isoenzym-Marker und DNA-Marker die gleiche Tendenz
wieder: das Grof3kollektiv toleranter Fichten hat die geringere Anzahl an Allelen. In dem von
Streusal zbelastung betroffenen Versuchsmaterial zeigen die 1soenzym-Genmarker hingegen
keine Unterschiede.

Der Trend zu einer hoheren Vielfadt in den sensitiven Kollektiven setzt sich auf
Genotypebene fort. Beide Markerklassen zeigen in alen untersuchten Bestanden unter den
drei verschiedenen Stressszenarien eine hohere Anzahl an Genotypen pro Locus in den
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sensitiven Grof3kollektiven. Gemessen an den DNA-Loci liegt Uber die Standorte hinweg die
mittlere Anzahl der Genotypen pro Locus bel den sensitiven Kollektiven um 8,6% Uber denen
der toleranten (6,54 vs. 6,02) und um 9,9% im Fall der Isoenzym-Genloci (2,78 vs. 2,53). Die
ahnlichen Verhdtnisse zwischen sensitiven und toleranten Grof3kollektiven auf Allel- und
Genotypenebene sind ein Hinweis darauf, dass vergleichbare Antelle der allelischen Vielfalt
auch in den Genotypen realisiert wurden.

DNA-Marker
45
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g 35T
3
4 37
2
S 257
[}
T 27
< 151
1 T T
S T S T S T
Schwermetall- / SO,- Streusalz -
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Abb.5.3-1 Genetische Vidfdt an 8 DNA-Loci in toleranten und sensitiven
Grofkollektiven unter drei verschiedenen Stressszenarien.

Hosius (1994) stellte bei Fichten, die auf schwermetallbelasteten Boden Uberlebten, einen
Verlust an Isoenzym-Allelvarianten fest. Der Autor geht davon aus, dass seltene Varianten,
die unter normalen Bedingungen eventuell Uberlebt hétten, den Selektionsbedingungen der
schwermetallkontaminierten Bdden nicht gewachsen waren.

Ein dauerhafter Verlust an Vielfalt ist primdr durch die ausschliefdich in den sensitiven
Kollektiven vorkommenden Allele zu beflrchten. Im Durchschnitt aler Grof3kollektive der
drei Standorte kommen 6,1% der Allele (DNA-Marker) nur bel den sensitiven, absterbenden
Fichten vor. Dieser Antell an Allelen kann durch den von Umweltstress ausgeldsten
Selektionsprozess verloren gehen, insofern sie nicht in der restlichen Population reprasentiert
sind und die sensitiven Baume nicht mehr an der Reproduktion teilnehmen. M ULLER- STARCK
(1993) quantifizierte die vom Verlust bedrohten Allele in sensitiven Kollektiven in
umweltbelasteten Buchenbestdnde auf 5,1%, auch wenn in seiner Studie in den toleranten
Kollektiven die hohere Vidfalt und Diversitde nachgewiesen wurde. Die Einwirkung
anthropogener Schadstoffe, aber auch die forstliche Bewirtschaftung kénnen das Verlustrisiko
noch verstérken. Hohe Allelverluste wurden beispielsweise durch waldbauliche Eingriffe, die
die PopulationsgrofRe reduzieren, nachgewiesen. In zwei Bestdnde von Pinus strobus
verursachte die Ernte von ca. 88% der Individuen Allelverluste von 25% an |soenzym-
Genloci (BUCHERT et al. 1997) und von 26% an DNA-Mikrosatellitenloci (RAJORA et al.
2000). Bel den verlorengegangenen Allelen handelt es sich um seltene Varianten, die nur im
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Fale eines ausreichenden Genflusses in der Verjingung der untersuchten Populationen
wieder zu finden sein werden.

Besonders unter dem Gesichtspunkt der Erhaltung der Genresourcen ist die allelische Vielfalt
von hoher Bedeutung und ausschlaggebender a's die genetische Diversitédt. In anderen Worten
ausgedruckt ist der Erhalt aller Allelvarianten fir spdtere Anpassungsprozesse wichtiger als
eine Gleichverteilung derselben (PETIT et al. 1998).

* Diversitat

Die allelische Diversitét, gemessen am Genpool der DNA-Marker, ist an jedem belasteten
Standort in den sensitiven Grof¥ollektiven hoher as in den toleranten. Die Differenz
zwischen Grofkollektiven ist alerdings nicht in jedem Bestand gleich grof3 (zwischen 0,03
und 0,13) und nur am streusal zbelasteten Standort statistisch signifikant (vgl. Abb 5.3-2). Der

I soenzym-Genpool unterstitzt diese Aussage, da auch hier eine geringfligig hohere Diversitét
in den sensitiven Grof3kollektiven zu verzeichnen ist (zwischen 0,01 und 0,03 hoher).

Die Ansicht der Abbildung 5.3-2 lasst erkennen, dass sich hinter den Genpool-Werten der
DNA-Marker einzelne Loci befinden, die zum Teil sehr unterschiedliche Diversitétsmalie
zeigen. Dies betrifft nicht nur die Absolutwerte sondern auch die Relation zwischen
sensitiven und toleranten Grof3kollektiven. Statistisch signifikante Diversitdtsunterschiede
werden von Marker PAOO66 in dem streusalzbelasteten Standort (sensitiv > tolerant) und
Marker PAOOO2 in den SO»-belasteten Standorten (sensitiv < tolerant) gezeigt. Die gleichen
Loci weisen aber in den anderen Stressszenarien kaum nennenswerte Unterschiede zwischen
sengitiven und toleranten Grof3kollektiven auf. Anders verhaten sich Loci PAOOO5 und
PA0043: unter den unterschiedlichsten Stressbedingungen kann an ihnen immer in den
sengitiven Grof¥kollektiven eine hohere Diversitdét nachgewiesen werden. In eine dem
Genpool entgegengesetzte Richtung weist Marker PAOO055 hin. In allen umweltbelasteten
Standorten ist an diesem Locus eine hohere Diversitdt in den toleranten Grof3kollektiven
vorzufinden.

Diese Befunde sprechen daflir, dass einige Loci, wie PA0066 und PA0002, bel bestimmten
Stresseinwirkungen sehr stark betroffen werden. Andere Marker hingegen (PA0005;PA0043
und PAOO55) zeigen sich bei sehr verschiedenen Stressszenarien gleichermal3en beinflusst.
Die restlichen Markern verhaten sich gegenuber den getesteten Umweltbedingungen eher
neutral.

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten DNA-Marker zeigen untereinander eine frele
Rekombination (vgl. Kap. 4.1.3) und liegen somit in unterschiedlichen Bereichen des
Fichtengenoms. Die Annahme, dass unterschiedliche Genomabschnite einem differenzierten
Selektionsdruck unterliegen, gewinnt mit den dargestellten Ergebnissen an Kraft. Zusétzlich
wird deutlich, dass das Mal3 der Genpool-Diversitét aufgrund von Kompensationen der Loci
entgegengesetzter Wirkung (, average-effects’) sich nicht immer eignet, um Unterschiede
zwischen Kollektiven aufzuspiren (Hoslus 1994).
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Abb.5.3-2  Allelische Diversitdt von sensitiven und toleranten Grol3kollektiven in drei
verschiedenen Stressszenarien. Signifikante Diversitdtsunterschiede: * bel 5% bzw. ** bel 1%
Irrtumswahrscheinlichkeit (Permutationstest);

Wie schon am Anfang des Kapitels dargestellt, zeigen DNA- und Isoenzym-Marker einen
Diversitdtsverlust in den toleranten Grof¥kollektiven. Damit beruht diese Aussage auf
insgesamt 26-27 untersuchte Loci. Innerhalb der Standorte und zwischen den darin
untersuchten Kollektiven zeigt die Genpool-Diversitét und Genpool-Differenzierung in alen
Falen die gleichen Tendenzen (siehe oben). Die zwischen Null und Eins definierte
Differenzierung berlicksichtigt unterschiedliche Populationsgrof3en (GReGorius 1987) und
erlaubt dadurch einen Vergleich zwischen den Bestdnden der drel Standorte. Im Mittel Uber
alle Kollektive eines Standortes ist es der Moénichswad/Gunzenhausen (d-DNA-Marker=
0,49; d-1soenzyme= 0,24), der die ausgepragteste Differenzierung nachweist, gefolgt von den
Klonen-Mischkollektiven aus dem Erzgebirge (d-DNA-Marker=0,48). Die in der
slowakischen SpiS Region (Schwermetall- und SO,-Belastung) untersuchten Baume zeigen
insgesamt die geringste Differenzierung (d-DNA-Marker = 0,46; d-1soenzyme = 0,11).
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Alle hier vorgestellten, auf Allele bezogenen Tendenzen in der Diversitét und Differenzierung
ziehen sich auf Genotypenebene fort.

In Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen wurde von ScoTT! et al.
(1998a) anhand von DNA-Markern (SCAR-Technik) in einer italienischen schadstoff-
exponierten Fichtenpopulation eine geringere Diversitdt nachgewiesen as in einem nicht
exponierten Referenzbestand, der von der Umweltbelastung nicht betroffen war. Ein
Diversitdtsverlust unter den toleranten Fichten entspricht der Annahme, dass starker
Umweltstress generell die Diversitdt des Genpools durch Selektionsvorteile spezialisierter
Genotypen vermindert (HosIUS 1994).

Im Gegensatz hierzu weisen die meisten mit 1soenzym-Markern durchgefihrten Studien an
Populationen unter komlexen Umweltstress eine hohere Diversitét innerhab toleranter
Kollektive nach, die vor allem auf Verschiebungen in den Haufigkeiten genetischer Typen
zurtickgeht. Dieser eher unerwartete Befund gelang nicht nur bei Fichten (BERGMANN und
ScHoLz 1987; PRUS-GLOWACKI und GobDzik 1991; RADDI et al. 1994), sondern auch bei
Kiefern (GEBUREK et al. 1987; OLEKSYN et al. 1994) und Buchen (MULLER-STARCK 1985,
1989, 1993).

Raumlich homogene und zeitlich konstant wirkende Umweltbedingungen konnen zu
gerichteten Anpassungsprozessen fuhren. Der damit einhergehende Verlust an genetischer
Diversitdt kann dann auch die Fahigkeit zur Anpassung an weiteren verdnderten
Umweltbedingungen einschranken. Anpassungspotentiale und damit auch Anpassungs-
fahigkeiten werden in diesem Falle aufgrund des Anpassungsprozesses verringert. Dagegen
konnen raumlich und zeitlich variable Umweltbedingungen der Erhaltung der
Anpassungsfahigkeit forderlich sein, indem sie diversifizierende Anpassungsprozesse
audl6sen, welche eher zur Erhaltung genetischer Variation fuhren (ZIEHE und GREGORIUS
1996). Demnach miusste der in der vorliegenden Arbeit beobachtete Diversitdtsverlust eher
durch homogene und konstante Stressoren ausgel 6st worden sein, was kaum vorstellbar ist, da
es sich um Untersuchungen an Freilandpopulationen gehandelt hat, die unter komplexen
Umweltbedingungen standen. Andererseits ist genauso wie bei homogenen Stress-
einwirkungen ein Verlust an Diversitét zu erwarten, wenn innerhalb dieser Komplexitét die
Belastung durch einen der Stressoren (Schwermetall, SO, oder Chlorid) so stark ist, dass nur
spezielle Genotypen Uberleben kénnen.

Eine weitere mogliche Erklarung fur die mit DNA-Markern nachgewiesenen Diversitéts-
verluste stitzt sich auf die Herkunft der benutzten Marker. Sie haben ihren Ursprung in
Gensequenzen einer unter Pathogenstress induzierten cDNA-Bank. Unter Berticksichtigung
pleiotropischer Effekte ist es denkbar, dass Gene, die unter Pathogenstress exprimiert werden,
auch unter den hier studierten Stressszenarien besonders von gerichteten Anpassungs-
prozessen betroffen werden.
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» Heter ozygotie

Das aus alen DNA-Loci hergeleitete Gesamtmittel (Genpool) zeigt unter allen Stessszenarien
eine Tendenz zu einer geringeren Heterozygotie in den toleranten Kollektiven. Am
deutlichsten wird dies im chloridbelasteten Bestand des Monichswaldes. Die beobachtete
Heterozygotie entspricht im toleranten Grof3kollektiv nur 80% der des sensitiven
Referenzkollektives (vgl. Abb. 5.3-3). Der Fixierungsindex deutet mit 15% auf einen
Uberschuss an Homozygoten im Grofkollektiv der toleranten Fichten hin, wahrend sich die
sengitiven Fichten mit Fs=4% dem Gleichgewicht zwischen Homo- und Heterozygoten
ndhern. In den mit Schwermetall- und SO,-belasteten slowakischen Standort sowie in der mit
SO, -belasteten Versuchsflachen des Erzgebirges liegen die berechneten Fixierungsindices fur
die Fichtenkollektive mit Werten zwischen O und 6% nahe dem Gleichgewicht zwischen
Homo- und Heterozygoten. Einen hoheren oder gleich hohen Uberschuss an Homozygoten-
Individuen in den toleranten Grof3kollektiven gegeniiber den sensitiven fuhrt zum Schluss,
dass die hohere Senditivitdt gegeniber den entsprechenden Schadstoffen nicht
Inzuchtdepression a's Ursache haben kann.

Die analysierten Isoenzym-Genloci zeigen im Mittel keine oder nur sehr gering Unterschiede
in der beobachteten Heterozygotie, die sich aber der von DNA-Markern gezeigten Tendenz zu
einer hohren Heterozygotie in sensitiven Grof3kollektiven anschlief3en. Der entsprechend
berechnete Fixierungsindex weicht nur im streusal zbelasteten Bestand nenenswert von O ab.
Beide Kollektive der Versuchsflache A (sensitiv und tolerant) zeigen einen Uberschuss an
Homozygoten-Individuen (18% bzw. 21%) und unterscheiden sich somit von der
Versuchsflache B an diesem Standort (4% bzw. 11%).

Nur wenige der bisherigen Isoenzym-Untersuchungen, die sich mit der Auswirkung von
Schadstoffen auf die genetische Zusammensetzung von Baumpopulationen befassten, konnten
hohere Homozygotenanteile bel tberlebenden bzw. vitalen Individuen wie in der vorgelegten
Studie nachweisen (PRUS-GLOWACKI und GobDzIK 1991; PRUS-GLOWACKI und NOWAK-
Bzowy 1992). Im Gegenteil dazu zeigen die meisten der an umweltbelasteten Standorten
durchgefihrten genetischen Untersuchungen eine hohere Heterozygotie in toleranten bzw.
Uberlebenden Baum-Kollektiven BERGMANN und ScHOLz 1987; BERGMANN und SCHOLZ
1989; MULLER-STARCK und ZIEHE 1991; MULLER-STARCK 1993; RADDI et al. 1994; PrRUS-
GLOWACKI und GobDzik 1995; BERGMAN und HosIus 1996; PRUS-GLOWACKI et al. 1998).
Diese Erkenntnisse beziehen sich auf die Betrachtung der Isoenzym-Mittelwerte und fihrten
zur Annahme, dass eine hohe Heterozygotie as vorteilhaft zu bewerten ist.

Mehrere Arbeiten an verschiedenen Baumarten (Fichte: BERGMANN und HosSIUs 1996;
Hosius et al. 1996; Buche: MULLER-STARCK 1993; Tanne: LLAMAS 1998), die sich mit der
Auswirkung der Heterozygotie auf die Anpassungsfahigkeit unter Umweltstress befassten,
weisen daraufhin, dass einzelne Isoenzym-Genloci sehr unterschiedliche Trends zwischen
toleranten und sensitiven Individuen zeigen. Gleiches konnte hier fir die DNA-Marker
bestatigt werden. Uber alle Versuchsstandorte hinweg konnten die 8 DNA-Loci in folgende
drei Kategorien eingestuft werden (vgl. Abb. 5.3-3): a) Der Heterozygotenanteil liegt in den
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toleranten Grofkollektiven unter dem der sensitiven Grofkollektive (Cad7, PA0O002, PA0005
und PA0043). b) Der Heterozygotenanteil in den tolerante Grof3kollektiven liegt Uber den der
sensitiven Grof3kollektive (PAO055). c) Es gibt keine Ubereinstimmenden Trends Uber alle
Standorte hinweg (PA0034, PA0038 und PA00G6).

Besonders hervorzuheben sind zwei Marker: PAOOS5, der an einem Gen der b-Untereinheit
des ATP-Synthasekomplexes liegt, zeigt gegen den Trend der restlichen DNA-Marker als
einziger Marker an allen Standorten einen hoheren Antell an Heterozygoten bei den toleranten
Individuen im Vergleich zu den senstiven. Dies gilt trotz sehr unterschiedlicher
Heterozygotieantelle an diesem Locus fir verschiedene Standorte (zwischen 11,5% und
39,4%; vgl. Abb. 5.3-3). PA0066, der ein kdteinduziertes Gen identifiziert, zeigt extreme
Gegensdtze. Wahrend sich auf dem mit Schwermetal- und SO;-belasteten Standort
Heterozygotie as vorteilhaft erweist (42,3% vs. 26,6%; vgl. Abb. 5.3-3), ist der gegenteilige
Trend im streusal zbel asteten Monichswald zu beobachten. Bel den toleranten Fichten sind nur
25,4% an diesem L ocus heterozygot, wahrend es im sensitiven Grof3kollektiv 47,9% sind.
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Abb.5.3-3  Heterozygotenanteil (H,) in sensitiven und toleranten Grof3kollektiven in den
drel verschiedenen Stressszenarien;
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Die Frage, warum an einigen Loci Allele im heterozygoten und an anderen im homozygoten
Zustand bevorzugt bei toleranten Individuen vorkommen, ist fir Baume noch nicht eindeutig
geklart. Im algemeinen gilt fir das gesamte Genom: héhere Heterozygotiegrade verschaffen
bei komplexen, moderaten aber langanhaltenden Formen von Umweltstress einen Viabilitéats-
vortell und bei spezifischen, sehr starken Belastungssituationen scheinen homozygote
Individuen besser angepasst zu sein (GREGORIUS 1989; MULLER-STARCK 1993; PRUS
GLOWACKI und GoDzIK 1995; SAVOLAINEN und HEDERICK 1995).

Die Unterschiede zwischen sensitiven und toleranten Kollektiven in ihrer Genpool-
Heterozygotie ist also sehr von den verwendeten Marker-Loci abhéngig und erlaubt erst bei
Betrachtung vieler Marker-Loci eine représentative Aussage. Als Ideal erscheint daher der
Einsatz einer hohen Zahl an kodominanten Markern mit gleichmaiiger Verteillung Uber das
komplette Genom. Anhand einer Kopplungskarte lief3en sich dann die Bereiche des Genoms
charakterisieren, die eine hohere bzw. geringere Heterozygotie aufweisen. Dieses Vorgehen
scheitert im Moment noch an der geringen Anzahl verflgbarer kodominanter, nicht anonymer
Marker.

* Allel- und Genotyphaufigkeiten

Bemerkenswert ist, dass an keinem der zwei Standorte, in denen Untersuchungen an
Isoenzym-Genloci durchgefiihrt wurden, signifikante Allel- oder Genotypen-Haufigkeits-
unterschiede zwischen sensitiven und toleranten Kollektiven beobachtet werden konnten. An
mehreren ahnlich durchgefihrten Studien an Koniferen MEINARTOWICZ 1983; BERGMANN
und SCHOLZ 1989; KONNERT 1992; RADDI et al. 1994; BERGMANN und HOsIUS 1996) traten
signifikante Unterschiede an einigen Loci auf. Eine mogliche Erkl&rung mag in der
Stichprobengrofie liegen. Im Vergleich von Stichproben geringer Grof3e konnen Signifikanzen
Ubersehen werden, die tatsichlich zwischen den Grundgesamtheiten bestehen, weil der
c 2-Homogenitatstest fir geringe StichprobengrofRen unscharf ist (Hosius 1994). Dieses
durfte vor allem bei 1soenzym-Genloci, die zu einem Minorpolymorphismus tendieren, eine
Rolle spielen, da der Anteil an Individuen in einem Kollektiv, der Gberhaupt Variation zeigt,
sehr gering ist. In solchen Féllen sind grofe Stichprobenumfange notwendig, um
Haufigkeitsverschiebungen zu bemerken und statistisch absichern zu koénnen. Einer der
limitierenden Faktoren fir grofRere Stichproben ist durch die strengen Auswahlverfahren der
Paare bzw. Kollektive senditiver und toleranter Fichten gegeben, die die Anzahl der zu
untersuchenden Individuen beschrénken. Zum anderen ist die Charakterisierung des Materials
mit den hier angewendeten DNA-Markern noch mit erheblichem experimentellen Aufwand
verbunden, der grof3e Stichprobenumfange erschwert.

Im Gegensatz zu den Isoenzym-Genmarkern konnten an jedem untersuchten Standort
mindestens an einem DNA-Marker unterschiedliche Haufigkeiten von Allelen oder
Genotypen zwischen sensitiven und toleranten Fichtenkollektiven statistisch gesichert
nachgewiesen werden. Die auffallenden EST-Loci waren in jedem der drei untersuchten
Stressszenarien andere  (Schwermetall- und SO»-Belastung-Flache A: PAO0038; SO»-
Belastung: PA0002; Streusalz-Belastung: PAO005 und PA0066). Dieses wird als Hinwel's auf
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unterschiedliche Selektionsprozesse in den drei Stressszenarien gewertet. Die grofdte
Verschiebung der Genotyp-Haufigkeiten zwischen toleranten und sensitiven Teilkollektiven
ist in dem mit Chlorid belasteten Bestand Monichswald vorzutreffen. Der fir Marker PAO005
und PA0066 homozygote Multilocus-Genotyp AA-BB wird von 31% der sensitiven, aber von
63% der toleranten Fichten getragen. Untersuchungen beider Marker an einer Fichten-
Nachkommenschaft belegen, dass keine Kopplung zwischen ihnen besteht (BozHKO et al. in
Vorbereitung). Es handelt sich daher um unabhéngig voneinander rekombinierende Loci, die
eine epistatische Genwechselwirkung vermuten lassen. Fur die Schéatzung der
Anpassungskapazitdt der gesamten Population des Monichswaldes gegeniber
Streusalzeinwirkungen ist auch derjenige Anteil an Fichten, welcher Uber die untersuchten
Paaren von Individuen nicht erfasst wurde, mitzuberiicksichtigen ZIEHE und GREGORIUS
1996).

Besonders interessant ist der Fall des mehrmals auffallenden EST-Marker PA0066 (vgl. auch
Diversitdt und Heterozygotie). Er liegt an der 3' untrandatierten Region eines Genes, was
Homologien zu einem unter K&l testress induzierten Gen bei Brassica napus aufweist und fir
das ribosomale Protein L13-2 kodiert (SAEZ-VASQUEzZ et al. 1993). Die zusétzlichen
allgemeinen Erkentnisse, dass Toleranz gegentiber Schadstoffen oft auf Pleiotroepie beruht,
wie z. B. bel dem Zusammenhang zwischen O3 und Kédteresstenz in Pinus tadea
(CHAPPELKA et al. 1990) lassen vermuten, dass das von PA0066 markierte Gen selbst in den
hier studierten Selektionzprozessen involviert ist. Weitere Untersuchungen, beispielsweise an
der Expression dieses Genes in der Fichte unter Stressbedingungen, kdnnten dieser Hypothese
auf den Grund gehen.

Nicht alle DNA-Marker, die mit stressinduzierten Genen verbunden sind, verhielten sich
auffallig. Belspielsweise hétte man sich fur den EST-Marker PAOO38, der an einem Gen
gekoppelt ist, welches eine hohe Identitét zu einem Halotoleranzprotein aufweist (SCHUBERT
et al. 2001), eine Unterscheidung von toleranten und sensitiven Kollektiven in der
streusal zbelasteten Flache vorstellen konnen. Als weiteres Beispid sl hier Marker Cad7
genannt. Cinnamylalkohol-Dehydrogenase (CAD) ist ein Enzym, was in der Biosynthese von
Lignin aber auch in den Abwehrmechanismen (MITCHELL et al. 1994; BERGMANN et al. 1996)
der Pflanzen eine Rolle spielt. In Fichtenkeimlingen, die erhdhten Os-Konzentrationen
ausgesetzt wurden, konnte eine verstarkte Expression des fur CAD kodierenden Genes
beobachtet werden (BAUER et al. 1993; GALLIANO et al. 1993). DNA-Marker Cad7 liegt in
einem Intron eines solchen CAD-Genes. Bei den hier untersuchten Umweltstressszenarien
konnten keine genetischen Unterschiede zwischen toleranten und sensitiven Individuen an
diesem Locus nachgewiesen werden. Dies ist trotz oder vielleicht gerade wegen der hohen
Variation dieses Markers der Fall. Stochastische Assoziationen bezlglich der
Anpassungskapazitdten konnen nur aufgedeckt werden, wenn die beobachteten genetischen
Typen auch in hinreichenden Haufigkeiten vertreten sind. Demzufolge bilden Genloci mit nur
wenigen genetischen Typen und einer hohen Gleichverteilung der gleichen den Idealfal.
Hingegen konnen hochpolymorphe genetische Marker wie Cad7 oder Mikrosatelliten fir
Untersuchungen an Stressmerkmalen ungeeignet sein (ZIEHE und GREGORIUS 1996).
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DarlUber hinaus ist zu beachten, dass die Abwesenheit von Héaufigkeitsunterschieden an den
ausgewerteten Genloci nicht das Fehlen jeglicher Anpassungsprozesse bedeutet. Die Marker
liegen zwar im Bereich der angesprochenen Gene, aber sie spiegeln nicht unbedingt die
Variation am kodierenden Bereich dieses Genes wieder.

5.3.2 Auswirkungen auf das Chlor oplastengenom

* Vielfalt

Auch wenn, wie in Abbildung 5.3-4 zu sehen, unter verschiedenen Stressbedingungen in den
toleranten Grof3ollektiven eine hohere Vielfat an Haplotypen zu finden ist, sollte sie nicht
Uberbewertet werden. Bedingt durch die hohe Anzahl an identifizierten Haplotypen und dem
hohen Antell (46%) an seltenen Haplotypen ist die Vielfalt stark abhéngig von der
Stichprobengrofe. Trotz gleich grofRer Grof3kollektive (senditiv vs. tolerant) innerhalb eines
Standortes kénnen sich die Verhdltnisse der beobachteten Vielfat bel Auswertung geringerer
Stichprobenumfange andern.
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Abb.5.3-4  Haplotypenvielfalt in den toleranten und sensitiven Grof3kollektiven in drel
verschiedenen Stressszenarien.

Uber den Vergleich sensitiver und toleranter Kollektive hinaus ist zu beachten, dass bei
drastischer Reduzierung der Populationsgrof3e, wie es in den Untersuchungsflachen wegen
der starken Umweltbelastung der Fall ist, das Chloroplastengenom von genetischer Drift
hoher  betroffen  wird, as das  Kerngenom. Die nicht  vorhandenen
Rekombinationsmoglichkeiten, bedingt durch den haploiden Zustand und die uniparentale
Vererbung der Chloroplasten-DNA, reduzieren die effektive Populationsgrofe zu einem
Viertel im Vergleich zu der Kern-DNA (BLANCHARD und L YNCH 2000).
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* Diversitat
Die Diversitdt der Haplotypen ist nicht so abhéngig von der Stichprobengréfe wie die

Haplotypenvielfalt, weil in ihr die Haufigkeit des Auftretens der einzelnen Haplotypen
mitberiicksichtigt wird.

Wegen der hohen Variabilitét der einzelnen cpSSR-Loci (4 bis 6 Varianten) kann, trotz
Abwesenheit von Rekombination zwischen den Loci, eine hohe Anzahl an 3-Locus-
Haplotypen gebildet werden. Die viedlen unterschiedlichen Haplotypen, die auch noch zum
Tell nur selten vorkommen, erschweren unter Umstéanden die Erkennung von
Selektionseffekten am Chloroplastengenom. Aus diesem Grunde wurde die Diversitét nicht
nur an den 3-Locus-Haplotypen berechnet, sondern auch fir jeden einzelnen Locus sowie fir
alle moglichen 2-L ocus-K ombinationen.

Die in Abbildung 5.3-5 dargestellte Diversitdt der Grol3kollektive beschadigter und vitaler
Fichten an den drei umweltbelasteten Standorten verdeutlichen die zum Teil statistisch
signifikanten Diversitédtsunterschiede. Bel Betrachtung der Kombination aller drel
analysierten cpSSR als 3-Locus-Haplotypen ist in allen Stressszenarien eine hohere Diversitét
bei den toleranten Grofkollektiven vorzufinden. Wahrend die Differenz  zwischen
Grofkollektiven in dem mit Schwermetall- und SOj-belasteten Standort nur geringfligig
ausfallt, ist sie an den beiden anderen Standorten statistisch signifikant. Die
Diversitdtsunterschiede sind hauptséchlich  dadurch gegeben, dass in toleranten
Grofkollektiven eine gleichméldigere Verteilung der Haplotypen vorzufinden ist. Im
Vergleich zu den sensitiven Grof¥kollektiven ist die Haufigkeit des vorherrschenden
Haplotyps ,623“ bel den toleranten Fichten geringer, seltene Haplotypen werden
entsprechend haufiger.

Weitere statistisch signifikante Diversitétsunterschiede zwischen sensitiven und toleranten
Grof¥kollektiven sind in dem SO»-belasteten Standort im sachsischen Erzgebirge bel
Betrachtung des Locus Pt26081 und der 2-Locus-Haplotypen ,Pt26081 + Pt71936"
nachzuweisen (vgl. Abb. 5.3-5). Diese Marker-Kombinationen zeigen an allen untersuchten
Standorten eine hohere Diversitét in den toleranten Grof3kollektiven

Interessant it auch die Marker-Kombination ,Pt63718 + Pt71936“. An alen
Versuchsstandorten sind statistisch signifikante Diversitétsunterschiede zu erkennen (vgl.
Abb. 5.3-5). Wahrend an zwel Standorten (Monichswald und sichsisches Erzgebirge) die
hohere Diversitét in den toleranten Grofkollektiven vorliegt, zeigt sich am dritten Standort
(dowakische Spis Region) die hochste Diversitét im sensitiven Grol3kollektiv. Diese
entgegengesetzten Ergebnisse machen darauf aufmerksam, dass Kollektive mit Fichten, die
eine hohe Diversitdt in dem Chloroplastengenom aufweisen, nicht grundsétzlich besser auf
Umweltstress vorbereitet sind.
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Abb.5.3-5 Genetische Diversitdt anhand der Haplotypen in toleranten und sensitiven
Grof¥kollektiven in drei verschiedenen Stressszenarien. Dargestellt sind nur  Loci-
Kombinationen, an denen statistisch signifikante Diversitétsunterschiede nachgewiesen
wurden (vgl. Anhang 8.4). Signifikante Diversitdtsunterschiede: * bel 5% bzw. ** bel 1%
Irrtumswahrscheinlichkeit (Permutationstest);

Erganzend sei hier noch einmal erwéhnt, dass die Haufigkeit, mit der Haplotypen auftreten,
sowie deren Diversitét in dem Verbreitungsgebiet der Fichte stark schwanken @uccl und
VENDRAMIN 2000). Wenn Kollektive, wie hier im Monichswald und im séchsischen
Erzgebirge, einen vorherrschenden Haplotyp besitzen (>62%), dann aber wegen genetischer
Selektion ein seltener Haplotyp an Prasenz gewinnt, steigt die Diversitét dieses Kollektivs. Ist
aber die Ausgangssituation so, dass im Kollektiv eher eine Gleichverteilung der Haplotypen
vorhanden ist, dann kann eine gerichtete Selektion auf einen oder mehreren dieser Haplotypen
zu einem Diversitétsverlust fihren. Wie das Beispiel zeigt, ist die gemeinsame Betrachtung
der Haufigkeiten, mit denen die Haplotypen auftreten, und die Diversitét sinnvoll.

» Haufigkeiten

In dem dlowakischen Standort der Region SpiS kommt der ansonsten vorherrschende
Haplotyp ,,623" nicht so oft vor (vgl. Abb. 5.3-6). Dafir kommt der in den anderen Standorten
seltene (<3%) Haplotyp ,, 614" im sowakischen Bestand mit Haufigkeiten von Uber 15% bzw.
25% (tolerant vs. senditiv) vor. Diese Haufigkeitsunterschiede liegen mit grof3er
Wahrscheinlichkeit an der geografischen Lage der untersuchten Fichtenbestande. Anhand
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Untersuchungen mit den gleichen Chloroplasten-Mikrosatelliten in Fichtenprovenienzen des
ganzen Verbreitungsgebietes, konnte eine Korrelation zwischen Haplotypen und Breiten-
bzw. Langengrade festgestellt werden (VENDRAMIN et al. 2000). Die Autoren verbinden diese
Ergebnisse mit den moglichen Migrationsruten nach der letzten Eiszeit, lassen aber auch die
Maoglichkeit eines klinalen Selektionsprozesses offen.

Nimmt man die von Buccl und VENDRAMIN (2000) anhand Untersuchungen mit den gleichen
Chloroplastenmarker postulierten genetischen Zonen fir die Fichte als Referenz, so befindet
sich der slowakische Versuchsstandort im ,,Center Carpathians’-Genpool, das séchsische
Erzgebirge im ,, Center Europe*-Genpool und der Ménichswald im ,, Eastern Alps‘- Genpool.
Diese Genpools unterscheiden sich unter anderem hinsichtlich der Haufigkeit, mit welcher der
von ihnen bezeichnete Haplotyp O1 vorkommt. Fur Haplotyp O1, der dem hier as ,623*
bezeichneten Haplotyp entspricht (vgl. Kap. 5.2), werden Haufigkeiten von 74% im , Eastern
Alps‘-Genpool, 64% im ,Center Europe‘-Genpool und mit 20% seltener im ,Center
Carpathians’-Genpool erwartet (Buccl un VENDRAMIN 2000). Diese Erwartungs-Werte
stimmen mit den Haufigkeiten des Haplotyps ,,623“ in den hier untersuchten Bestdnden
Uberein (vgl. Abb. 5.3-6) und bestétigen eine geografische Differenzierung der Populationen.

Schwermetall-/SO,-

Loci

Grofkollektiv
sensitiv A+B
3-Locus-Haplotypen

EEODEEEN
N
N

Grof¥ollektiv
tolerant A+B

Abb.5.3-6  Haufigkeit der 3-Locus-Haplotypen in den sensitiven und toleranten Grol3-
kollektiven in drel verschiedenen Stressszenarien.

Der Vergleich der Haplotyphaufigkeiten zwischen den sensitiven und toleranten Individuen
eines Standortes liefert im Fall des mit SO, belasteten Standortes im Erzgebirge statistisch
signifikante Unterschiede (vgl. Abb. 5.3-6). Der im sensitiven Grof3ollektiv vorherrschende
Haplotyp ,623" (62%) nimmt im toleranten Grof3kollektiv um 29% Punkte ab. Nicht
signifikant, aber eine starke Tendenz in die gleiche Richtung, konnte auf dem
chloridbelasteten Standort nachgewiesen werden. Der gleiche Haplotyp ,623“ nimmt von
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sensitiven zu toleranten Grof3kollektiven bemerkenswert um 18% Punkte ab. Dass in den
toleranten Grof¥kollektiven fast alle selteneren Haplotypen proportionsgemald haufiger
aufreten, wird vorléufig als Zeichen einer gerichteten Selektion gegen Haplotyp , 623"
gedeutet. Sowohl unter SO,-Belastung als auch bel Salzstress zeigen Fichten, die den
Chloroplasten-Haplotyp ,,623* tragen, eine geringere Anpassungsfahigkeit.

Im dritten untersuchten Standort ist festzustellen, dass Fichten, die Haplotyp ,,623" tragen,
offenbar nicht von der Schwermetall- und SO,-Belastung differenziert betroffen werden.
Dafir ist bei dem toleranten Grof3kollektiv eine Verringerung des Anteils an Haplotyp , 614"
zu bemerken. Noch auffélliger ist das Vorkommen des Haplotyps ,613“ (14%) bei den
toleranten Fichten, da dieser Haplotyp bei den sensitiven Fichten nicht vorzufinden ist. Der
auch an diesem Standort agierende Selektionsdruck auf das Chloroplastengenom wird bei
Betrachtung der Haufigkeiten der 2-Locus-Haplotypen (Pt63718 + Pt71936) deutlicher (vgl.
Kap. 4.3.1). Haplotyp ,,6-3“ kommt in 29% der sensitven aber in 49% der toleranten Fichten
Vor.

Eine gerichtete genetische Selektion des Chloroplastengenoms in Fichtenpopulationen ist
denkbar, da in mehreren Kulturpflanzen der Einfluss von verschiedenen Genen aus dem
Chloroplastengenom auf Herbizidresistenz, Hitzetoleranz, Antibiotikaresistenz und
Sensitivitdt gegentber Krankheiten und anderen physiologisch wichtigen Eigenschaften
bereits bewiesen wurde (ROBERTSON und FREY 1984; OxTOBY und HUGHES 1989; De BROUX
et al. 1990; KAVANAGH et al. 1994; HECKATHORN et al. 1998). Die Fixierung solcher
positiven Gene wird aber durch die Tatsache, dass ale Gene des Chloroplastengenoms
miteinander gekoppelt sind, erschwert. Die phanotypische Auswirkung einer positiven
Mutation kann leicht durch ein nachteiliges Gen Uberschattet werden (BLANCHARD und
LYNCH 2000). Es ist auch zu beachten, dass bereits epistatische Effekte zwischen dem
Chloroplasten- und Kern-Genom beschrieben wurden, die sich z.B. auf die Viabilitéd von
Embryonen auswirken (CRUZAN und ARNOLD 1999). Bidlang wurden keine okologisch-
genetischen Studien an Freilandpopulationen durchgefiihrt, die sich mit Selektionsprozessen
im Chloroplastengenom beschéftigt hétten. Die Ergebnisse dieses ersten Ansatzes deuten auf
Selektionsereignisse auf Chloroplastenebene, die durch starke Umweltbel astungen ausgel 6st
werden. Weitere Untersuchungen werden erforderlich sein, um das Ausmal? der genetischen
Selektion zu beurtellen und genauere Beziehungen zwischen dem Chloroplasten- und
Kerngenom in der Rektion auf Umweltstress festzustellen.
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54 Pilotstudie an Tief- und Hochlagenfichten

Baume, die in hohen Gebirgslagen wachsen, missen besonders gut an ihre Umwelt angepasst
sein, da sie unter sehr spezifischen klimatischen Bedingungen leben. Im Vergleich zu tieferen
Lagen haben Wader in Hochlagen nicht nur eine kirzere Vegetationsperiode, sie sind auch
mehr von Frostschdden, Schneebruch, Trockenheit und erhdhten Ozonkonzentrationen
(PAFFRATH und PETERS 1988) betroffen. Die Fichte hat sich mit einem besonderen
Wachstumshabitus an solche extreme Lagen anpassen konnen SCHMIDT-VOGT 1977). Um
die Anpassung von Fichten an Hochlagen auch in Form von Verdnderungen genetischer
Strukturen zu untersuchen, wurden zwel Populationen im Nationalpark Berchtesgaden in
diese Pilotstudie einbezogen.

Die alelische Vidfat an den 8 DNA-Loci und 13 Isoenzym-Genloci ist in der untersuchten
Naturverjingung von Hochlagenfichten etwas niedriger as in dem Altbestand der Tieflage.
Im Gegensatz hierzu ist die genetische Diversitét in dem hochgelegenen Bestand héher. Ein
Grund fur die Differenz in der Viedfat, nicht aber in der Diversitét, konnten die
unterschiedlichen ontogenetischen Stadien der Populationen sein. Ein Vergleich der
Naturverjingung mit dem entsprechenden Altbestand der hier untersuchten Hochlage in
Berchtesgaden ergab, im Gegensatz zu anderen Alpentransekten, eine hdhere genetische
Vidfat und Diversitdt bei den &dlteren Fichten (MULLER-STARCK et al. 2000). Bei den
Untersuchungen in Fichtenpopulationen auf drel Hohenstufen (1000-1200m 0. NN; 1400-
1500m 0. NN; 1800-2000m . NN) in vier Transekten entlang der Alpen wurde die héchste
genetische Diversitét fur die Fichte in dem mittleren Hohenbereich ermittelt. Die Autoren
nehmen an, dass die Reduzierung der Variation innerhalb der Bestande an der Waldgrenze
durch selektive Anpassungsprozesse im Zuge der meist extremen Umweltbedingungen
verursacht wird und in Lagen um 1000m durch einen stéarkeren menschlichen Einfluss im
Zuge der Bewirtschaftung bedingt ist (MULLER-STARCK et al. 2000). Da in der hier
vorgelegten Arbeit nur zwei Populationen aus extremen Hohenstufen untersucht wurden,
kann zu dieser Annahme keine Stellung genommen werden.

Andererseits liegt die genetische Variation innerhalb einer Population, die mit 1soenzym-
Markern an 20 Fichtenpopulationen der Schweizeralpen (1100 bis 1900m . NN) untersucht
wurde, ahnlich hoch wie Referenzdaten von Tieflagen (MULLER-STARCK 1995a).

MULLER-STARCK et al. (2000) ermittelten einen genetischen Abstand (Isoenzym-Genloci)
von 3,6% zwischen der von ihnen untersuchten Fichten in den tiefsten (1000m) und héchsten
(1800m) Lagen des Nationalparks Berchtesgaden. Ein dhnlich hoher genetischer Abstand von
4,4% wurde anhand von Isoenzym-Genmarkern in der hiesigen Pilotstudie zwischen Tief-
(800m) und Hochlagenfichten (1800m) ermittelt. Gemessen an den DNA-Markern fiel der
Abstand mit 6,9% etwas hoher aus.

Von den insgesamt 21 untersuchten Loci im Kerngenom unterscheidet sich die Haufigkeit der
Allele zwischen Tief- und Hochlagen der Pilotstudie statistisch signifikant nur fUr den
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Isoenzym-Marker ACO-A. Dennoch, ob die Unterschiede an diesem Locus mit einem
Hohengradient korrelieren, muss in weiteren Studien in anderen Bergregionen Uberprift
werden. Ein Zusammenhang zwischen genetischen Merkmalen und morphologischer
Variation entlang von Hohentransekten wurde besonders aufféallig mittels des Enzymsystem
der sauren Phosphatase (SAP)(BERGMANN 1978; RUETzZ und BERGMANN 1989). Dieses
Enzymsystem wurde wegen seiner gewebespezifischen Isoenzym-Muster im Rahmen der
vorgestellten Pilotstudie nicht analysiert.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch innerhalb des Nationalparks Mitte des 19.
Jahrhunderts mit nicht-autochthonen Saat- und Pflanzengut aufgeforstet wurde. Dies betrifft
hauptsachlich tiefergelegene und leicht erreichbare Flachen (RUETZ und BERGMANN 1989).

Mit Hilfe von Chloroplasten-Mikrosatelliten kdnnen nicht autochthone Fichtenpopulationen
in grof¥raumigen Bereichen erkannt werden (Buccl und VENDRAMIN 2000). Das Auftreten des
Haplotyps ,,623“ mit Haufigkeiten von 73% und 63% in den Tief- bzw. Hochlagenfichten der
Pilotstudie liegt den von Buccl und VENDRAMIN (2000) erwarteten 74% fir das
entsprechende , Eastern Alps‘-Genpool nahe (/igl. Kap. 5.3.2). Auch wenn eine kinstliche
Verjingung fur den tiefergelegeneren Bestand nicht ausgeschlossen werden kann, stammt das
Ausgangsmaterial hochstwahrscheinlich aus dem bayerischen Raum.

An den anhand von drei Chloroplasten-Mikrosatelliten bestimmten Haplotypenhaufigkeiten
und an der Diversitét unterscheiden sich die untersuchte Tief- und Hochlagenpopulation nicht
statistisch signifikant. Dennoch ist ein beachtlicher Diversitétsunterschied von 1,84 auf 2,42
zwischen den Populationen zu verzeichnen. Die hohere Chloroplasten-Diversitét besteht in
der Population, die an der Waldgrenze angesiedelt ist. Der Vergleich von Hochlagenfichten,
die toleranter gegeniber mehreren Stresfaktoren (z.B. Trockenheit, Ozon; PAFFRATH und
PETERS 1988) sein missen, mit den Tieflagenfichten &8sst eine gewisse Parallele zu dem
Vergleich toleranter und sensitiver Kollektive in umweltbelasteten Standorten erkennen. Die
Diversitdt in der Tieflagen-Population entspricht 76% der der Hochlagen-Population und in
den untersuchten Stressszenarien entspricht die Chloroplasten-Diversitdt der sensitiven
Fichten 49% (SO2-Belastung), 63% (Streusalzbelastung) und 98% (Schwermetall- und SO2-
Belastung) der der toleranten Fichtenkollektive (vgl. Annhang 8.4). In wie welit es sich bel den
hier nachgewiesenen Unterschieden zwischen Tief- und Hochlagenfichten um
Selektionsprozesse, die das Chloroplastengenom betreffen, handelt, muss an weiteren
Hohentransekten entlang der Alpen Uberpriift werden.
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55 Schlussfolgerungen

Die ausgewahlte Strategie fur die Markerentwicklung erwies sich als erfolgreich, denn es
konnten sechs neue, fir Populationsstudien geeignete EST-Marker etabliert werden. Diese
unter sich frei rekombinierenden Marker zeigen ein hoheres Mald an genetischer Variation
innerhalb einer Fichtenpopulation als klassische 1soenzym-Genmarker. Bedingt durch die im
Vergleich zu Isoenzym-Genmarkern bessere Haufigkeitsverteilung der Allele weisen die
EST-Marker nicht nur eine hthere Diversidt, sondern auch hohere Heterozygotie-Werte auf.
Diese Eigenschaften zeichnen die Eignung der neuen DNA-Marker aus, um Prozesse wie
Selektion, genetische Drift und Inzucht in Fichtenpopulationen zu charakterisieren.

Die mit Kern-Markern durchgefiihrten genetischen Populationsstudien ergaben an allen
untersuchten umweltbelasteten Standorten in toleranten Fichtenkollektiven eine geringere
Vidfat, Diversitdt und Heterozygotie as in sensitiven Kollektiven. In den meisten Féllen
werden diese Tendenzen sowohl an den Mittelwerten der DNA-Marker a's auch an denen der
Isoenzym-Genmarker erkannt. Dieser eindeutige Verlust an genetischer Variation in den
toleranten Kollektiven belegt auf DNA-Ebene gerichtete genetische Veranderungen in den
Populationen, die durch anthropogene Schadstoffeintrége ausgeldst wurden. Ein solcher
Verlust ist bei relativ homogenen und zeitlich konstant einwirkenden Umweltbedingungen
oder bel starkem Vorherrschen eines Stressors zu erwarten. Der Fixierungsindex liegt bei den
sensitiven Fichtenkollektiven unter dem der toleranten und belegt damit, dass die Kausalitét
des friihen Absterbens einiger Fichten nicht auf Inzuchtdepression beruht.

Es ist hervorzuheben, dass die einzelnen Loci eine sehr unterschiedliche Abhangigkeit
gegentiber Selektionsereignissen zeigen. Einige DNA-Marker und damit die durch sie
identifizierten Genombereiche werden unter den sehr unterschiedlichen Stressbedingungen
der drei untersuchten Standorte gleichermal3en von dem Selektionsdruck betroffen. Hingegen
sind an anderen DNA-Markern stark standortabhéangige Diversitétss bzw. Heterozygotie-
unterschiede zwischen sensitiven und toleranten Kollektiven erkennbar. Eine stressor-
spezifische Antwort wird auch von der Tatsache unterstiitzt, dass die Marker, an denen
Unterschiede in den Alld- bzw. Genotyphéufigkeiten nachgewiesen  wurden,
standortabhangig waren. Diese zum Tell erheblichen Haufigkeitsverschiebungen zwischen
sensitiven und toleranten Kollektiven verdeutlichen den hohen Informationsgehalt der neu
entwickelten DNA-Marker fur die 6kologische Forstgenetik.

Die Chloroplasten-Mikrosatelliten zeigten ein hohes Mal3 an Variation innerhalb von
Fichtenpopulationen. Dieses erlaubte die genetische Charakterisierung des Chloroplasten-
genoms von sensitiven und toleranten Kollektiven der Fichte in umweltbel asteten Bestanden.
Die auftretenden, statistisch signifikanten Unterschiede in der Diversitée und in der
Haplotypenhaufigkeit zwischen sensitiven und toleranten Kollektiven werden als klare
Hinweise auf Selektion im Chloroplastengenom gedeutet. Dieses Ereignis wurde zum ersten
Mal anhand molekularer Marker in Freilandpopulationen von Waldb&umen nachgewiesen.
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Im Gegensatz zu den schadstoffbelasteten Standorten konnten in der Pilotstudie an Fichten
der Tief- und Hochlagen weder mit DNA-Markern noch mit Chloroplasten-Mikrosatelliten
eindeutige Unterschiede zwischen den Populationen festgestellt werden. Lediglich ein
I soenzym-Genlocus erlaubte die Unterscheidung beider Populationen.

Die durchgefiihrten Genomanalysen sind ein Beitrag zum Verstdndnis der genetischen
Konseguenzen von Anpassungsprozessen in langlebigen Waldpopulationen. Dariiber hinaus
erlauben die neu erarbeiteten Kenntnisse einen ersten Schritt in Richtung einer Marker
gestitzten Selektion, die Uber das klassische Ziel, der Erhdhung der Schadstofftoleranz,
hinausgeht. Vorstellbar ist, dass mit dieser Methode gezielt an einzelnen, adaptivitéts-
relevanten Genloci auf eine hohe genetische Variation in Vermehrungsgut geachtet wird, die
zukiinftige Anpassungsprozesse der Popoulation ermoglicht.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Fichte (Picea abies (L.) Karst.) gehdrt sowohl aus ©konomischer wie auch aus
Okologischer Sicht zu den wichtigsten Baumarten Europas. Ihre Besténde sind nach wie vor
von sogenannten neuartigen Waldschaden betroffen, auch wenn in den letzten Jahren
anthropogene Schadstoffimmissionen abgenommen haben. Die Auswirkungen der Selektion
in umweltbelasteten Besténden auf die genetische Zusammensetzung der Populationen
wurden bisang mit Isoenzym-Genmarkern beschrieben. Die heutzutage gegebenen
Maoglichkeiten zur Erweiterung des genetischen Markerspektrums auf DNA-Ebene fur das
Kern- wie auch fir das Organellengenom eréffnen neue Chancen, Anpassungsprozesse in
Freilandpopulationen zu untersuchen.

Aus diesem Zusammenhang ergaben sich die Zielsetzungen der Arbeit: Zundchst sollten neue
Kern-DNA-Marker entwickelt und auf ihre Eignung fir populationsgenetische Studien
getestet werden. Der zweite Schwerpunkt lag in der Anwendung dieser Marker sowie
etablierter Chloroplasten-Mikrosatelliten zur Untersuchung der Auswirkungen von
unterschiedlicher Umweltstbelastung auf die genetische Struktur von Fichtenpopulationen.
Klassische |soenzym-Genmarker wurden zusétzlich als Referenzdaten herangezogen.

Ausgehend von 15 Gensequenzen und unterstiitzt von PCR-Techniken konnten sechs neue
kodominante EST-Marker etabliert werden, die bisher nicht untersuchte Bereiche des
Fichtengenoms identifizieren. Die Prifung dieser locusspezifischen Marker in der
Referenzpopulation Kranzberger Forst belegen ihre gute Eignung zum Nachweis und zur
Quantifizierung genetischer Variation innerhalb von Populationen. Im Vergleich zu
Isoenzym-Genmarkern zeigen sie eine gleichméldigere Allelvertellung und lassen damit ein
hohes Mal3 an genetischer Diversitat und Heterozygotie erfassen. Erganzende Uberprifungen
der Rekombination erbrachten keine Hinweise auf Kopplungen zwischen den Loci der neuen
Marker.

Fur die 6kologisch-genetischen Studien wurden Fichtenpopulationen aus drei verschiedenen
Stressszenarien herangezogen. Hauptstressoren waren Schwermetalle und SO, an einem
Standort in der slowakischen SpiS Region, SO, in einer Mischklonplantage im sichsischen
Erzgebirge und Streusalz im bayerischen Monichswald bei Gunzenhausen. An jedem Standort
wurden in zwei Versuchsflachen jeweils die Individuen entgegengesetzter Merkmals-
auspragungen beziglich ihrer Sensitivitét gegentiber den einwirkenden Schadstoffen (sensitiv
vs. tolerant) bestimmt. Die genetische Struktur sensitiver und toleranter Fichtenkollektive
wurden anhand von acht DNA-Markern und 19 Isoenzym-Genloci fir das Kerngenom sowie
mit Hilfe von drei Mikrosatelliten fir das Chloroplastengenom ermittelt.

Schadstofftolerante Fichten weisen im Vergleich zu sensiblen eine geringere genetische
Variation auf. Dies betrifft alle Mittelwerte der auf Kern-Markern beruhenden Variations-
male. Dartiber hinaus wurden die DNA-Loci einzeln ausgewertet. Dabeli war zu erkennen,
dass die Marker in unterschiedlicher Weise vom Selektionsdruck erfasst werden. Wahrend
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einige Marker unter allen verschiedenen Stressbedingungen gleichermal®en betroffen sind,
zeigen andere nur unter spezifischen Umweltbedingungen Unterschiede zwischen sensitiven
und toleranten Kollektiven. Insgesamt konnten an keinem der 1soenzymgenloci aber an vier
DNA-Markern statistisch signifikante Unterschiede in der Allel- und/oder Genotypen-
haufigkeit zwischen Kollektiven nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse verdeutlichen den
hohen Informationsgehalt der neu entwickelten DNA-Markern.

Deutliche Haufigkeitsverschiebungen zwischen sensitiven und toleranten Fichtenkollektiven
traten ebenfalls bei den Haplotypen des Chloroplastergenoms auf. Diese driicken sich auch in
Diversitéatsunterschieden aus, die an alen drei Stressszenarien statistisch abgesichert werden
konnten. Die Ergebnisse sind as Hinweis eines durch Umweltstress ausgeldsten
Selektionsdruckes auf das paternal vererbte Chloroplastengenom zu interpretieren.

Weiterhin wurden zwel Fichtenpopulationen verschiedener Héhenlagen (800m vs. 1800m (.
NN), also klimatisch stark differierendem natlrlichen Umweltstress entstammend, untersucht.
Im Gegensatz zu den Untersuchungen mit den mit anthropogenen Schadstoffen belasteten
Flachen konnten in dieser Pilotstudie weder mit Kern-DNA noch mit Chloroplasten-Markern
statistisch signifikante Unterschiede zwischen Populationen festgestel It werden.

Die Gesamtheit der genetischen Erhebungen an Fichtenpopulationen zeigt deutlich, dal3 der
Forstgenetik mit den in der Arbeit neu entwickelten DNA-Markern vielversprechende
molekulare Werkzeuge zur Verfligung stehen.
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6 SUMMARY

Both, from an economical and ecological perspective, Norway spruce (Picea abies (L.)
Karst.) is one of Europe’ s most important tree species. Forest stands are still being affected by
the so-called novel forest die back, even though for the last years anthropogenetic pollutant
emissions have been reduced. So far, the effects of selection in such polluted populations on
the genetic composition of the populations have been described by isoenzyme gene markers.
The possibilities of extending the range of gene markers available today to the DNA level for
nuclear- as well as organelle genomes provide new prospects for investigating adaptation
processes in field populations.

The objectives of the present study were based on the following context: First, new nuclear
DNA markers had to be developed and tested for their suitability in population genetic
studies. The second emphasis was put on the application of these markers in addition to
established chloroplast microsatellites to investigate the effects of different environmental
pollutions on the genetic structure of Norway spruce populations. As reference isoenzyme
gene markers were used.

Starting from 15 gene sequences, and based on PCR-techniques, six new codominant EST-
markers could be established, identifying areas of the spruce genome which have not been
investigated so far. The anaysis of these locus-specific markers in a reference population
indicated their suitability for proving and quantifying genetic variation in populations.
Compared to isoenzyme gene markers, they specify a more even alele distribution and enable
the detection of a high degree of genetic diversity and heterozygosity. Anaysis of
recombination indicated no linkage among loci of the new markers.

Spruce populations from three different stress scenarios were taken for ecological genetic
studies. The main stressors were heavy metals and SO, at a site close to Spis (Slovakia), SO-
in a clone plantation in the Saxonian Ore mountains and salt in the Monichswald near
Gunzenhausen (Bavaria). At each location, the individuals with opposite characteristics with
regards to the sensitivity towards the affecting harmful substance, were identified in pairs and
grouped (sensitive vs. tolerant). The genetic structure of sensitive and tolerant spruce
collectives was studied by eight DNA markers and 19 isoenzyme gene loci for the nuclear
genome as well as by three microsatellites for the chloroplast genome.

When compared to sensitive collectives, pollutant-tolerant individuals showed a lower
genetic variation. This was indicated by all mean values of the variation estimators based on
nuclear markers. The evaluation of single DNA loci revealed the fact that markers are indeed
affected by pressure selection in different ways. While some markers are equally affected by
different stress scenarios others showed differences between sensitive and tolerant collectives
only under specific environmental conditions. In all, statistically significant differences in
allele- and/or genotype frequencies between collectives could be verified in none of the
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isoenzyme gene loci, but noteworthy, in four of the DNA markers. These results reflect the
high potential of the newly developed DNA markers.

In addition, clear frequency shifts between sensitive and tolerant collectives of Norway spruce
were indicated regarding the haplotypes of the chloroplast genome. These deviations are also
expressed in terms of differences in diversity which could be statistically verified in al three
stress scenarios. The results are interpreted as an indication for selection pressure triggered by
environmental stress on the paternally inherited chloroplast genome.

Furthermore, two spruce populations from different altitudes, (800m vs. 1800m above sea
level) which represent notorious different natural environments were investigated. In contrast
to the studies of anthropogen stress conditions, statisticaly significant differences among
populations could neither be identified with nuclear DNA, nor could with chloroplast
markers.

This genetic survey of spruce populations clearly proves that the DNA markers developed
within this study are promising molecular tools for the field of forest genetics.
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8.1 Abkurzungsverzeichnis

Abb.
AFLP
bp

cDNA

cpDNA
CpSSR
CTAB
Cy5

dATP (A)
dCTP (C)
dGTP (G)
DNA
dTTP (T)
EDTA
EMBL
EST

Kap.

kb

n.e.

NN

n.s.
ntDNA
PCR

RNAse
SCAR

STS
Tab.
TBE
vgl.

VS.

Irrtumswahrscheinlichkeit

Abbildung

»amplified fragment length polymorphism”
Basenpaare

»complementary-DNA*

Chlorid

»chloroplast-DNA*"

»chloroplast simple sequence repeats”
Cetyltrimethylammoniumbromid
Fluoreszenzfarbstoff

2" -Deoxyadenosin -5 -triphosphat

2 -Deoxycytidin —5"-triphosphat

2" -Deoxyguanosin —5”-tri phosphat
Desoxyribonnukl einsdure

2" -Deoxythymidin -5 -triphosphat
Ethylendiamintetraessigsaure

» European Molecular Biology Laboratory”
»expressed sequence tagged ”

Kapitel

Kilobasen

nicht ermittelbar

Normalnull

nicht signifikant

»huclear-DNA*

»polymerase chain reaction”

»random amplified polymorphic DNA”
Ribonuclease

»Sequence characterized amplified region*
»Simple sequence repeats’

»Sequence tagged site”

Tabelle

Tris-Borat-EDTA

vergleiche

VErsus
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8.2  Gegenluber SO, sensitive und tolerante Fichtenklone im Erzgebirge

Versuchsfléche Altenberg
sensitiveKlone toleranteKlone
Klonnummer Herkunftsort Land Klonnummer Herkunftsort Land
4297 Seiffen D 4281 Seiffen D
4303 Seiffen D 4333 Oberlochmiihle D
4330 Oberlochmiihle D 4346 Oberlochmiihle D
4448 Deutscheinsiedel D 4418 Deutscheinsiedel D
4701 Oberlochmiihle D 4464 Deutscheinsiedel D
4715 Oberlochmiihle D 4468 Deutscheinsiedel D
4741 Seiffen D 4698 Oberlochmiihle D
4776 Deutscheinsiedel D 4704 Oberlochmiihle D
4787 Deutscheinsiedel D 4737 Seiffen D
4788 Deutscheinsiedel D 4762 Seiffen D
4815 Deutscheinsiedel D 4770 Deutscheinsiedel D
4819 Deutscheinsiedel D 4774 Deutscheinsiedel D
4826 Deutscheinsiedel D 4854 Deutscheinsiedel D
4834 Deutscheinsiedel D 5667 Kovarska (074
4861 Deutscheinsiedel D 5669 Kovarska (074
4864 Deutscheinsiedel D 5680 Bolebor Ccz
5670 Kovarska cz 5685 Bolebor (074
5672 Kovarska cz 5687 Bolebor (074
5673 Kovarska cz 5702 Kliny (074
5686 Bolebor cz 5771 Kovarska (074
5760 Oberlochmiihle D 5778 Kovarska (074
5787 Nacetin cz 5794 Nacetin (074
5798 Kliny cz 5797 Kliny cz
5799 Kliny cz 5800 Kliny Ccz
Versuchdfléche Béarenfds
sensitive Klone toleranteKlone
Klonnummer Herkunftsort Land Klonnummer Herkunftsort Land

4302 Seiffen D 4150 Deutscheinsiedel D
4380 Oberlochmiihle D 4259 Seiffen D
4384 Oberlochmiihle D 4266 Seiffen D
4392 Oberlochmiihle D 4739 Seiffen D
4405 Oberlochmiihle D 4748 Seiffen D
4433 Deutscheinsiedel D 4755 Seiffen D
4443 Deutscheinsiedel D 4772 Deutscheinsiedel D
4459 Deutscheinsiedel D 4779 Deutscheinsiedel D
4721 Oberlochmiihle D 4793 Deutscheinsiedel D
4759 Seiffen D 4794 Deutscheinsiedel D
4829 Deutscheinsiedel D 4800 Deutscheinsiedel D
4841 Deutscheinsiedel D 5796 Bolebor (074
4850 Deutscheinsiedel D 5831 Reitzenhain D
4857 Deutscheinsiedel D 5939 Georgenfeld D
4860 Deutscheinsiedel D 5954 Reitzenhain D
5751 Georgenfeld D 5957 Georgenfeld D
5830 Reitzenhain D 5980 Szklarska PL
5838 Markersbach D 5995 Szklarska PL
5843 Ottomuhle D 6022 Szklarska PL
5929 Markersbach D 6028 Szklarska PL
5930 Taubenbach D 6031 Szklarska PL
5989 Szklarska PL 6116 Altenberg D
6006 Szklarska PL 6123 Reitzenhain D
6106 Waltersdorf D 6032 Szklarska PL
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8.3 Nomenklatur der Allde

Kern-DNA-Marker

Allel Fragmentlange Allel Fragmentlange Allel Fragmentlénge
PA0002 A 480+300 bp B 780bp
PA0005 A 503+.. bp C 544+. bp E 475+.bp
B 524+..bp D 462+.. bp
PA0034 A 212 bp C 226bp E 230bp
B 214bp D 228bp
PA0038 A 186+.. bp B 192+.. bp C 228+..bp
PA0043 A 368 bp C 389bp E 360 bp
B 372bp D 420bp
PA0055 A 267+39 bp B 306 bp
PA0066 A 154 bp C 171bp
B 161 bp D 178bp
Cad7 A 382bp | 428bp Q 532bp
B 387bp J 434bp R 517 bp
C 392bp K 444 bp S 373bp
D 39 bp L 483bp T 471bp
E 405bp M 505 bp U 496 bp
F 412bp N 513bp V 460 bp
G 417bp O 549bp W 439 bp
H 420bp P 558bp
Chloroplasten-Mikrosatelliten
Variante Fragmentlange Variante Fragmentldnge Variante Fragmentlange
Pt63718 1= 9%bp 4= 97bp 6= Pbp
2= 95bp = 98bp 7= 100bp
3= 9%hbp
Pt26081 1= 114bp 2= 115bp 3= 116hp
Pt71936 1= 142bp 3= 144bp 5= 146 bp
2= 143Dbp 4= 145bp
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8.4 Genetische Diversitéat
Sensitive und tolerante Fichtenkollektive in drei ver schiedenen Stressszenarien
(1= Irrtumswahrscheinlichkeit; S bzw. T = Kollektiv sensitiver bzw. toleranter Fichten)
| soenzym-Genloci
Schwer metall-/SO,-Belastung Streusal z-Belastung
slowakische Spis Region Monichswald bei Gunzenhausen
S T ST 1-p S T ST 1m
FEST-A 1,08 1,13 -0,05 0,74 ns. AAT-A 1,01 1,00 0,01 -
LAP-A 1,10 1,06 0,04 0,72 ns. AAT-B 1,00 1,01 -0,01 -
LAP-B 159 151 0,08 0,63 ns. AAT-C 2,02 204 -0,03 0,63 ns
PX-A 1,22 1,10 0,11 0,87 ns. AAP-B 1,31 1,27 0,05 0,62 ns.
GDH-A 1,06 100 0,06 0,89 ns ACO-A 1,51 1,63 -0,12 0,79 ns
AAT-A 1,04 100 0,04 0,81 ns. GDH-A 1,00 1,01 -0,01 -
AAT-B 1,02 1,04 -0,02 0,77 ns. IDH-A 1,03 1,03 0,00 -
AAT-C 205 205 0,00 - LAP-A 1,30 1,39 -0,09 0,77 ns.
PGI-A 1,01 1,00 0,01 - LAP-B 1,87 165 0,22 0,80 ns
PGI-B 156 164 -0,08 0,69 ns. MDH-B 1,01 1,00 0,01 -
MDH-A 1,01 1,00 0,01 - MDH-C 1,17 1,14 0,04 0,67 ns
MDH-B 1,01 1,00 0,01 - MNR-B 1,11 1,04 0,06 091 ns
MDH-C 1,13 1,04 0,09 0,90 ns. MNR-C 1,14 109 0,05 0,76 ns.
IDH-A 1,10 1,09 0,01 - NDH-B 2,00 202 -0,02 0,74 ns
IDH-B 1,01 1,00 0,01 - 6PGDH-B 206 19 0,09 0,76 ns
PGM-A 1,04 100 0,04 0,83 ns. 6PGDH-C 3,07 3,04 0,02 052 ns
G6PD-A 1,26 1,17 0,09 0,76 ns. PGI-B 1,75 1,73 0,02 0,56 ns
SKD-A 1,08 1,04 0,04 0,72 ns. PGM-A 1,11 1,03 0,08 0,94 ns
SKD-B 1,06 100 0,06 0,91 ns. SKDH-A 1,21 134 -0,13 0,87 ns
Mittelwert 1,14 1,11 0,038 0,99 ** Mittelwert 1,32 1,31 0,01 0,71 ns
Kern-DNA-L oci
Schwermetall-/SO,-Belastung SO,-Belastung Streusalz-Belastung
slowakische Spis Region sichsisches Erzgebirge Monichswald bei Gunzenhausen
S T ST 1-p S T ST 1p S T ST 1-pn
Cad7 769 7,02 067 0,65 ns 8,53 8,65 -0,11 0,64 ns 760 7,79 -0,19 0,62 ns.
PA0002 1,98 19 0,02 0,60 ns 1,86 2,00 -0,14 0,98 * 1,92 1,97 -0,05 0,76 ns
PA0005 146 1,29 0,17 0,85 ns 1,34 1,28 0,06 0,65 ns 1,36 1,17 0,19 097 *
PA0034 1,50 1,27 0,23 0,90 ns. 1,77 1,73 0,05 0,53 ns 201 19 0,06 0,57 ns
PA0038 1,93 196 -0,02 0,56 ns. 1,86 1,78 0,09 0,65 ns. 1,97 198 -0,02 0,5 ns.
PA0043 339 304 035 09 ns |271 248 023 0,78 ns |29 252 044 093 ns
PA0055 1,17 1,23 -0,07 0,79 ns 1,39 149 -0,11 0,76 ns 150 168 -0,18 0,90 ns.
PA0066 1,62 167 -0,05 0,61 ns 1,75 161 0,15 0,72 ns 1,86 1,43 043 0,99 **
Mittelwert 1,87 1,79 0,08 0,83 ns 1,92 1,89 0,03 0,56 ns. 203 190 0,13 096 *
Chloroplasten-Mikrosatelliten
Schwer metall-/SO,-Belastung SO,-Belastung Streusal z-Belastung
slowakische Spis Region sichsisches Erzgebirge Monichswald bei Gunzenhausen
S T ST 1-p S T ST 1p S T ST 1p
Einzellocus
Pt63718 194 157 037 083 ns | 135 157 -0.22 084 ns |1.27 147 -020 0.83 ns
Pt26081 195 229 -0.34 090 ns |1.19 162 -044 098 * 1.19 133 -0.14 0.79 ns.
Pt71936 245 198 047 092 ns | 175 222 -046 092 ns (151 1.75 -0.23 0.88 ns
Haplotypen
(2- bzw. 3-Loci)
Pt63718+Pt26081 | 3.71 3.27 044 0.72 ns [ 157 196 -039 085 ns |145 182 -0.38 0.90 ns
Pt63718+Pt71936 | 4.92 3.23 168 0.96 * 212 3.84 -1.72 0.99 ** 1.77 260 -0.83 0.97 *
Pt26081+Pt71936 | 3.14 3.97 -0.82 0.84 ns | 209 390 -1.81 0.99 ** 181 230 -049 0.89 ns
Pt63718+Pt26081 | 5.96 6.06 -0.11 0.52 ns | 241 490 -249 099 ** (194 3.06 -1.12 098 *
+Pt71936
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Fichtenpopulationen der Tief- und Hochlagen

| soenzym-Genloci

Berchtesgaden

Tief Hoch T-H 1-p
AAT-A 1,00 1,00 0,00 -
AAT-B 1,00 104 -004 091 ns
AAT-C 198 191 0,06 065 ns.
ACO-A 160 200 -040 1,00 ***
GDH-A 1,00 1,00 0,00 -
IDH-A 1,00 1,01 -0,01 -
MDH-C 1,04 1,11 -007 0,86 ns.
MNR-B 1,00 1,00 0,01 -
MNR-C 1,11 1,26 -0,14 091 ns.
NDH-B 204 199 005 09 ns.
6PGDH-B 1,79 1,73 006 064 ns.
PGI-B 186 180 006 0,67 ns.
PGM-A 1,33 1,33 0,00 -
Mittelwert 1,31 1,32 -001 0,72 ns

Kern-DNA-Loci
Berchtesgaden

Tief Hoch T-H 1-p
Cad7 709 860 -151 086 ns.
PA0002 1,80 186 -0,06 066 ns.
PAO0005 1,28 1,28 0,00 -
PA0034 154 180 -025 084 ns.
PA0038 203 212 -010 0,79 ns.
PA0043 199 195 004 054 ns.
PA0055 160 152 008 0,66 ns.
PAO0066 164 180 -016 0,80 ns.

Mittelwert 184 191 -007 085 ns.

Chloroplasten-Mikrosatelliten

Berchtesgaden
Tief Hoch T-H 1-p

Einzellocus

Pt63718 136 135 001 058 ns
Pt26081 118 113 005 0.77 ns
Pt71936 154 169 -0.15 0.69 ns.
Haplotypen

(2- bzw. 3-Loci)

Pt63718+Pt26081 | 1.36 149 -0.13 0.66 ns.
Pt63718+Pt71936 | 1.84 215 -031 0.71 ns
Pt26081+Pt71936 | 1.65 189 -024 0.70 ns.
Pt63718+Pt26081+ | 1.84 242 -0.58 0.84 ns.
Pt71936
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