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Zusammenfassung

Mikrosatelliten Marker der Zellkern-DNA wurden an Pappel und Buche eingesetzt, um zu
priifen, ob sie fiir eine Identifizierung bzw. Herkunftskontrolle von in Verkehr gebrachtem
forstlichen Vermehrungsgut geeignet sind. Bei den untersuchten Pappel-Hybridklonen, den so
genannten Max-Klonen, liberzeugte die Methode, da schon drei Mikrosatelliten-Genorte aus-
reichten, um eine gesicherte Aussage iliber Sortenechtheit und -reinheit zu gewihrleisten.
Interessanterweise stellte sich heraus, dass zwei (Klon 1 und Klon 4) von den fiinf zugelasse-
nen Max-Klonen nicht unterscheidbar sind. Bei der Buche (Fagus sylvatica L.) gelingt mit den
verwendeten Kern-Mikrosatelliten-Marker eine eindeutige Individualidentifizierung. Eine
direkte Zuordnung von Eckern zum Mutterbaum war moglich, wenn die verwendeten vier
Mikrosatelliten-Marker fiir einen genetischen Fingerabdruck an der Eckernschale eingesetzt
wurden. Die Unterscheidung von fiinf hessischen Buchenbestinden und die Zuordnung der
geernteten Samen zu den Altbdumen war aufgrund privater Allele moglich. Auch eine indivi-
duelle Herkunftskontrolle ist technisch moglich, aber durch die notwendige vorherige Voll-
inventur der Saatgutbestidnde kostenintensiv. Eine Zuordnung iiber Stichproben, die zwangs-
laufig frequenzbasiert ist, zeigte sich als noch nicht belastbar genug, so dass auf Referenz-
proben bzw. Riickstellproben im Zuge von Kontrollverfahren derzeit noch nicht verzichtet
werden kann.

Schlagworter: Fagus sylvatica L., Populus nigra x P. maximowiczii, DNA Mikrosatelliten,
Sortenechtheit, Sortenreinheit, Herkunftskontrolle

Molecular genetic methods for seed source identification and control of
variatel identity and the variatel purity

Abstract

Nuclear microsatellite markers were applied in poplar and beech in order to test their suitability
for individual identification, or seed source identification respectively. This is important for
control purposes within the chain of custody of forest reproductive material. In poplar three
microsatellite loci were already sufficient to guarantee the unambiguous variatel identification
of poplar hybrid clones, in our case the so-called Max-clones. Surprisingly, clone 1 is not
distinguishable from clone 4 with this method. In beech (Fagus sylvatica L.) the four nuclear
microsatellite markers used were well suited for an unambiguous individual identification. It
was possible to directly assign seeds to their mother trees when beechnut shells were subjected
to a DNA fingerprinting. The distinction of five Hessian beech stands and the allocation of the
harvested seeds to the adult trees was due to private alleles. A one-by-one assignment of seeds
and mother trees, however, relies on a previous full inventory of the seed source populations
and will be expensive. Furthermore, we have tested the alternative of a frequency-based
assignment but it proved to be not reliable enough. The results revealed that with the
microsatellite method used, there is no possibility to disclaim the reference samples.
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1. Einleitung

Die folgenden Untersuchungen basieren auf
der molekulargenetischen Methode der
Mikrosatelliten-Marker oder auch SSR
(,,simple sequenz repeats”) genannt. Es
handelt sich hierbei um neutrale, kodomi-
nante Kern-Genmarker. Diese kurzen
Sequenzen kommen wiederholt an nicht
kodierenden Stellen im Genom vor. Ihre
Variabilitdt beruht auf Unterschieden in der
Anzahl der Wiederholungen, was in indirek-
ter Form durch Lingenvariationen der mit-
hilfe der PCR (Polymerase-Kettenreaktion)
amplifizierten DNA-Fragmente dokumen-
tiert werden kann.

Im Folgenden wird die Verwendbarkeit
dieser Methode im Hinblick auf die Priifung
der Sortenechtheit und Sortenreinheit der
Max-Klone (Populus nigra x P. maximowi-
cii) gepriift. Laut WEISGERBER (1983) wurde
diese Kreuzung in Japan auch als natiirliche
Hybridisation beobachtet. Nach eingehenden
Untersuchungen des damaligen Forschungs-
institutes fiir schnellwachsende Baumarten
wurden fiinf im Wachstumsrhythmus &hn-
liche weibliche Klone zu einer Mehrklon-
sorte  (Klonmischung mit festgelegten
Anteilen) zusammengefasst. Diese Max-
Klonsorten sind seit 1981 als ,,Gepriiftes
Vermehrungsgut* mit dem Registerzeichen
D 309 zugelassen. Nach den Vorgaben des
derzeit giiltigen FoVG darf die fiir den
Vertrieb bestimmte Erzeugung nur durch
angemeldete Forstsamen-/ Forstpflanzen-
betriecbe und nur von zugelassenem
Ausgangsmaterial der Kategorie ,,Gepriift
erfolgen. Als Zulassungseinheit gelten die
im Erntezulassungsquartier (EZR) einge-
tragenen Mutterquartiere mit den zur
Anzucht getrennt gehaltenen Klonen. Die
Erzeugung von Vermehrungsgut ist anzeige-
pflichtig. Im Sinne der EU-Richtlinie
1999/105/EG und des FoVG sollen Klone,
die bei der amtlichen Stelle zugelassen und
registriert wurden, anhand von Unterschei-
dungsmerkmalen identifizierbar sein. Hier-
bei steht im Vordergrund der Nachweis von
Verwechslungen bei der Erzeugung des

vegetativen Vermehrungsgutes aber auch
Kontrollen bei den schon auf den Markt
gekommenen Steckholzern.

Im zweiten Teil der Untersuchung werden
die Mikrosatelliten-Marker auf Verwend-
barkeit in der Herkunftskontrolle am
Beispiel der europdischen Rotbuche (Fagus
sylvatica L.) getestet. In Anbetracht des
Klimawandels gewinnt eine naturnahe und
nachhaltige Forstwirtschaft immer mehr an
Bedeutung. In diesem Zusammenhang wird
die Rotbuche laut SPERBER & HATZFELD
(2007) zum Hoftnungstrager der deutschen
Waldwirtschaft. Alte Buchenwilder werden
als Saatgutspender regional bewdéhrter
Herkiinfte fiir das Wiederaufforsten der
Klima-Katastrophenflichen eingesetzt. Den
Ausgangspunkt fiir diese genetische Unter-
suchung bildet die bekannte Tatsache, dass
sich diese Genmarker durch eine hohe
Anzahl von Allelen an den jeweiligen Gen-
orten auszeichnen, die in unterschiedlichen
Frequenzen in den Populationen vorhanden
sind (VORNAM 2004). Fiir die Untersuchung
werden die Samenschalen der Bucheckern
verwendet, da sie aus dem Muttergewebe
entstehen. Somit findet sich in der Samen-
schale als auch im Blatt des Mutterbaumes
die selbe genetische Information. Eine eins
zu eins Zuordnung wird damit ermoglicht,
was auch schon bei Abies alba und Quercus
robur sowie neuerlich an Buche gezeigt
werden konnte (ZIEGENHAGEN et al. 2003;
ZIEGENHAGEN et al. 2007).

Auf der Basis dieser zwei Themenkomplexe
ergeben sich fiir die im Folgenden darge-
stellten Untersuchungen zwei Fragen:

o Ist es moglich mithilfe der nuklearen
Mikrosatelliten-Marker die Max-Klone
auf Sortenechtheit und Sortenreinheit zu
priifen?

e Ist es moglich mithilfe der nuklearen
Mikrosatelliten-Marker ~ Saatgut  aus
hessischen Buchenbestinden einem
dieser Bestinde zuzuordnen?
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2. Material und Methoden

2.1 Bestande und Stichprobendesign

Max-Klone

Die untersuchten Max-Klone stammen aus
innerhalb Deutschlands

vier

Standorten
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fahrens entnommen und zwar bis zu 10
Samen pro Baum. Zuséitzlich wurden direkt
von jedem untersuchten Altbaum Knospen
abgenommen. Das macht insgesamt 73
untersuchte Altbdume und 701 Samen, von
denen nur die DNA der Samenschalen
extrahiert wurde.

(Tab. 1). Zusitzlich dazu wurden Klone aus
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Abb. 1:  Lage der untersuchten hessischen
Buchenbestinde (Hrsg.: Hessen-
Forst)

Fig. 1: Position of the studied beech popu-

lations in Hesse (publ.: Hessen-Forst)

2.2 Molekulargenetische Untersuchung

Tabelle 1:  Standorte und Bezeichnungen der
untersuchten Max-Klone (VF:
Versuchsfliche)

Table 1: Locations and identification of the
studied Max-Clones (VF: sample
area)

Standort Max- Parzellen-
Klone Baumnr.
Mehrklonquartier | 1-5
Handtuch
Forstamt 1 4-5;31-1; 41-8
Neukirchen, 2 27-1; 15-5; 44-9
Abt. 1079 3 47-4; 16-8; 18-2
4 14-6; 21-8; 37-1
5 30-6; 13-3; 35-1
Vaake, Haferfeld 1-5
Tulln, Osterreich 1-5
Eberswalde, 1,3,4
VF Lindhorst
Populetum 4 1-5
Buche

In die genetische Untersuchung der Buche
wurden fiinf hessische Bestinde im Jahr
2006, die zu den Forstidmtern in Lampert-
heim, Weilburg, Romrod, Hess. Lichtenau
und Schliichtern (Abb. 1) gehoren, einge-
bunden. Pro Bestand gingen 14 bis 15
Béume in die Untersuchung mit ein. Die
Eckernstichprobe wurde im Rahmen des in
der Forstwirtschaft iiblichen Netzerntever-

Aufschluss der DNA

Fiir die Isolierung der DNA aus den jungen
Blittern der Knospen bzw. aus den Samen-
schalen wurde die ATMAB-Methode ange-
wendet, wie sie von DUMOLIN et al. (1995)
beschrieben wurde und von uns durch den
Einschluss eines RNAse-Verdaus leicht
modifiziert wurde. Die DNA-Konzentration
wurde mithilfe des Spektrophotometers
(peQLab ND-1000) bestimmt und eine
10 ng/ul DNA-Losung fiir die Knospen-
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blitter der Buche und der Max-Klone und
eine 20 ng/ul DNA-Losung fiir die Samen-
schalen der Buche hergestellt.

Analyse der Mikrosatelliten-Loci

Zur Beantwortung beider Fragestellungen
wurden nukleare Mikrosatelliten-Marker
verwendet, die an den jeweiligen Baumarten
selbst bzw. an nahe verwandten Arten ent-
wickelt worden sind (Tab. 2 und 3). Die

Tabelle 2:

Optimierung der PCR und die darauffolgen-
de Vermehrung der spezifischen DNA-
Abschnitte erfolgte mithilfe der Thermo-
cycler von peQLab (Primus 96 advanced)
und von PERKIN ELMER (GeneAmp PCR
System 9600). Die Fragmentgrofle der
amplifizierten = DNA-Sequenzen  wurde
mittels eines DNA-Analysers 4300 von LI-
COR mithilfe der Automated Mikrosatellite
Software Saga'™ festgestellt.

Beschreibung der Primer zur PCR-Amplifizierung der Mikrosatelliten-Loci fiir die Uber-

priifung der Sortenechtheit und Sortenreinheit der Max-Klone

Table 2:

Description of the primers for PCR amplification of the microsatellite loci for

identification of the variental identity and variental purity of the Max-Clones

Bezeichnung Sequenz FragmentgroRe Literatur
(bp)
WPMSO05_ for 5-TTC TTT TTC AAC TGC CTA ACT T-3’ 268-298 VAN DER SCHOOT
WPMSO05 rev | 5 -TGA TCC AAT AAC AGA CAG AAC A-3’ ET AL. (2000)
WPMSO09 _for 5-CTG CTT GCT ACC GTG GAA CA-3’ 250-294 VAN DER SCHOOT
WPMS09 rev | 5-AAG CAA TTT GGG TCT GAG TAT CTG-3’ ET AL. (2000)
WPMS14 for | 5'-CAG CCG CAG CCA CTG AGA AAT C-3’ 248-281 SMULDERS ET AL.
WPMS14 rev | 5'-GCC TGC TGA GAA GAC TGC CTT GAC-3’ (2001)
WPMSI18 for |5-CCT CAC ATA GGA CAT AGC AGC ATC-3’ 226-241 SMULDERS ET AL.
WPMSI18 rev 5"-CAC CAG AGT CAT CAC CAG TTA TTG-3’ (2001)
WPMS20 for 5’-GTG CGC ACA TCT ATG ACT ATC G-3° 222-228 SMULDERS ET AL.
WPMS20 rev ATC TTG TAA TTC TCC GGG CAT CT-3’ (2001)
PMGC14 _for 5-TTC AGA ATG TGC ATG ATG G-3’ 197-212 http://www.ornl.g
PMGC14 rev 5’-GTG ATG ATC TCA CCG TTT G-3° ov/sci/ipgc/ssr_re
source.htm
Tabelle 3: Beschreibung der Mikrosatelliten-Loci fiir die Abstammungsanalyse der Buche
Table 3: Description of the microsatellite loci for the derivation analysis of the beech
Bezeichnung Sequenz FragmentgroéfRe Literatur
(bp)
MFC5_for 5"-ACT GGG ACA AAA AAA CAA AA-3’ 274-324 TANAKA ET AL.
MFC5 rev 5-GAA GGA CCA AGG CAC ATA AA-3 (1999)
MFCI11_for 5’-ACA GAT AAA AAC AGA AGC CA-3’ 312-330 TANAKA ET AL.
MFC11 rev 5-TTT GGT TTT GTT GAG TTT AG-3’ (1999)
FS1-3_for 5'-CAC AGC TTG ACA CAT TCC AAC-3’ 75-163 PASTORELLI ET
FS1-3 rev 5’-TGG TAA AGC ACT TTT TCC CAC T-3’ AL. (2003)
FS1-15_ for 5"-TCA AAC CCA GTA AAT TTC TCA-3’ 96-140 PASTORELLI ET
FS1-15 rev 5"-GCC TCA ATG AAC TCA AAA AC-3’ AL. (2003)
MFC9-2_for 5"-TTC CCT CCT CTT CTC AAA T-3’ - TANAKA ET AL.
MFC9-2 rev 5-TTA TAC TTC CTC TCT CAT CCC-3’ (1999)
FS1-11 for |5°-TGA ATT CAA TCA TTT GAC CAT TC-3’ - PASTORELLI ET
FS1-11 rev 5-GGA AGG GTG CTT CAA TTT GG-3’ AL. (2003)
FS1-25 for 5"-GAC CCA TAC CTC TCA GCT TC-3" - PASTORELLI ET
FS1-25 rev 5’-AGA GAT CAT TGC AAC CAA AC-3’ AL. (2003)
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Fiir die Untersuchung der Max-Klone wur-
den sechs Primer mit modifizierten PCR-
Programmen als auch PCR-Zusammenset-
zungen  (Rathmacher, unveroffentlichte
Daten) aus der angegebenen Literatur
verwendet und fiir die Max-Klone optimiert
(Tab.4, 5, 6: WPMS05, WPMSO09,
WPMS14, WPMSI18, WPMS20 und
PMGC14. Die Gesamtmenge der Reaktions-
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16sung betrug pro Reaktionsgefdl 25 pl.
Darin enthalten waren 1,5 bis 1,75 ul MgCl,
(25 mM) (je nach Primer siehe Tab. 6), je
2,5 pl Primer (2 puM), 1pul dNTPs (je
SmM), 5 ul Reaktionspuffer (5x GoTaq®
Flexi Puffer, Promega), 0,2 ul Tag-Poly-
merase (5 Units/ul, Promega) und 1-3 pl
DNA (10 bzw. 20 ng/ul siehe Tab. 6).

Tabelle 4: PCR-Grundprogramm fiir die Tabelle 5: PCR-Grundprogramm fiir die
Primer: WPMSO05, WPMSO09, Primer: WPMS20, PGMC14. (X:
WPMS 14, WPMSI18. (X: primer- primerspezifische Annealing-
spezifische Annealingtemperatur; temperatur; fiir X als auch fiir die
fiir X und die Wiederholungsanzahl Wiederholungsanzahl von Schritt
von Schritt 2.-4., s. Tab. 6) 2.-4., s. Tab. 6)

Table 4: Basic PCR-program for the primers: Table 5: Basic PCR-program for the primers:
WPMSO05, WPMS09, WPMS 14, WPMS20, PGMC14. (X: primer-
WPMSI18. (X: primer-specific specific Annealingtemperature, X
Annealingtemperature, X and the and the number of repeats for the
number of repeats for the steps 2.-4. steps 2.-4. see Tab. 6)
see Tab. 6)

Temperatur in °C Zeit Temperatur in °C Zeit
1. 94 3 min 1. 94 3 min
2. 94 45 sek 2. 94 5 sek
3. X 45 sek 3. X 15 sek
4, 72 105 sek 4, 72 1 min
5. 72 10 min 5. 72 10 min
6. 4 forever 6. 4 forever
Tabelle 6: Zusitzliche PCR-Informationen fiir die Max-Klone.
Table 6: Additional information on PCR conditions for the Max-Clones.
Primer | pl MgCl, pl DNA Annealing- Zyklus-
pro (10ng/ul) pro | Temperatur in °C | wiederholungen
Ansatz Ansatz
WPMS05 1,75 1 50 32
WPMS09 1,75 1 55 26
WPMS14 1,75 3 60 26
WPMS18 1,75 1 55 30
WPMS20 1,5 3 60 30
PGMC14 1,75 3 50 28
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Fiir die Fragestellung bei der Buche wurden
insgesamt sieben Primer getestet: MFCS;
MFC9-2; MFCI11; FS1-3; FS1-11; FS1-15
und FS1-25. Vier davon konnten optimiert
werden: MFC5, MFC11, FS1-3, FS1-15
(Tab.7, 8). Die Gesamtmenge der
Reaktionslésung betrug pro Reaktionsgefdl3
25 pl. Darin enthalten waren 1,75 bis 2,1 pl

MgCl, (25 mM) (je nach Primer sieche Tab.
7), 0,2 ul BSA (Bovine Serum Albumin,
Fermentas), je 2,5 pl Primer (2 uM), 1 pl
dNTPs (je 5 mM), 5 pl Reaktionspuffer (5x
GoTaq® Flexi Puffer, Promega), 0,2 ul Tag-
Polymerase (5 Units/ul, Promega) und 1-4
ul DNA (10 bzw. 20 ng/ul siehe Tab. 7).

Tabelle 7:  Zusétzliche PCR-Informationen fiir die Buche je nach verwendetem Primer
und je nach verwendetem Gewebe (S: Samenschale, K: Blitter aus Knospen)
Table 7: Additional information on PCR conditions for the beech depending on the
primer and the used tissue (S: seed coat, K: bud leaves)
Primer | pl MgCl, | ul DNA pro Ansatz | Annealing- Zyklus-
pro Ansatz | S ong/u)y K @@ong/iuly | Temperatur wiederholungen
in °C S K
MFC5 1,75 4 1 57 27 27
MFC11 2 4 4 48 37 37
FS1-3 2,1 3 1 56 27 29
FS1-15 1,75 3 1 54 29 27
Tabelle 8: PCR-Grundprogramm fiir die programme erforderlich. Die deutlich grof3e-

Primer MFC5; MFC11; FS1-3;
FS1-15. (X: primerspezifische
Annealingtemperatur, fiir X als
auch fiir die Wiederholungsanzahl
der Schritte 2.-4. siche Tab. 7)

Table 8: Basic PCR-program for the primers:
MFCS; MFC11; FS1-3; FS1-15. (X:
primer-specific
Annealingtemperature, X and the
number of repeats for the steps 2.-4.
see Tab. 7)

Temperatur in °C Zeit
1. 94 4 min
2. 94 30 sek
3. X 45 sek
4. 72 30 sek
5. 72 10 min
6. 4 forever

2.3 Auswertungsmethoden

Fir die Auswertung der Ergebnisse der
Mikrosatelliten-Marker bei den Max-Klonen
war ein Vergleich der Multilocus Genotypen
ausreichend. Es waren keine Auswertungs-

re Menge an Proben der Buche und die
grofBere Komplexitdt der Fragestellung erfor-
derte eine Reihe von unterschiedlichen Aus-
wertungsmethoden:

Populationsgenetische Parameter
Die folgende Auswertung der Daten erfolgte
mithilfe des Programms GenAlEx Version 6.

Fiir einen Uberblick der an den untersuchten
Genorten vorhandenen Variation wurden die
Allelanzahl, die ,,Privatallelanzahl® und die
Multilocus Genotypenanzahl bestimmt. Als
,,Privatallele werden die Alle bezeichnet,
die nur in einem Bestand vorkommen und in
den anderen nicht vorhanden sind. Anhand
der ermittelten Genotypen konnten dann die
Allelfrequenzen wie folgt berechnet werden:

Kk
pi = Pii + % Zpij , wobel
=1

pi = Allelfrequenz des Allels A;

Pii = Frequenz des Genotyps AjA;

Pij = Frequenz des Genotyps AjA;

k = Anzahl Allele des Locus A und
j #1 (HEDRICK 2000)
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Fiir jeden Locus und Bestand wurde der
beobachtete und der erwartete Heterozygo-
tenanteil berechnet. Mit dem Chi® (X*)-Test
auf das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
(HW-GG) war es moglich Abweichungen
von der Null-Hypothese festzustellen. Diese
besagt, dass in der untersuchten Population
bei dem untersuchten Locus Zufallspaarun-
gen stattfinden. Die Population befindet sich
also im Bezug auf den benachbarten Locus
im HW-GG (HEDRICK 2000). Die Voraus-
setzung dafiir ist, dass Ereignisse wie Muta-
tionen, genetische Drift oder Inzucht nicht
stattgefunden haben. Selektion kann auf
Grund der Neutralitit der Marker aus der
Betrachtung entfallen. Nach der Ermittlung
der Signifikanzwerte kann die Null-Hypo-
these bestitigt oder verworfen werden.
Abweichungen vom Gleichgewicht kdnnen
u. a. auch auf Genotypisierungsfehler hin-
weisen.

Genetische Differenzierung

Um die genetische Ahnlichkeit der unter-
suchten Altbdume und Samenschalen aus
allen fiinf Bestinden zu analysieren, wurde
der Cluster-Algorithmus ,,Unweighted Pair
Group Method using Arithmetic mean®
(UPGMA) nach SOKAL & MICHENER (1958)
verwendet. Die grundlegende Idee der
Distanzmethoden beruht darauf, die Anzahl
gemeinsamer bzw. abweichender Merkmale
zu bestimmen, daraus ein Ahnlichkeitsmaf}
zu berechnen und die Distanzwerte zu einem
Baum zu verrechnen. Die Qualitdt der Merk-
male bleibt dabei unberiicksichtigt, da die
aus den Fragmentunterschieden resultieren-
den Merkmalsidnderungen zu einem einzigen
Distanzwert reduziert werden. Die Berech-
nung erfolgte mit dem PHYLIP-Package
Version 3.6 und zwar mit dem ,,neighbor*-
Programm. Basis war hier die genetische
Distanz-Matrix nach NEI (1973), berechnet
mithilfe des Programms GenAlEx Version 6.
Die graphische Darstellung erfolgte mit dem
Programm ,drawtree* aus dem PHYLIP-
Package und GSview Version 4.7.

Der Fixierungs-Index Fsr nach WRIGHT
(1978) oder seine von NEI & Li (1973)
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definierte multiallele Entsprechung Gsr sind
MaBzahlen fiir die genetische Differen-
zierung zwischen den Bestinden. Sie
wurden auch mit dem Programm GenAIEx
Version 6 berechnet. Die Indices nutzen als
MessgroBe das AusmaBl der genetischen
Fixierung auf Allele. Eine Einordnung des
statistischen Malles variiert zwischen dem
Wert 0 fiir keine Differenzierung, d. h. die
genetische Struktur der Populationen ist
identisch, wihrend bei einem Wert von 1 die

Populationen keine Allele gemeinsam
haben. Die Genpool-Diversitit v als MaB fiir
die Anzahl vorherrschender genetischer

Typen wurde zum moglichen Vergleich
(IBLEIB & KRABEL 2007) mit Isoenzym-
Analysen mit dem Programm GSED
(GILLET 1994) berechnet.

Statistische Verfahren

Auch hier wurden alle Berechnungen, wenn
es nicht anders aufgefiihrt ist, mit dem
Programm GenAlEx Version 6 durch-

gefiihrt.

Zur Berechnung von Varianzkomponenten
(genetische Variation zwischen den Bestén-
den und innerhalb der Bestinde) wurde die
AMOVA  (,Analysis of  Molecular
Variance®) nach EXCOFFIER et al. (1992)
verwendet. Basis der Berechnung ist die
paarweise genetische Distanzmatrix der in
den fiinf Bestinden vorkommenden
Multilocus Genotypen. Um die Variabilitét
der genetischen Distanzen zwischen diesen
Genotypen zu visualisieren und somit
wesentliche Strukturen innerhalb der Daten
sichtbar machen zu konnen, wurde eine
multivariate Technik, eine Hauptkoor-
dinatenanalyse  (,,Principal ~ Coordinates
Analysis®, PCoA) durchgefiihrt.

Zur Priifung der statistischen Aussagekraft
der Markerkombination im Hinblick auf
eindeutige Individuenerkennung wurde der
Pip-Wert (Probability of Identity) berechnet.
Es handelt sich hier um die Wahrscheinlich-
keit, dass zwei zufillig gezogene Individuen
aus einer Population denselben Multilocus
Genotyp besitzen.
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Was die Fragestellung der moglichen Zuord-
nung von Testprobensidtzen zu den unter-
suchten Bestdnden anhand von allelfre-
quenzbasierten Berechnungen angeht, wurde
das Programm GeneClass Version 2.0.h
(°INRA/CIRAD 2003) benutzt. Die Berech-
nung basiert auf der Publikation von PAET-
KAU et al. (1995). Weiterhin wurde eine
Wabhrscheinlichkeitsberechnung nach
Monte-Carlo mit dem Simulationsalgorith-
mus nach PEATKAU et al. (2004) mit 1000
simulierten Individuen ausgewihlt. Da die
Stichprobenanzahl der  Altbdume pro
Bestand gering ausgefallen ist, wurden die
unterschiedlichen Multilocus Genotypen der
Eckernschalen als Kollektive von Altbaum-
genotypen angesehen. Dies ist moglich, da
die Schalen den Geweben von beprobten
bzw. nicht beprobten Altbdumen entspre-
chen. So konnte diese Methode trotzdem auf
ithre Verwendbarkeit gepriift werden. Der
Gesamtheit der Multilocus-Genotypen aus
den jeweiligen Bestdnden wurde zufillig ein

Fiinftel der Proben entnommen und als
Testsatz definiert. Die Berechnung der
Zuordnungswahrscheinlichkeiten  erfolgte
individuenweise.

3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Ist es moglich mithilfe der nuklearen
Mikrosatelliten-Marker die Max-Klone
auf Sortenechtheit und Sortenreinheit zu
Uberprifen?

Zunichst wurde festgestellt (Tab. 9), dass
die Max-Klone 1 und 4 mithilfe der unter-
suchten Mikrosatelliten-Loci nicht getrennt
werden konnen, wihrend alle anderen gut zu
unterscheiden sind. Diese Aussage konnte
auch schon mithilfe der Isoenzymanalyse an
der NW-FVA gemacht werden. Es ist also
anhand dieser Untersuchungen davon auszu-
gehen, dass es sich bei den Max-Klonen 1
und 4 um ein und denselben Klon handelt.

Tabelle 9: Ergebnisse der Mikrosatelliten-Untersuchung der Max-Klone an drei Genorten. Allele
gleicher Léange sind mit derselben Farbe markiert
Table 9: Results of the microsatellite analysis of Max-Clones at three genloci. Alleles with the
same length are marked with the same colour

Standort Mikro- Max1 Max2 Max3 Max4 Max5

satelliten | Allel1-Allel2 | Allel1-Allel2 | Allel1-Allel2 | Allel1-Allel2 | Allel1-Allel2

Locus (bp) (bp) (bp) (bp) (bp)

Populetum | WPMS09 250-280 250-280 250-280
Haferfeld | WPMS09 250-280 250-280 250-280
Handtuch | WPMS09 250-280 250-280 250-280
Neukirchen | WPMS09 250-280 250-280 250-280
Eberswalde | WPMS09 250-280 250-280 250-280

Tulln [ WPMS09 |  250-280 250-280 250-280 | [P50%294 |
Populetum | WPMS14 248-260 257-281 248-260
Haferfeld | WPMS14 248-260 257-281 248-260
Handtuch | WPMS14 248-260 257-281 248-260
Neukirchen | WPMS14 248-260 257-281 248-260
Eberswalde | WPMS14 248-260 257-281 248-260
Tulln WPMS14 257-281 248-260
Populetum | PGMC14 197-206 197-206 197-206
Haferfeld | PGMC14 197-206 197-206 197-206
Handtuch | PGMC14 197-206 197-206 197-206
Neukirchen | PGMC14 197-206 197-206 197-206
Eberswalde | PGMC14 197-206 197-206 197-206
Tulln | PGMC14 | 197-212 197-206 197-206




Weiter stellte sich heraus, dass fiir die Prii-
fung der Sortenechtheit und Sortenreinheit,
wie in Tabelle 9 zu sehen ist, nur drei
Mikrosatelliten-Loci filir die Unterscheidung
der Klone ausreichend sind. Es handelt sich
hierbei um die Loci WPMS09, WPMS14
und PGMCI14. Die anderen drei Loci
WPMSO05, WPMS18 und WPMS20 tragen
zu der Aussage keine weiteren Informatio-
nen bei und konnen demnach ausgeschlos-
sen werden. Es ist zu sehen, dass die unter-
suchten Bidume der vier unterschiedlichen
Standorte den Max-Klonen aus dem Popu-
letum 4 mithilfe der Methode gut zugeordnet
werden konnen. Die zusidtzlichen Proben aus
Osterreich konnten anhand der Basenpaar-
Angaben der Allele identifiziert werden
(Tab. 9). Max 1, Max 3 und Max 4 aus Tulln
stimmen an den untersuchten Loci mit den
anderen untersuchten Klonen iiberein. Sie
konnen also auch als diese identifiziert und
bezeichnet werden. Max 2 aus Tulln ist
jedoch laut den Ergebnissen als Max1 und
Max 5 als Max 2 identifiziert worden. Somit
zeigt sich, dass die Uberpriifung der Sorten-
echtheit und Sortenreinheit bei den Max-
Klonen schon mittels nur drei Mikrosatelli-
ten-Markern moglich ist.

3.2 Ist es mdglich mithilfe der nuklearen
Mikrosatelliten-Marker Saatgut aus
hessischen Buchenbestanden einem dieser
Bestande zuzuordnen?

Die Untersuchungen zeigen eine grofle
Variabilitdit der fiinf Genloci, wobei die
Anzahl von 10 unterschiedlichen Allelen am
Locus MFCI11 bis zu 29 Allelen am Locus
FS1-3 reicht (Tab. 10). Tabelle 11 zeigt die
Allelanzahlen der vier untersuchten Loci in
den jeweiligen Bestinden. Die Anzahlen
iibersteigen die Probenanzahl der Altbdume
und weisen somit auf eine zu kleine Stich-
probe hin. Auch die Multilocus Genotypen
zeigen eine enorme Vielfalt (Tab. 11). Im
Bestand Weilburg ergab die Untersuchung
104 Multilocus Genotypen bei 163 Proben
(Knospen und Samen zusammen). Daraus
wird deutlich, dass fiir eine genetische

GENETISCHE METHODEN

Charakterisierung des Bestandes eine hohere
Stichprobenanzahl nétig ist.

Ebenso zeigen die Allelfrequenzen der
einzelnen Loci bezogen auf die einzelnen
Bestinde eine groBe Variation. Dabei
kommen nur wenige Allele mit einer Fre-
quenz von iiber 0,1 in allen fiinf Bestdnden
vor. Am Locus MFC5 konnte nur ein
solches Allel (300 bp) der insgesamt 25
Allele 1identifiziert werden. MFCI11 zeigt
zwel von 10 solchen Allelen (318 und 324
bp), FS1-3 zwei von 29 (89 und 95 bp) und
FS1-15 auch nur einen von 18 Allelen (112
bp). Ansonsten treten nur noch ein (bei
MEFCS: 302 bp) bis zwei Allele (bei FS1-15:
120 und 122 bp) mit einer Frequenz von
iiber 0,1 in vier der fiinf Bestinden auf. Die
restlichen Allele sind mit einer viel geringe-
ren Frequenz bzw. nur in einzelnen Bestin-
den zu finden. Die Abbildung 2 zeigt bei-
spielhaft fiir den Locus FS1-15 eine solche
Verteilung in der Form eines Diagramms. Es
sind Unterschiede in den Frequenzen
zwischen den Bestinden zu sehen. Auler-
dem weisen alle Bestinde an unterschied-
lichen Loci einen bis fiuinf ,,Privatallele® auf
(Tab. 10). Die unterschiedlichen Allelfre-
quenzen zwischen den Bestinden und das
Vorkommen von ,,Privatallelen* als qualita-
tives Merkmal sind Maoglichkeiten zur
Unterscheidung der Bestinde (VORNAM
2004). Da die ,,Privatalle” jedoch eine sehr
geringe Frequenz aufweisen, haben sie fiir
die Herkunftskontrolle keine Bedeutung.

Die Werte der Genpool-Diversitit v liegen
zwischen 2,8 und 4,0. In die Berechnung
gingen die Altbdume und die Samen der
Besténde gesondert mit ein.

Die AMOVA-Untersuchung ergab, dass der
groBte Anteil der Variation mit 98 % durch
die Varianz innerhalb der Bestéinde erklart
wird (Tab. 12). Die Varianz zwischen den
Bestinden wird also nur durch einen duflerst
geringen Anteil an der gesamten Variation
erklart. Ein dazu passendes Ergebnis liefert
die Hauptkoordinatenanalyse (Abb. 3). In
diese Berechnung gingen alle Multilocus-
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Genotypen aus den flinf untersuchten
Buchenbestinden mit ein. Jedem Bestand
mit seinen Multilocus-Genotypen wurde
eine bestimmte Farbe zugeordnet. Die
Hauptkoordinate 1 erkldrt hierbei 22,54 %
und die Hauptkoordinate 2 22,52 % der
Variabilitdt. Die Verteilung im Diagramm

zeigt keine Struktur. Somit besteht kein
Zusammenhang bezogen auf die genetische
Distanz zwischen den Multilocus-Genotypen
bestimmter Bestidnde. Auch der Fst-Wert ist
mit 0,018 klein und bestétigt eine geringe
genetische Differenzierung der Bestdnde.

Tabelle 10: Beobachtete Allel- und ,,Privatallelanzahl* insgesamt in allen fiinf untersuchten Buchen-
bestdnden je nach Mikrosatelliten-Locus

Table 10:  Observed number of allel and “privatallel overall five studied beech populations depend
on the microsatellite genlocus
Mikro- Allel- Privatallel- | Privatallel- | Privatallel- | Privatallel- | Privatallel-
satelliten | anzahl anzahl in anzahl in anzahlin anzahlin anzahl in
Genlocus | insgesamt | Lampertheim | Weilburg Romrod Lichtenau | Schliichtern
MFC5 25 - 2 - - -
MFC11 10 - 1 1 -
FS1-3 29 1 2 5 4 1
FS1-15 18 3 - - - -
Tabelle 11: Beobachtete Allelanzahl und Anzahl der Multilocus-Genotypen in
den jeweiligen flinf untersuchten Buchenbestinden
Table 11:  Observed number of alleles and multilocus genotypes overall five
studied beech populations
Bestand MFC5 | MFC11 | FS1-3 | FS1-15 | Multilocus
Genotypen
insgesamt
Lampertheim| 19 6 13 15 88
Weilburg 25 7 15 14 104
Romrod 21 6 14 10 62
Lichtenau 17 7 14 8 59
Schlichtern 17 6 14 8 62
0,500
0,450 -
N 0:400 - B Lamp
g o] Wil
2 0,300
£ 0250 ORom
s gf(s)g ] B Heli
< 0100 | B Schlue
0,050 -
0,000 -
96 98 104 108 110 112 114 116 118 120 122 124 130 132 134 136 138 140
Allele (bp) am Locus FS1-15
Abb. 2:  Allelfrequenzen fiir den Locus FS1-15 in der Buche (Bestdnde: Lamp: Lampertheim,

Weil: Weilburg, Rom: Romrod, Heli: Hess. Lichtenau, Schlue: Schliichtern)

Fig. 2:

Allel frequencies at the locus FS1-15 in the beech (populations: Lamp: Lampertheim,

Weil: Weilburg, Rom: Romrod, Heli: Hess. Lichtenau, Schlue: Schliichtern)
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Tabelle 12: Ergebnisse der AMOVA (,,Analysis of Molecular
Variance®). SSD: Quadrat der Standardabweichung

Table 12:  Results of the AMOVA (”Analysis of Molecular
Variance®). SSD: square of the standard deviation
Quelle der SSD Varianz- Prozentsatz
Variation Komponenten | der Varianz
Zwischen den 26,852 0,057 2
Bestanden
Innerhalb der | 898,670 2,377 98
Besténde
insgesamt 925,523 2,435 100
- n
Ll
S LT u n T a o
§ = : {J " m Lampertheim
5 U RS ﬁ- Weilburg
§ .:-l = = EI ™ L Romrod
3 - " W R - ) m Lichtenau
% e, H‘.. = m Schluchter
T
L] - L. _‘-
|
L
Hauptkoordinate 1

AbDD. 3:

Hauptkoordinatenanalyse mit den Multilocus-Genotypen aus allen fiinf untersuchten

Buchenbestinden, die hier mit unterschiedlichen Farben gekennzeichnet sind

Fig. 3:

The Principal Coordinates Analysis with all multilocus genotypes of the five studied

beech populations which are marked with different colours

Aus den Pp-Werten in Tabelle 13 ist zu
erkennen, dass die eindeutige Individual-
erkennung mit der Anzahl der untersuchten
Genloci immer wahrscheinlicher wird.
Mithilfe der vier untersuchten Genloci
koénnen in 3 bis 10 von 100 000 Fillen zwei
Individuen nicht von einander unterschieden
werden. Der Vergleich der Multilocus-
Genotypen der Altbdume und der Samen-
schalen aus den Absaaten mit Netzernte
ergab, dass insgesamt 63 der 701 Samen
dem Baum zugeordnet werden konnten,
unter dem sie gesammelt wurden. Das macht
einen Prozentsatz von 8,98 % iiber alle
Bestinde hinweg. Von Bestand zu Bestand
andern sich jedoch diese Prozentangaben. So
konnte im Hess. Lichtenau und in Schliich-
tern nicht ein Same dem Altbaum, unter dem

er gesammelt wurde, zugeordnet werden. In
Lampertheim waren es 7,53 %, in Weilburg
10,81 % und in Romrod 25,74 %. Diese
Prozentsidtze stehen in der Annahme, dass
die hier eingehende gelbasierte Trennschérfe
des verwendeten Sequenzierautomaten feh-
lerfrei funktioniert. Aus den unterschied-
lichen Ergebnissen wird deutlich, dass auf
die Verteilung der Samen am Waldboden
unterschiedliche Faktoren einen Einfluss
ausiiben konnen. So z.B. die Dichte der
jeweiligen Bestdnde, die Wetterbedingun-
gen, denen sie in der Beerntungszeit ausge-
setzt waren oder die Fruktifikationsraten der
beprobten und benachbarten Bdume. Buch-
eckern konnen 25 m (JANSSEN 2000), iiber
50 m (MULLER-STARCK 1996), bis zu 90 m
(IsBLEIB & KRABEL 2007) weit vom Baum
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fallen. Die Bdume in den Bestdnden weisen
durchaus geringere Distanzen als 50 m
zueinander auf. So besteht die Moglichkeit,
dass bei der Einzelbaumbeerntung mit Netz
Samen benachbarter Bdume ins Netz fallen.
Dies konnte auch in FEinzelfdllen mit den

Mikrosatelliten-Markern ~ bei  beprobten
Béumen mit einer geringeren Distanz nach-
vollzogen werden. Ahnliche Ergebnisse und
Erklarungsmoglichkeiten fanden ZIEGEN-
HAGEN et al. (2007). Eine andere Erkldrung
fiir diese geringen Prozentsitze der Uberein-

Tabelle 13: Wahrscheinlichkeiten (Pjp) fiir iibereinstimmende Genotypen bei nicht verwandten
Individuen pro Bestand und mit zunehmender Locusanzahl

Table 13:  The probability P;p for not related individuals with the same genotype for each population
and increasing number of loci

FS1-3+MFC11+

Bestand FS1-3 FS1-3+MFC11 | FS1-3+MFC11+FS1-15 FS1-15+MFC5
Lampertheim 0,15 0,033 0,0025 0,000032
Weilburg 0,14 0,029 0,0016 0,000027
Romrod 0,24 0,074 0,0085 0,000118
Hess. Lichtenau 0,11 0,017 0,0014 0,000038
Schlichtern 0,10 0,028 0,0019 0,000058

Tabelle 14: Test auf das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HW-GG). Ho:
beobachteter und He: erwarteter Heterozygotenanteil, *** hoch
signifikant (Irrtumswahrscheinlichkeit < 0,001), ** signifikant
(Irrtumswahrscheinlichkeit < 0,01)

Table 14:  Test for Hardy-Weinberg Equilibrium (HW-GG). Ho: observed
and He: expected heterozygosity, *** high significant (pobability
of error <0.001), ** significant (pobability of error < 0,01)
Bestand FS1-3 mfcll FS1-15 mfc5
Lampertheim Ho 0,689 0,472 0,714 0,590
He 0,650 0,574 0,784 0,916
X2-Test
auf HW_GG sksksk sksksk sksksk sksksk
Weilburg Ho 0,650 0,380 0,650 0,767
He 0,672 0,579 0,818 0,902
X2-Test
Romrod Ho 0,573 0,447 0,467 0,640
He 0,526 0,467 0,714 0,913
X2-Test
Hess. Lichtenau Ho 0,584 0,635 0,277 0,577
He 0,715 0,644 0,780 0,870
X°-Test
Schliichtern Ho 0,866 0,372 0,555 0,689
He 0,721 0,509 0,803 0,868
X°-Test
auf HW_GG skskok skskok kskosk skskosk
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stimmungen von Samen und dariiber stehen-
den Altbdumen bieten sogenannte technische
Genotypisierungsfehler, die z. B. in Folge
von Nullallen entstehen koénnen. Die
gefundenen Abweichungen vom Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht (Tab. 14) sind
jedoch nicht grof3 genug, um als Folge von
Genotypisierungsfehlern interpretiert zu
werden. Die Null-Hypothese wird bestétigt.

Trotz dieser Ergebnisse zu den ,Einzel-
baumabsaaten* waren die Samenschalen aus
den jeweiligen Bestinden den aus ihrem
Bestand stammenden Altbdumen genetisch
am dhnlichsten. Dieser Zusammenhang wird
im UPGMA-Diagramm deutlich (Abb. 4).
Fiir die Berechnung der genetischen Distan

GENETISCHE METHODEN

zen nach NEI (1972) wurden die Ergebnisse
der Bestinde in die Kollektive ,,Altbdume*
und ,,Samenschalen” aufgeteilt, wobei
letztere ja ebenfalls Altbaumgenotypen
repriasentieren. Die genetischen Unter-
schiede sind jedoch nicht besonders grof3
(Tab. 15). Die Ahnlichkeiten der berech-
neten genetischen Distanzen zwischen
Altbdumen und Samenschalen aus einem
Bestand sind bei diesem Probensatz darauf
zuriick zu fihren, dass die Multilocus-
Genotypen der wenigen Altbdume zu fast
40 % nur in den Samenschalen aus ihrem
Bestand zu finden sind. Die restlichen 60 %
sind Einzelvorkommen. So ist auch hier
nochmals auf die zu geringe Stichproben-
anzahl zu verweisen.

HeliAB
HeliSa
LampAB
LampSa
— SchlueAB

— 0,0

Abb. 4:

SchlueSa
RomAB
RomSa
WeilAB
WeilSa

,Unrooted tree* der UPGMA-Methode (,,Unweighted Pair Group

Method using Arithmetic mean) der Multilocus Genotypen der
Buche aus den fiinf Bestédnden. (Heli: Hess. Lichtenau, Lamp:

Lampertheim, Schlue:

Schliichtern, Rom: Romrod, Weil:

Weilburg, AB: Altbdume, Sa: Samenschalen)

Fig. 4:

”Unrooted tree* with the UPGMA-method ("Unweighted Pair

Group Method using Arithmetic mean®) with the multilocus
genotypes in the beech of the five populations. (Heli: Hess.
Lichtenau, Lamp: Lampertheim, Schlue: Schliichtern, Rom:
Romrod, Weil: Weilburg, AB: trees, Sa: seed coat)
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Tabelle 15: Genetische Distanzmatrix nach NEI (1972) fiir die Buche auf der Basis der
vier Mikrosatelliten-Loci: MFC11, MFC9, FS1-3 und FSI1-15. (Lamp:
Lampertheim, Weil: Weilburg, Rom: Romrod, Heli: Hess. Lichtenau,
Schlue: Schliichtern, AB: Altbdume, Sa: Samenschalen)

Table 15:  Genetic distance matrix (NEI 1972) for the beech based on four
microsatellite loci: MFC11, MFC9, FS1-3 and FS1-15.
(Lamp: Lampertheim, Weil: Weilburg, Rom: Romrod, Heli: Hess.
Lichtenau, Schlue: Schliichtern, AB: trees, Sa: seed coat)
LampAB WeilAB RomAB HeliAB SchlueAB
LampAB 0,000 0,122 0,129 0,186 0,095
WeilAB 0,122 0,000 0,106 0,214 0,125
RomAB 0,129 0,106 0,000 0,273 0,171
HeliAB 0,186 0,214 0,273 0,000 0,091
SchlueAB 0,095 0,125 0,171 0,091 0,000
LampSa 0,078 0,129 0,183 0,095 0,066
WeilSa 0,098 0,050 0,147 0,134 0,089
RomSa 0,098 0,067 0,055 0,218 0,098
HeliSa 0,182 0,166 0,259 0,054 0,087
SchlueSa 0,083 0,112 0,164 0,097 0,034

Fiir die Priifung der moglichen Zuordnung
von zufilligen Testsdtzen zu den fiinf unter-
suchten Bestdnden mithilfe einer frequenz-
basierten Methode wurde das GeneClass2
Programm verwendet. Die Individuen, die
mit der hochsten Wahrscheinlichkeit dem
richtigen Bestand zugeordnet wurden,
wurden gezéhlt und als Prozentzahl in
Tabelle 16 dargestellt (HANSEN 2006). Die
Testsdtze aus Lampertheim, Hess. Lichte-
nau, Weilburg und Schliichtern wurden mit
Prozentsdtzen von 26,32 % bis 56,52 %

Tabelle 16:

threm Ursprungsbestand zugeordnet. Ledig-
lich der Testsatz Romrod konnte nicht
richtig zugeordnet werden. Diese Ergebnisse
fordern Folgeuntersuchungen, die zunéchst
eine groBere Stichprobe der Altbdume und
dann weitere Bestinde aus Hessen als auch
aus den fiir den illegalen Handel potenziel-
len Landern beinhalten. Erst dann kann ent-
schieden werden, inwieweit die frequenz-
basierte Methode fiir die Herkunftskontrolle
anwendbar ist.

Ergebnisse des Programms GenClass2 mit der frequenzbasierten Methode nach

PAETKAU et al. (1995). Dargestellt sind Prozentangaben, der mit der hochsten
Wahrscheinlichkeit zum jeweiligen Bestand zugeordneten Individuen aus den
Testsétzen. Wahrscheinlichkeit mit < 0,1 % wurden nicht mit aufgenommen.

Table 16:

Results of the program GenClass2 with the frequency based method according to

PAETKAU et al. (1995). Overall percentage of correctly assigned individuals are given.
Percentages < 0,1 % were not included.

Testsatz aus dem Referenz Referenz Referenz | Referenz Referenz
Bestand Lampertheim | Hess. Lichtenau | Weilburg | Romrod | Schlichtern
Lampertheim 56,52 % 8,70 % 8,70 % - 17,39 %
Hess. Lichtenau 14,81 % 48,15 % 11,11 % - 14,81 %
Weilburg 10,53 % 10,53 % 26,329% | 15,79 % 21,05 %
Romrod 11,11 % 11,11 % - 22,22 % 27,78 %
Schliichtern 19,05 % 4,76 % 14,29 % - 47,62 %
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Schlussfolgerung: Abstammungsanalyse der Buche

Der Vergleich der Untersuchungen der
Buche mithilfe der genetischen Marker,
Allozyme und nukleare Mikrosatelliten-
Marker, zeigt zundchst keine groflen Unter-
schiede, was die Differenzierung von nahe
beieinander liegenden Bestéinden angeht. So
finden sich auch in der Literatur bei der
Isoenzym-Analyse vergleichbare Ergebnisse
(DEGEN 2005; GEBHARDT 2004; VORNAM
2004; WANG 2002; SANDER et al. 2001),
d. h. geringe genetische Variation zwischen
nahe beieinander liegenden Bestinden und
grofle genetische Variation innerhalb der
Bestidnde. Diese sichert den ortsfesten und
langlebigen Arten die genetische Anpas-
sungsfihigkeit an sich dndernde Umweltbe-
dingungen (SEITZ et al. 2007). Auch die
Analyse der uniparental vererbten Chloro-
plasten-DNA ldsst bei der Buche -eine
vergleichsweise kleinrdumige Zuordnung zu
Herkunftsgebieten nicht zu (VORNAM 2004).
GAILING & WUEHLISCH (2004) fanden in
ganz Deutschland nur einen bzw. DEMESURE
et al. (1996) einen und MAGRI et al. (2006)
drei Chloroplasten-Haplotypen in ganz
Nord-, Ost- und Zentraleuropa. Die Analyse
der Organellen-DNA ist gerade fiir nacheis-
zeitliche Riickwanderungsprozesse auf einer
groflen Raumskala eine geeignete Methode.
In Tabelle 17 findet sich eine Auflistung
einiger Untersuchungen der Buche mithilfe
dieser unterschiedlichen Methoden. Die Er-
gebnisse der beiden Kategorien von Mallen
(Fst und Ggsr) konnen sehr unterschiedlich
sein insbesondere bei Genmarkern mit einer
hohen genetischen Variation. Sie sind daher
nicht immer direkt vergleichbar. Aulerdem
hingt die Hohe der Fixierungsindices stark
von der jeweiligen Untersuchungsmethode
ab (biparentale bzw. uniparentale Vererbung
der Marker) (SEITZ et al. 2007; DEGEN
2005). Die Werte konnen also nur innerhalb
einer Methode in Beziehung gesetzt werden.
Es stellte sich heraus, dass die Mikro-
satelliten-Marker durch den eins zu eins
Vergleich der Samenschalen mit den

Altbdumen als auch die unterschiedlichen
Allelfrequenzen der Bestinde, die erfolg-
versprechendste der vorgestellten Methoden
ist. Hier besteht jedoch noch Optimierungs-
bedarf. Da mit jedem weiteren polymorphen
Genlocus neue Informationen  hinzu
kommen, kann mit einer héheren Anzahl an
Mikrosatelliten bei den Untersuchungen eine
Erniedrigung des Pip bei der eins-zu-eins-
Methode erreicht werden. Eine genetische
Inventarisierung  aller  Altbdume  der
Bestdnde und damit eine 100 % eins zu eins
Zuordnung der Samen wird aus finanziellen
Griinden jedoch nicht moglich sein. Somit
bleibt die frequenzbasierende Zuordnung.
Moglicherweise konnten weitere poly-
morphe Genmarker (z. B. ESTs, SNPs) fiir
die frequenzbasierte Untersuchung von
Nutzen sein und somit bessere Differen-
zierungseigenschaften zwischen Bestdnden
aufweisen. Im Weiteren stellt sich die Frage,
ob in Zukunft mit der Mikrosatelliten-
Methode auf die Referenzproben verzichtet
werden kann. Dies ist eindeutig mit einem
,hein® zu beantworten. Auch mit dieser
Methode wird die Herkunftskontrolle nicht
ohne Referenzproben auskommen konnen.
Die Referenz-Probennahme muss jedoch
nicht jéhrlich erfolgen. Es bleibt aber nicht
aus, die Inventarisierung der Genotypen der
Bestidnde in gewisser Zeit, wie alle 10 Jahre,
zu wiederholen. Ein Grund dafiir ist z. B. der
moglicherweise von Ernte- zu Ernteperiode
wechselnde Pollenflug aus der unmittelbaren
Umgebung des Bestandes, durch den die
Allelfrequenzen im Bestand selbst beein-
flusst werden konnen (Pollenflug Buche
>500 m nach MULLER-STARCK 1996).
Dabei ist die Anzahl der Referenzproben pro
Bestand nach dieser Untersuchung noch
nicht eindeutig.
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Tabelle 17: Genetische Differenzierung von Populationen bzw. Bestinden der Buche
gemessen als Ausmal der Fixierung (Ggr, Fsr) mithilfe unterschiedlicher
Untersuchungsmethoden

Table 17:  Genetic differentiation of beech populations measured as fixation (Fsr,
Ggr) with different methods

Untersuchungs- | Populationen | Gebiet | Anzahl Gst Literatur
methode bzw. Besténde der bzw. Fst
Genorte
Isoenzym- 279 West- 12 Fst=10,032 | GOMORY et
Analyse Europa al. 2007
389 Europa 12 Fst=0,059 | COMPS et al.
2001
Chloroplasten 23 Europa Gsr=0,74 | PETITetal.
PCR-RFLP 2003
352 Europa 4 Gsr=0,78 | MAGRI et al.
2006
Chloroplasten- 468 Europa 3 Gsr=0,81 | MAGRIet al.
Mikrosatelliten 2006
67 Italien 2 Gsr= 0,855 | VETTORI et al
2004
Kern- 10 Europa 4 Fst=0,058 | BUITEVELD et
Mikrosatelliten al. 2007
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