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Genotypisierung mit nuklearen Mikrosatelliten-
markern — Moglichkeiten der Datenauswertung
am Beispiel von Buchenpopulationen

(Fagus sylvatica L.) aus einem Herkunftsversuch

Heike Liesebach*

Zusammenfassung

Bei sechs ausgewdhlten Herkuinften (zwei aus Deutschland,
je eine aus Osterreich, Tschechien, Ruménien und Spanien)
aus dem 1995 angelegten Internationalen Buchenherkunfts-
versuch (Fagus sylvatica L.) wurden in Ergdnzung zu umfang-
reichen phanotypischen Datenerhebungen Stichproben von
je 50 bis 55 Individuen mit acht nuklearen Mikrosatelliten-
Markern genotypisiert.

Die festgestellten teilweise starken Abweichungen der
Genotypenstrukturen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
wurden auf zwei wesentliche Ursachen zurlickgefiihrt: 1. auf
eine in allen 6 Herkunftsstichproben vorhandene Struktur
aus zwei oder drei Subpopulationen, die ihrerseits im Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht stehen, und 2. auf das Vorkommen
von Nullallelen an mehreren Markerloci in teilweise erhebli-
chen Frequenzen. Dariber hinaus konnten aufgrund weite-
rer Analysen fir funf der sechs untersuchten Herkunftsstich-
proben relativ ausgewogenen Saatgutanteile der einzelnen
Erntebdume angenommen werden. Fur die Herkunft aus
Spanien dagegen wurden wahrscheinlich unausgewogene
Anteile verwendet oder deutlich weniger als zehn Baume
beerntet, was die enge Verwandtschaft von zwolf der unter-
suchten 50 Individuen nahelegt, die vermutlich eine Halbge-
schwisterfamilie bilden.

Beim Vergleich der genetischen Strukturen zwischen den
Populationen zeigt sich eine klare Abgrenzung der spani-
schen Herkunft aus dem iberischen eiszeitlichen Refugium
von den anderen fiinf Populationen, die aus dem siidosteu-
ropdischen Refugium stammen. Eine Clusteranalyse grup-
piert drei Herktinfte von relativ kalten Standorten (Deutsch-
land/Harz, Osterreich, Tschechien) und zwei Herkiinfte von
relativ warmen Standorten (Deutschland/Brandenburg, Ru-
manien).

Schliisselworter: Fagus sylvatica L.; Populationsgenetik; nuk-
leare Mikrosatellitenmarker; Subpopulationsstruktur; Null-
allele; Reprdisentativitdt der Saatguternte

Abstract

Genetic characterisation of beech popu-
lations (Fagus sylvatica L.) from a prove-
nance trial with nuclear microsatellite
markers

Samples of 50 to 55 beech individuals (Fagus sylvatica L.) from
each of six selected progenies from a provenance trial (two from
Germany, one from Austria, Czech Republic, Romania and Spain
each) were genotyped with eight nuclear microsatellite markers
to complete comprehensive phenotypical data collections.

The detected partially strong deviations from the Hardy-
Weinberg equilibrium within each population could be attri-
buted to two essential sources: 1. A subpopulation structure
consisting of two or three subpopulations in Hardy-Wein-
berg equilibrium per provenance and 2. The existence of null
alleles with remarkable frequencies at several marker loci.
Furthermore, the representativeness of the seed harvest is
indicated for five out of six population samples. In contrast to
these, the provenance from Spain was harvested from obvi-
ously unbalanced portions or less than ten trees. This was
concluded from the close relationship between twelve indi-
viduals out of 50, which seem to be a half-sib family.

The comparison of genetic structures among populati-
ons demonstrates the clear separation of the Spanish prove-
nance originating from the Iberian glacial refugium at the
one side from the remaining five provenances originating
from the south-eastern European refugium at the other side.
A cluster analysis classified three provenances from more
cold sites (Germany, Austria, Czech Republic) together into
one group and two provenances from more warm sites (Ger-
many, Romania) into another group.

Keywords: Fagus sylvatica L.; population genetics; nuclear mi-
crosatellite markers; subpopulation structure; null allele; repre-
sentativeness of seed harvest
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Einleitung

Die Buche (Fagus sylvatica L.) als wichtigste Laubbaumart in
Deutschland spielt in der forstlichen Forschung eine zentrale
Rolle. Ihr groBes Verbreitungsgebiet in Europa und ihr ent-
sprechend groBes Anpassungspotential an unterschiedliche
klimatische Gegebenheiten macht ihre Bedeutung auch un-
ter den Bedingungen des Klimawandels deutlich. Die Buche
ist eine weitverbreitete, bestandesbildende Baumart, sie ist
mondzisch und wird windbestdubt, dabei hauptsachlich
fremdbefruchtet (z. B. Merzeau et al., 1994). Zunehmend wird
versucht, phanotypische Merkmale wie Wachstum und Pha-
nologie sowie Daten aus der 6kologischen und physiologi-
schen Forschung mit Aspekten der Genetik in Verbindung zu
bringen (Kramer et al., 2008). Wertvolle Informationen zur
Anpassungsfahigkeit und zur phanotypischen Merkmalsaus-
pragung dieser Baumart im Verbreitungsgebiet und unter
verschiedenen Umweltbedingungen kénnen aus Herkunfts-
versuchen gewonnen werden. Das Thiinen-Institut fir Forst-
genetik hat einen internationalen Buchenherkunftsversuch
initiiert, der mit insgesamt 128 Herkiinften an 23 Standorten
in Europa im Jahr 1995 mit zweijdhrigen Pflanzen angelegt
wurde (Liesebach M, 2012).

Ausgewdhltes Material von je einer Versuchsflache in
Deutschland und Osterreich aus dieser Versuchsserie diente
als Basis flir umfangreiche Untersuchungen, die in den letz-
ten Jahren gemeinsam von den Thiinen-Instituten flr Forst-
genetik, fir Weltforstwirtschaft, fir Holzforschung und fir
Waldokosysteme sowie des Instituts fur Genetik der BFW
Wien durchgefiihrt wurden. Diese Kooperation erlaubte eine
komplexe Herangehensweise durch die Vielfalt an unter-
suchten Parametern und eingesetzten Methoden (Wachs-
tum, phanologische Merkmale, 6kophysiologische Merkma-
le, Holzmerkmale, Genotypisierung mit molekularen
Markern). Eine ausfiihrliche Beschreibung der sechs fir die
gemeinsamen Untersuchungen ausgewahlten Herkiinfte
des Internationalen Buchenherkunftsversuchs von 1993/
1995 findet sich bei Liesebach, M. (2012). Das Hauptkriterium
fur die Auswahl dieser sechs Herkiinfte war das Vorkommen
an relativ warmen (Spanien, Rumanien, Deutschland/Bran-
denburg: Jahresmitteltemperatur 8,1 bis 11,7 °C) bzw. relativ
kalten Standorten (Tschechien, Osterreich, Deutschland/Nie-
dersachsen-Harz: Jahresmitteltemperatur 4,9 bis 5,9 °C) des
Buchenverbreitungsgebiets. In Ergdnzung zu den phanoty-
pischen Untersuchungen sollten populationsgenetische Un-
tersuchungen durchgefiihrt werden, um Informationen tber
die genetische Variation innerhalb und zwischen den sechs
Populationen zu gewinnen.

Genetische Untersuchungen bei der Baumart Buche
wurden bisher mit verschiedenen genetischen Marker
durchgefihrt. Friihere Analysen mit Isoenzymmarkern erga-
ben nur geringe Differenzierungen bei dieser Baumart in Eu-
ropa (Comps et al., 1990) und innerhalb Deutschlands (Kon-
nert et al., 2000). Chloroplasten-DNA-Haplotypen zeigten
groBere Differenzierungen nur in den eiszeitlichen Refugien
im Stiden Europas, wahrend in West-, Mittel- und Osteuropa
im Wesentlichen nur ein cpDNA-Haplotyp gefunden wurde
(Demesure et al., 1996).
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Nukleare Mikrosatellitenmarker fiir Buche wurden erstmals
fur ostasiatische Buchenarten, fiir F. crenata und F. japonica,
beschrieben (Tanaka et al., 1999). Diese Marker wurden auch
fur F. sylvatica getestet und teilweise angepasst (Vornam et
al., 2004). Weitere Mikrosatellitenmarker wurden speziell fiir
F. sylvatica entwickelt (Pastorelli et al., 2003). Bisher gibt es
erst wenige Untersuchungen von Buchenpopulationen mit
diesen Mikrosatellitenmarkern, wobei vier bis sechs Marker-
loci eingesetzt wurden (Vornam et al., 2004; Buiteveld et al.,
2007; Jump und Pefuelas, 2007; Maurer et al., 2008; Nyari,
2010).

Im Gegensatz zu den bisher genannten neutralen Mar-
kern spielen adaptive Marker bei der Buche eine noch gerin-
ge Rolle. Im Rahmen einer ersten genetischen Kartierung der
Buche von Scalfi et al. (2004) wurden einige QTLs fiir Blattfla-
chenmerkmale gefunden. Einen Hinweis geben auch Jump et
al. (2006) mit einem AFLP-Locus, genannt AGTC476, der eine
Beziehung zum dendrochronologisch ermittelten Zuwachs in
Abhangigkeit von der Temperatur in einer spanischen Popu-
lation aufweist. Weiterfiihrende Arbeiten dazu sind jedoch
bisher nicht erschienen. SNPs in ausgewahlten Kandidaten-
genen untersuchte Seifert (2011), wobei Unterschiede zwi-
schen Populationen nicht nur in potentiell adaptiven Genen,
sondern ebenso bei neutralen Markern gefunden wurden.

Aktuelle Forschungsprojekte wie z. B. ,Biodiversitats-Ex-
ploratorien — Beechadapt” (Seifert, Universitat Gottingen),
Trockenstress-Sensitivitdt von Okotypen der Buche aus siid-
deutschen Herkiinften und Refugialstandorten in Stideuro-
pa” (Dounavi, FVA Freiburg) sowie ,Analyse anpassungsrele-
vanter Gene bei Rotbuche wund Schwarzkiefer mit
Schwerpunkt auf der Trockenresistenz als Grundlage fiir Her-
kunftsempfehlungen im Klimawandel” (Fussi und Konnert,
ASP Teisendorf) beschaftigen sich weiter mit der Untersu-
chung verschiedener Kandidatengene fiir die Trockenstress-
Resistenz.

In der hier durchgefiihrten Studie mit begrenztem Um-
fang wurden nukleare Mikrosatellitenmarker eingesetzt, der
aus gegenwadrtiger Sicht geeignetste Markertyp zur Charak-
terisierung der genetischen Variation von Stichproben aus
Populationen. Das Auffinden von Assoziationen zu den er-
fassten phanotypischen Merkmalen kann aufgrund der Neu-
tralitét der Marker zundchst nicht erwartet werden. Eine
Kopplung zwischen neutralen Mikrosatellitenmarkern und
adaptiven Genen ist wegen der geringen Markeranzahl in
dieser Untersuchung zwar eher unwahrscheinlich, aber auch
nicht ausgeschlossen.

Material und Methoden

Material

Von sechs ausgewdhlten Herkiinften aus dem Internationa-
len Buchenherkunftsversuch von 1993/1995 am Standort
Schadtbek (Schleswig-Holstein) wurden Stichproben von
mind. 50 Individuen je Population genetisch charakterisiert
(Tabelle 1). Aus allen drei Blocken der Versuchsanlage mit
Uberlebensraten von 55 bis 66 % wurden Zufallsstich-
proben entnommen, wobei je Herkunft ca. 56 bis 64 % der



H. Liesebach - Landbauforsch - Appl Agric Forestry Res - 4 2012 (62)221-236

223

Tabelle 1
Sechs Buchenherkiinfte aus dem internationalen Herkunftsversuch von 1993/1995 und Stichprobenumfange fiir geneti-
sche Untersuchungen

Herkunftsname Bezeichnung

Geogr. Breite

42°15'N

Geogr.Ldnge Hohe Giber NN Jahresmittel-  Stichproben-

temperatur umfang

02°45'W

Deutschland Gransee/Brandenburg  Gransee /DE-46 53°00'N 13°10'0 70m 8,1°C 50
47°45'N 15°28'0 1050 m 4,9°C 54
Tschechien Kladska Kladska /CZ-110 50°02'N 12°37'0 690 m 59°C 53
46°41'N 22°16'0 265 m 9,6 °C 53

noch lebenden Baume beprobt wurden. Die Beerntung von
Ruheknospen erfolgte Anfang Méarz 2011, das Material wur-
de bei -70°C gelagert.

Genotypisierung mit DNA-Markern

Die DNA-Extraktion erfolgte mit einer Standardmethode mo-
difiziert nach Dumolin et al. (1995). Insgesamt wurden zehn
Mikrosatelliten-Marker getestet, wobei drei Multiplex-PCRs
mit dem Qiagen Multiplex PCR-Kit nach Vorschrift des Her-
stellers durchgefiihrt wurden. Die Trennung der DNA-Frag-
mente erfolgte mit dem Kapillar-Sequenzer CEQ 8000 der
Firma Beckman-Coulter.

Alle Marker zeigten eine sehr gute Reproduzierbarkeit
der Muster. Es wurden jedoch bei zwei Markern (mfc92 und
FS111) teilweise bis zu vier Allele je Probe beobachtet, d. h.
die Primer binden nicht spezifisch fiir einen Genort. Diese
beiden Genorte scheinen, zumindest unter den verwende-
ten PCR-Bedingungen, Duplikate zu haben, so dass nur acht
kodominante Loci fiir populationsgenetische Zwecke (Tabel-
le 2) zur Verfiigung stehen.

Teilweise fehlten Peaks bei einzelnen Proben und an einzel-
nen Loci. Dabei handelt es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit
um Homozygote von Nullallelen, da die anderen Loci der
Probe im selben Multiplex-PCR-Ansatz normale Peaks auf-
wiesen, ebenso wie andere Proben derselben Serie (gleicher
PCR-Mastermix) am betreffenden Genort. Die Untersuchung
von 25 betroffenen Proben wurde wiederholt, um das Fehlen
der Peaks und damit den Genotyp als Homozygoten eines
Nullallels zu bestatigen.

Datenauswertung

Basisparameter zur Quantifizierung der genetischen Variati-
on von Populationen wie genetische Vielfalt als mittlere An-
zahl der Allele pro Locus (A/L) sowie die beobachtete und er-
wartete Heterozygotie (H ., und Hexp) und exakte Tests auf
signifikante Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichge-
wicht wurden mit der Software SAS (proc allele) durchge-
fuhrt (SAS for Windows, Version 9.2). Auch die Tests auf Kopp-
lungsungleichgewichte (Linkage disequilibrium, 28 ver-
schiedene 2-Locus-Kombinationen fiir sechs Populationen)
wurden mit SAS proc allele durchgefiihrt. Um bei multiplen

Tabelle 2

Untersuchte nukleare Mikrosatelliten-Marker bei Buche (* Loci mit bis zu vier Peaks und nicht verwendeten Daten),

Zuordnung zu Kopplungsgruppen nach Scalfi et al. (2004)

Mikrosatelliten-Locus Kopplungsgruppe  Fluoreszenzmarkierung
mfc7 BMN-6
mfs11 Cy5
mfc92* BMN-6
mfc5 Cy5
FS103 I BMN-6
FS115 Cy5
FS304 X Cy5
FS125 Vil Cy5
FS111* Vi BMN-6
FS446 | Cy5

Referenz

Fragmentldangenbereich(bp)

Repeat

111-135 GA Tanaka et al,, 1999
131-149 AG Vornam et al., 2004
184-210 GA Tanaka et al,, 1999
275-327 AG Tanaka et al,, 1999
87-157 GA Pastorelli et al., 2003
95-141 GA Pastorelli et al., 2003
195-207 GCT/GTT Pastorelli et al., 2003
77-135 GA Pastorelli et al., 2003
98-124 GA Pastorelli et al., 2003
217-430 TGA Pastorelli et al., 2003
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Tests (Hardy-Weinberg-Gleichgewicht und Linkage disequili-
brium) falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden, wurden die
erhaltenen p-Werte mit der Software Q-Value (Storey und
Tibshirani, 2003) in g-Werte Uberfiihrt.

Die Software STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) wurde
verwendet, um Substrukturen in Populationen ohne eine
vorgegebene individuelle Zuordnung zu finden. Sie grup-
piert Individuen anhand ihres Multilocus-Genotyps in Clus-
ter, so dass das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht innerhalb der
Cluster maximiert wird. Dabei werden in mehreren Wieder-
holungen die Zuordnungswahrscheinlichkeiten jedes Indivi-
duums zu jedem Cluster ermittelt sowie eine Gesamtwahr-
scheinlichkeit P fiir jede vorgegebene Anzahl K von Clustern.
Fir jede der sechs Populationen mit 50 bis 55 Individuen wur-
den Werte von Kim Bereich von eins bis zwanzig mit je sechs
bis zwolf Wiederholungen getestet. Als Parametereinstellun-
gen wurden ,Admixture Model” und ,Allele Frequencies cor-
related” gewahlt, da es sich um Individuen innerhalb einer
Population handelt. Fiir die Gesamtheit von allen 315 Indivi-
duen wurde Kim Bereich von eins bis zehn mit zwolIf Wieder-
holungen getestet, jedoch mit den Parametereinstellungen
,No Admixture Model’, da der genetische Austausch zwi-
schen den sechs untersuchten Populationen als nicht vor-
handen oder zumindest als extrem gering angenommen
wird, und ,Independent Allele Frequencies’, um eine Uber-
schatzung von K zu vermeiden. Die Anzahl der im jeweiligen
Datensatz vorhandenen Cluster oder Subpopulationen K er-
gibt sich dann aus dem Maximalwert oder dem erstem Errei-
chen eines Plateaus der LnP-Werte (Auswertung mit der Soft-
ware STRUCTURE Harvester, Earl und von Holdt, 2011).

Es existieren verschiedene Schatzmethoden fiir die Fre-
quenzen von Nullallelen in den einzelnen populationsgeneti-
schen Softwareprogrammen, die alle auf der Annahme eines
Hardy-Weinberg-Gleichgewichts in der Population und Ab-
weichungen der beobachteten von den erwarteten Genoty-
penhdufigkeiten basieren. Eine Schatzung der Frequenz von
Nullallelen wurde mit der Software Micro-Checker (Van Oos-
terhout et al.,, 2004), sowie vergleichsweise CERVUS (Marshall
et al,, 1998; Kalinowski et al., 2007) und GENEPOP'007 (Rous-
set, 2008) vorgenommen. Neben der Verwendung verschie-
denen Algorithmen unterscheiden sie sich diese vor allem
darin, ob fehlende Werte immer als unbekannter Genotyp be-
trachtet werden (z. B. nach Kalinowski et al.(2007) in der Soft-
ware CERVUS; nach Van Oosterhout et al. (2004), nach Chakra-
borty et al. (1992) und bei Methode 1 nach Brookfield (1996)
in der Software Micro-Checker), oder ob sie immer als Homo-
zygoter eines Nullallels (Methode 2 nach Brookfield (1996) in
der Software Micro-Checker) oder mit unterschiedlicher Ko-
dierung als unbekannter Genotyp bzw. als Homozygoter ei-
nes Nullallels in die Kalkulation einbezogen werden (nach
Dempster et al. (1977) in der Software GENEPOP‘007). Die
Software Micro-Checker bietet eine Korrektur der Genoty-
pendaten an, die bei hohen Frequenzen von Nullallelen einen
Teil der haufigen homozygoten Genotypen durch Heterozy-
gote mit einem Nullallel ersetzt. Mit solchen korrigierten Da-
ten sind Kalkulationen auf Populationsebene ausfiihrbar,
Auswertungen mit individuellen Genotypen sind aber wei-
terhin nur mit den unkorrigierten Originaldaten maglich.
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Mit zwei Verfahren wurde versucht, Informationen tber Ver-
wandtschaftsbeziehungen von Individuen innerhalb der
Herkunftsstichproben zu gewinnen. Der ermittelte Multilo-
cus-Genotyp jedes Individuums kann wahrend der sexuellen
Reproduktion aus verschiedenen Gameten-Haploytpen der
Eltern entstanden sein. Fir jede denkbare Haplotypenkom-
bination kann mit Hilfe der Allelfrequenzen in der jeweiligen
Population im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht eine Wahr-
scheinlichkeit mit einem maximum likelihood-Verfahren be-
rechnet werden (SAS proc haplotype). Haplotypen-Informa-
tionen kénnen teilweise zur Rekonstruktion der Abstammung
von einem Mutterbaum verwendet werden. Auf3erdem wur-
de mit der Software Populations Version 1.2.31 (Langella,
2010) je Herkunft ein sog.,Neighbour-Joining phylogenetic
tree” erstellt, basierend auf genetischen Distanzen zwischen
Individuen (Shared allele distance nach Jin und Chakraborty
(1994)). Die anschlieBende graphische Darstellung der Ver-
wandtschaftsbeziehungen erfolgte mit dem Programm Tree-
View (Page, 2001).

Zur Schétzung der Differenzierung zwischen Populatio-
nen wurden in den letzten Jahren neue Parameter entwi-
ckelt, um die Informationen von Loci mit vielen Allelen, ho-
her Diversitdt und Heterozygotie, wie sie bei nuklearen
Mikrosatelliten tblicherweise auftreten, realistisch abzubil-
den. Dazu gehoren ein auf die Heterozygotie standardisier-
tes G', (Hedrick, 2005) sowie die aktuelle Differenzierung D
zwischen Populationen, die unabhangig von der Anzahl der
Allele je Locus und von der Heterozygotie ist (Jost, 2008).
Hierbei kdnnen G';. und D flr exakte Allelfrequenzen bzw.
G, und D_ fir Stichproben von Populationen unterschie-
den werden. Die Verzerrungen des alten G, nach Nei (1973),
das genaugenommen nur fiir Loci mit 2 Allelen gilt, sind da-
mit berwunden (Jost, 2008; Gerlach et al., 2010). Die alten
sowie neuen Differenzierungsmafe wurden mit der Soft-
ware SMOGD berechnet (Crawford, 2010). Aus paarweisen
Differenzierungen D__ zwischen den Populationen lasst sich
eine Abstandsmatrix zur graphischen Darstellung als Den-
drogramm erstellen. Ein Dendrogramm wurde Uber eine
UPGMA-Clusteranalyse mit der Software SAS (proc distance,
proc tree) erzeugt. Die Korrelation zwischen genetischen
und geographischen Distanzmatrizen wurde mit dem Man-
tel-Test gepruft (Bohonak, 2002).

Fur die Erstellung der verschiedenen Inputformate, die
die einzelnen Software-Anwendungen erfordern, wurde
Uberwiegend das Programm Formatin (Buschbom, 2010)
verwendet.

Ergebnisse und Diskussion

Genetische Variation - Basisdaten

Alle Kalkulationen von populationsgenetischen Parametern
gehen von der freien Rekombination der verwendeten kodo-
minanten Marker aus. Bei den Autoren der Markerloci (Tanaka
et al,, 1999; Pastorelli et al., 2003; Vornam et al., 2004) wurden
keine Angaben zur Kopplung gemacht. Teilweise wurden die
verwendeten Marker jedoch von Scalfi et al. (2004) auf ver-
schiedenen Chromosomen kartiert (Tabelle 2). Die Tests auf
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Kopplungsungleichgewichte (Linkage disequilibrium) erga-
ben eine schwache, aber signifikante Kopplung zwischen
mfc7 und FS103 bei drei von sechs Populationen, und eine
weitere Kopplung zwischen FS103 und FS304 bei zwei Popu-
lationen, obwohl diese beiden Loci auf den Chromosomen |
und Xl lokalisiert wurden (Scalfi et al., 2004). Das Kopplungs-
ungleichgewicht wurde in diesem Fall von anderen Faktoren
als einer realen Kopplung bedingt. Es kann also von einer
weitgehend freien Rekombination der Markerloci ausgegan-
gen werden.

Insgesamt wurden 315 Individuen aus sechs Herkiinften
an acht Loci vollstandig genotypisiert, d. h. es ist ein kom-
pletter Datensatz mit 2520 Einzellocus-Genotypen erfasst
worden. Davon wurden 25 Genotypen (ca. 1 %) als Homozy-
gote eines Nullallels identifiziert (reproduzierbar fehlende
Peaks: zweimal am Locus FS115, 17-mal am Locus FS125 und
6-mal am Locus FS446).

Alle 315 Multilocus-Genotypen unterschieden sich von-
einander. Die Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht (iber die Variation
an acht nuklearen Mikrosatellitenloci der Buche, die ver-
gleichbar mit der Variation in anderen Untersuchungen ist
(Buiteveld et al., 2007; Jump und Pefiuelas, 2007; Maurer et
al., 2008; Nyari, 2010).

Tabelle 3

Genetische Variation an acht nuklearen Mikrosatellitenmar-
kern der Buche basieren auf 315 Individuen Uber alle Her-
kiinfte hinweg

Marker Allele pro  Effektive Beobachtete Erwartete
Locus Anzahl der Heterozygotie  Heterozygo-
(A/L) Allele(A)  (H,) tie (H,)
mfc7 11 2,29 0,5460 0,5638
mfs11 9 241 0,4508 0,5853
mfc5 23 11,55 0,6095 0,9134
FS103 29 3,91 0,7238 0,7445
FS115 20 6,86 0,7143 0,8542
FS304 4 1,49 0,3270 0,3272
FS125 25 7,56 0,5492 0,8678
FS446 23 5,39 0,5841 0,8145
Mittelwert 18 518 0,5631 0,7088

Genetische Variation innerhalb der Populationen
Das Saatgut fiir Herkunftsversuche soll fiir den jeweiligen Aus-
gangsbestand reprasentativ sein, um die verschiedenen pha-
notypischen Merkmale in ihrer typischen Ausprdagung und Va-
riationsbreite zu erfassen. Dies ist am besten gewahrleistet,
wenn das Saatgut aus einem Erntejahr mit gutem weiblichen
Bllitenansatz und reichlicher Pollenproduktion fiir eine gute
wechselseitige Bestdubung stammt und von einer ausreichen-
den Anzahl Erntebdume gesammelt worden ist. Um das nach-
traglich anhand der genetischen Struktur von Stichproben aus
der Nachkommenschaft zu beurteilen, bietet die Uberpriifung
des Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes eine gute Moglichkeit.

225

Die Tabelle 4 zeigt, dass in vielen Féllen signifikante Abwei-
chungen von einer panmiktischen Population vorliegen (g-
Werte < 0,05). Bei diesen Loci kommt meist ein Uberschuss
an Homozygoten vor. Bei allen sechs Populationen gibt es
aber auch jeweils mehrere Loci im Hardy-Weinberg-Gleich-
gewicht.

Tabelle 4

Wahrscheinlichkeiten (q-Werte) fir das Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht an acht Markerloci in Stichproben von sechs
Buchen-Populationen (q < 0,05: signifikante Abweichung
vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, gelb unterlegt)

Locus Gran- Kladska /

see/ CZ-110

DE-46
mfc7 0,3379 0,1654  0,7498  0,7087 0,7498 0,9671
mfs11  0,0197 0,9671  0,0805  0,0011 0,0709 0,0709
mfc5 0,7087 0,0004  0,0004  0,0004 0,0004 0,0004
FS103  0,0381 0,9671 09671  0,9671 0,0404 0,6123
FS115  0,5806 0,0464 03317 0,1313 0,0023 0,9671
FS304  0,1724 04362  0,7498  0,6015 0,9671 0,0709
FS125 0,0004 0,0004 0,0008 0,0049 0,0004 0,0004
FS446  0,0004 0,0356  0,0616  0,1313 0,0037 0,0004

Verschiedene Ursachen kommen fiir die Abweichungen vom
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht in Frage. Das Vorkommen
von homozygoten Genotypen von Nullallelen ldsst vermu-
ten, dass haufige Nullallele an den Abweichungen vom Har-
dy-Weinberg-Gleichgewicht beteiligt sind, aber auch die Mi-
schung von unterschiedlich strukturierten Teilpopulationen
kann zu solchen Abweichungen fiihren, was als Wahlund-Ef-
fekt bezeichnet wird. Auch Inzucht oder Verwandtenpaa-
rung kann einen Uberschuss an Homozygoten verursachen,
der jedoch dann an allen untersuchten Loci vorhanden sein
muss. Das kann im vorliegenden Fall ausgeschlossen wer-
den, da nicht an allen Loci ein solcher Uberschuss vorkommt.

Um zunachst festzustellen, ob es innerhalb der Stichpro-
ben aus den sechs Herkilinften Subpopulationsstrukturen
gibt, die eher als Hardy-Weinberg-Populationen angesehen
werden konnen als die Gesamtstichprobe einer Herkunft,
wurden die Daten mit der Software STRUCTURE analysiert.
Die Abbildung 1 zeigt, dass ein Maximalwert oder ein erstes
Erreichen eines Plateaus des Ln P-Werts bei K = 2 fiir Gran-
see /DE-46, Kladska /CZ-110, Oderhaus /DE-44 und bei K= 3
fur Anguiano /ES-5, Neuberg /AT-109 und Beius/ RO-146 auf-
tritt. Somit bestehen alle Stichproben der sechs Herkiinfte
aus jeweils zwei oder drei Subpopulationen.

Die Zuordnung jedes Individuums zu einer der zwei bzw.
drei Subpopulationen erfolgte nach ihrer Wahrscheinlich-
keit, die auch graphisch dargestellt werden kann. In der
Abbildung 2 wird jedes Individuum durch eine Saule veran-
schaulicht, die die Zuordnungswahrscheinlichkeiten fiir jede
der Subpopulationen in einer anderen Farbe zeigt. Es wird
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Ermittlung der Anzahl von Subpopulationen mit STRUCTURE und STRUCTURE Harvester: Mittelwerte und Standardab-
weichungen der Ln P-Werte fiir K= 1 bis K= 20 (sechs bis zwolf Wiederholungen) der Analyse von Genotypen aus sechs

Buchenherkiinften (Erklarung im Text)

deutlich, dass fiir die meisten Individuen der Stichproben
eine recht eindeutige Zuordnung zu einer der Subpopulatio-
nen getroffen werden kann, und nur fiir wenige Individuen
mehrere Subpopulationen mit dhnlichen Zuordnungswahr-
scheinlichkeiten vorkommen. Die Zuordnung der Individuen
zu einer von zwei oder drei Subpopulationen erfolgte ent-

sprechend der hochsten Wahrscheinlichkeit. Auf diese Weise
konnten insgesamt 15 Subpopulationen gebildet werden,
die zu sechs Herkunftsstichproben gehoren.

Ein erneuter Test auf signifikante Abweichungen vom
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wurde in den so gebildeten
15 Subpopulationen durchgefiihrt. Die Haufigkeit solcher
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Graphische Darstellung der Zuordnung von Individuen zu Subpopulationen innerhalb von sechs Buchenherkiinften mit

STRUCTURE

Abweichungen hat sich durch die Beriicksichtigung der Sub-
populationsstruktur im Vergleich zu den Daten in Tabelle 4
von 44 % schon deutlich auf 16 % reduziert. Es kommen aber
weiterhin an einzelnen Loci starke Abweichungen vor, be-
sonders an den Loci, bei denen auch homozygote Genoty-
pen von Nullallelen beobachtet wurden.

Im Folgenden wurden nun in den sechs Herkiinften und
in 15 Subpopulationen jeweils an acht Loci mit verschiede-
nen Verfahren die Frequenzen von Nullallelen geschatzt. Es
ergeben sich mit den verschiedenen Verfahren Giberwiegend
dhnliche Schatzwerte fur die Nullallel-Frequenzen, sofern an
dem entsprechenden Locus und in der jeweiligen Population
oder Subpopulation kein homozygoter Genotyp fiir ein
Nullallel vorkommt. In den Fallen, bei denen reproduzierbar
fehlende Peaks, die als Homozygote fir ein Nullallel interpre-
tiert werden, vorhanden sind, gibt es erwartungsgemaf gro-
Bere Abweichungen zwischen den Methoden nach Brook-
field2 und nach Dempster einerseits und den tbrigen funf
Methoden andererseits. In der vorliegenden Untersuchung
mussen die Schatzungen nach den beiden erstgenannten
Methoden wegen des Vorkommens von homozygoten
Nullallelen als zuverlassiger gelten. Hinweise auf Nullallele
finden sich auch bei Scalfi et al. (2004) fiir die Loci FS103,
FS125 und FS446, bei Maurer et al. (2008) fir FS446, bei Od-
dou-Muratorio et al. (2009) firr die Loci mfc5, FS103, FS125
und FS446 und bei Chybicki und Burczyk (2009) fir die Loci
FS125, FS446 und mfc5.

Die Ergebnisse zeigen, dass signifikante Abweichungen
vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht in einer Population
oder Subpopulation immer dann vorkommen, wenn ein
Nullallel in groBerer Frequenz ermittelt wurde. Es wurden je-
doch bei haufigeren Nullallelen nicht immer auch homozy-
gote Genotypen gefunden. Bei Existenz von haufigen Nullal-

lelen muss angenommen werden, dass ein Teil der als
scheinbar homozygot identifizierten Genotypen in Wahrheit
heterozygot mit einem Nullallel ist. Eine entsprechende Kor-
rektur der Genotypen mit der Software Micro-Checker nach
der Methode Brookfield2 fiir jede der 15 Subpopulationen
wies insgesamt 132 Genotypen als Heterozygote mit einem
Nullallel aus, das sind ca. 5 % der ermittelten 2520 Einzello-
cus-Genotypen (Tabelle 5). Solche Korrekturen wurden, spe-
ziell fur die Baumart Buche mit Nullallelen an vielen Loci,
empfohlen, um populationsgenetische Parameter und Diffe-
renzierungen zwischen Populationen genauer schatzen zu
kénnen (Oddou-Muratorio et al., 2009).

Der Test auf signifikante Abweichungen vom Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht wurde nun in den gebildeten 15
Subpopulationen nach der Korrektur mit Nullallelen durch-
geflhrt. Jetzt gab es nur noch in 2 % der Falle signifikante
Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Damit
konnten die Subpopulationsstrukturen innerhalb jeder Her-
kunft und die Existenz von Nullallelen an mehreren Loci als
die beiden wesentlichen Ursachen der zunéachst festgestell-
ten grofBen Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichge-
wicht (Tabelle 4) gefunden werden.

Grundsatzlich fuhrt das relativ haufige Vorkommen von
Nullallelen dazu, dass populationsgenetische Auswertungen
nur ndherungsweise moglich sind. Das trifft auf die Original-
daten zu, aber auch auf die mit Nullallelen korrigierten Da-
ten, obwohl diese der Realitdt wahrscheinlich naher kom-
men. Die Tabelle 6 zeigt, dass bei vergleichbarem
Stichprobenumfang von allen sechs Populationen die gene-
tische Vielfalt gemessen als mittlere Anzahl der Allele pro
Locus bei den Populationen Anguiano /ES-5 und Gransee /
DE-46 mit 8,13 bis 9,13 geringer ist als bei den vier anderen
Populationen mit 11,0 bis 12,50. Die beobachtete und erwar-
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Tabelle 5

Geschatzte Frequenzen von Nullallelen je Locus nach Korrektur der Genotypen mit der Software Micro-Checker in
Stichproben von sechs Buchenherkinften (Methode Brookfield2 fir jede Subpopulation)

mfc7 0 0 0 0 0 0
mfs11 0 0 0 0,0556 +0,0214 0,0755 + 0,0246 0
mfcs 0 0,1000 + 0,0270 0,0900 + 0,0272 0,1019 +0,0274 0,0566 + 0,0218 0,0472 +0,0201
FS103 0 0 0 0 0 0
FS115 0 0,0182 +0,0180 0 0 0,0283 + 0,0207 0
FS304 0 0 0 0 0 0
FS125 0,2400 +0,0515 0,0727 +0,0299 0,1700 + 0,0390 0,0278 + 0,0204 0,1132 40,0344 0,1698 + 0,0399
FS446 0,1600 + 0,0386 0,0364 +0,0175 0,0300 + 0,0220 0 0,0755 + 0,0246 0,0755 + 0,0337
Tabelle 6

Mittelwerte populationsgenetischer Parameter liber acht Loci zur Charakterisierung der genetischen Variation innerhalb
von sechs Buchen-Populationen (Daten mit Korrektur der Nullallele nach Brookfield2 je Subpopulation)

Population Anzahl untersuchter Allele pro Locus

(A/L)

Individuen

Gransee /DE-46 50 9,13
54 11,00
Kladska /CZ-110 53 12,50
53 11,75
Mittelwert 52,5 10,58

tete Heterozygotie ist bei der Population Anguiano /ES-5
deutlich kleiner. Die mittleren Fixierungsindizes weisen bei
allen sechs Herkuinften positive Werte auf, wie es beim Vorlie-
gen von Mischungen aus Subpopulationen durch den
Wahlund-Effekt zu erwarten ist.

Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb von
Populationen

Mit der Rekonstruktion der Haplotypen, die die Elternbdume
zu den vorgefundenen Multilocus-Genotypen jedes Indivi-
duums beigetragen haben, wurde nach weiteren Informatio-
nen zu Substrukturen innerhalb der sechs Herkiinfte gesucht.
Die Anzahl verschiedener Haplotypen, aus denen sich ein di-
ploider Multilocus-Genotyp gebildet haben kann bzw. die
Anzahl verschiedener Gameten, die in der Meiose gebildet
werden kdnnen, ist von der individuellen Anzahl heterozygo-
ter Loci abhéngig. Sie betragt fur ein Individuum maximal 28
=256 bei einem Multilocus-Genotyp mit acht heterozygoten
Loci. Welche der potentiell méglichen Haplotypen-Kombina-
tionen die wahrscheinlichste ist, berechnet die Software an-
hand der Allelfrequenzen in der Population. Fir jedes Indivi-
duum in den sechs Populationen wurden zwei Haplotypen
mit Wahrscheinlichkeiten von p = 1 fiir insgesamt 310 Indivi-

Effektive Anzahl
der Allele (A)

Beobachtete Hete- Erwartete Hete- Fixierungsindex

rozygotie (H ) rozygotie (H,, ) (F)
0,5225 0,5766 0,0921
0,6159 0,6842 0,0721
2,94 0,6050 0,6597 0,0784
3,59 0,6574 0,7211 0,0748
3,54 0,6462 0,7177 0,0716
3,66 0,6415 0,7265 0,1008
3,21 0,6148 0,6810 0,0816

duen und p > 0,9817 fir funf Individuen identifiziert. Dabei
mussten nicht erkannte Nullallele im heterozygoten Zustand
unberiicksichtigt bleiben, was zu einer leichten Unterschat-
zung der Haplotypenanzahl fiihrt. Die Gesamtanzahl aller
moglichen Haplotypen sowie die Anzahl der ermittelten ver-
schiedenen Haplotypen in den Stichproben ist erwartungs-
gemal abhangig von der genetischen Variation, der Anzahl
der Allele und der Heterozygotie, in der jeweiligen Populati-
on. Die Populationen Anguiano /ES-5 und Gransee /DE-46
haben deshalb eine geringe Anzahl Haplotypen als die ande-
ren vier Populationen (Tabelle 7). Bei ungekoppelten Loci
und reprasentativen Stichproben muss davon ausgegangen
werden, dass keine signifikanten allelischen Assoziationen
(Linkage disequilibrium) vorkommen, was mit Ausnahme der
Population Anguiano /ES-5 auch zutrifft.

Die meisten mehrfach vorkommenden Haplotypen gibt es
zweimal, einige dreimal. Nur in der Population Anguiano /
ES-5 kommt ein Haplotyp 5-mal und ein weiterer sogar 7-mal
vor, wobei diese beiden Haplotypen an sieben Loci identisch
sind. Damit ist die Vermutung naheliegend, dass die zwolf In-
dividuen, die diese beiden Haplotypen tragen, Halbge-
schwister sind, d. h. von einem Mutterbaum oder einem Pol-
lenspender mit einem heterozygoten Locus und sieben
homozygoten Loci abstammen kdnnen. Zwolf Individuen ei-
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Tabelle 7

Haplotypenstruktur von Stichproben aus sechs Buchenherkiinften

Anzahl verschiedener
Haplotypen in der
Stichprobe

Gesamtanzahl
moglicher
Haplotypen

Population

Gransee /DE-46 1695 84
2314 101
Kladska /CZ-110 1947 102
2054 101

ner Halbgeschwisterfamilie sind deutlich mehr, als in der
Stichprobe erwartet werden kann. Wenn 20 Baume eines Be-
standes beerntet wurden und an der Gesamtsaatgutmenge
der jeweiligen Herkunft zu etwa gleichen Anteilen enthalten
waren, waren bei einer Stichprobe der Nachkommenschaft
von 50 bis 55 Individuen jeweils etwa zwei bis drei davon ei-
ner Halbgeschwisterfamilie zuzuordnen. Bei der Herkunft
Anguiano /ES-5 wurden jedoch nur ca. zehn Bdume beerntet
(Liesebach M, 2012), was erwarten lasst, dass jeweils ca. funf
Individuen Halbgeschwister mit identischer Mutter waren.
Die vermutete Halbgeschwisterfamilie von zwélf Individuen
spricht daher fiir eine ungleichméaBige Reprasentanz der Ern-
tebdume im Saatgut oder weniger als zehn Erntebdume in
der Herkunft Anguiano /ES-5. Es wéren auch extreme Selek-
tionen, die zu unterschiedlichen Uberlebensraten in Abhan-
gigkeit vom Mutterbaum gefiihrt haben, als Erklarung fiir
eine relativ grof3e Halbgeschwisterfamilie denkbar. Auf der
Fliche Schidtbek betragen die Uberlebensraten jedoch bei
funf der sechs Herkiinfte einschlieBlich Anguiano /ES-5 zwi-
schen 55 und 57 % und bei der Herkunft Oderhaus /DE-44
66 %, also relativ geringe Unterschiede. Daten zu Ausfallra-
ten wdhrend der Anzucht in der Baumschule liegen leider
nicht vor.

Eine andere Mdglichkeit der Darstellung von verwandt-
schaftlichen Strukturen innerhalb der Stichproben von Her-
kinften bieten sog. Neighbour-Joining trees (Abbildung 3).
Bei den funf Herkiinften Oderhaus /DE-44, Gransee /DE-46,
Neuberg /AT-109, Kladska /CZ-110 und Beius /RO-146 ist eine
fast gleichmaBige sternformige Darstellung zu sehen, wobei
fast alle Individuen genetisch mehr oder weniger gleich weit
voneinander entfernt stehen. Ein solches Muster kann als Ab-
bild einer reprasentativen Stichprobe einer Nachkommen-
schaft aus einer Population aufgefasst werden. Bei der Her-
kunft Anguiano /ES-5 dagegen gibt es mehrere deutlich
sichtbare Gruppierungen mit teilweise sehr eng miteinander
verwandten Individuen. Die zwolf Individuen, die aufgrund
der Haplotypenanalyse als vermutliche Halbgeschwisterfa-
milie aufgefallen waren, sind in der Abbildung 3 farbig her-
vorgehoben. Das Vorkommen enger Verwandtschaftsgrup-
pen steht in deutlichem Kontrast zu den anderen fiinf
Herkiinften.

Assoziationen
(p-Wert)

Test auf allelische

Anzahl einmal und mehrfach vorkommender Haplotypen

Tmal 2mal 3mal S5mal 7mal

1,0000 69 14 1 ° =
1,0000 94 7 - - -
0,9998 98 4 ° ° o
0,9996 96 5 = = =

Die zuvor gefundenen zwei oder drei Subpopulationen in je-
der Herkunftsstichprobe bilden sich im Wesentlichen, wenn
auch nicht vollstandig, in den Neighbour-Joining-Dendro-
grammen ab (nicht dargestellt).

Tabelle 8

Differenzierung zwischen sechs Buchenherkiinften an acht
Mikrosatelliten-Loci mit geschatzten Parametern nach ver-
schiedenen Methoden fiir Stichproben aus Populationen
(Daten mit Nullallelkorrektur je Subpopulation)

GST,est lST,est Dest
(Nei, 1973) (Hedrick, 2005) (Jost, 2008)
mfc7 0,0429 0,1026 0,0623
mfs11 0,0522 0,1364 0,0889
mfc5 0,0374 0,4012 0,3779
FS103 0,0198 0,0847 0,0662
FS115 0,0719 0,4070 0,3610
FS304 0,0030 0,0048 0,0018
FS125 0,0450 0,3321 0,3007
FS446 0,0344 0,2054 0,1771
Mittelwert 0,0383 0,2093 0,1795

Genetische Variation zwischen Populationen

Die Loci mfc5, FS115 und FS125 tragen am meisten zur globa-
len Differenzierung zwischen den Populationen bei, wenn die
Differenzierungsmale D_ nach Jost (2008) oder G'; _ nach

Hedrick (2005) zugrunde gelegt werden (Tabelle 8). Das G,; .,
nach Nei (1973) kann die vorhandenen Unterschiede zwi-
schen den Loci dagegen nicht widerspiegeln. Das wird be-
sonders deutlich beim Vergleich Allelfrequenzen je Herkunft
(Tabelle 9). Beispielsweise zeigt der Locus mfc7 mit dhnlichen
Allelfrequenzen in den sechs Herkiinften eine entsprechend
geringe Differenzierung D_. Der G, __-Wert liegt jedoch et-
was Uber dem Mittelwert. Am Locus mfc5 dagegen unter-

schieden sich die Allelfrequenzen zwischen den sechs Her-
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kiinften erheblich, was ein sehr hohes D_, von 0,378 auch
anzeigt. Das G, _ entspricht jedoch etwa dem Mittelwert.

Die genetisEhen Ahnlichkeiten bzw. Unterschiede zwi-
schen den sechs Buchenherkiinften kénnen graphisch als
Dendrogramm dargestellt werden (Abbildung 4), ermittelt
aus einer Clusteranalyse mit paarweisen genetischen Diffe-
renzierungen. Hier zeigt sich, dass sich die Herkunft aus Spa-
nien deutlich von allen anderen abgrenzen ldsst. Die ande-
ren finf Herkilinfte bilden zwei Gruppen, einerseits Beius /
RO-146 und Gransee /DE-46 sowie andererseits Kladska /CZ-
110, Neuberg /AT-109 und Oderhaus /DE-44.

I

Gransee /DE-46

Kladska /CZ-110

Il

[ I I I I I I
0,16 0,14 0,12 0,10 0,08 006 004 0,02 0,00
Average Distance Between Clusters

Abbildung 4

Dendrogramm nach UPGMA-Clusteranalyse mit paarweisen
genetischen Differenzierungen zwischen Stichproben aus
sechs Buchenherkinften nach Jost, 2008 (Daten mit
Nullallelkorrektur je Subpopulation)
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Abbildung 5

Lineare Beziehungen zwischen geographischer Distanz und
genetischer Differenzierung bei sechs Herkiinften der Buche
(rote Symbole: paarweise Kombinationen mit Beteiligung
der spanischen Herkunft, Erklarung im Text)

Die Abbildung 5 zeigt eine lineare Korrelation zwischen der
paarweisen genetischen Differenzierung und dem geogra-
phischen Abstand mit dem Bestimmtheitsmall R?> = 0,803
(p = 0.0170) bei der Einbeziehung aller sechs Herkiinfte.
Wenn die in dieser Korrelation offensichtlich abseits stehen-
de spanische Herkunft weggelassen wird, ist die Korrelation
zwischen den Ubrigen fiinf Herklinften nicht mehr signifi-
kant mit R? = 0,200 (p = 0.0900).

Die Darstellung der genetischen Ahnlichkeiten bzw. Un-
terschiede als Abstandsmatrix oder Dendrogramm beruht
auf der bekannten Zugehorigkeit der einzelnen Individuen
zu einer bestimmten Herkunft und Berechnungen auf Popu-
lationsebene. Eine andere Moglichkeit der Auswertung

Tabelle 9

Allelfrequenzen an Mikrosatelliten-Loci mit kleiner (mfc7) und groRer Differenzierung (mfc5), dargestellt sind nur Allele mit
einer Mindesthaufigkeit von 0,100 in einer der sechs Populationen

mfc7

11 0,820 0,491 0,700 0,463 0,576 0,726
117 0,030 0,173 0,030 0,241 0,170 0,076
123 - 0,046 0,020 0,120 0,028 -
127 0,110 0,246 0,220 0,157 0,170 0,104
mfc5

285 0,130 0,027 0,020 - - 0,076
287 0,340 0,082 0,060 0,065 0,028 -
303 0,070 0,064 0,050 0,111 0,151 0,047
305 0,020 0,100 0,330 0,194 0,170 0,189
311 0,130 0,155 0,050 0,046 0,094 0,160
317 - 0,046 0,170 0,046 0,038 0,028
319 - 0,073 0,030 0,056 0,057 0,104
325 0,150 0,091 0,020 0,019 0,019 -
null - 0,100 0,090 0,102 0,057 0,047
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besteht darin, alle 315 Individuen allein mit ihrem Multilo-
cus-Genotyp in hypothetische Populationen einzuordnen.
Mit der Software STRUCTURE wurden K = 5 Populationen er-
mittelt (Abbildung 6). In der Abbildung 7 wird die Zuord-
nungswahrscheinlichkeit jedes Individuums zu den verschie-
denen hypothetischen Populationen jeweils in einer anderen
Farbe dargestellt. Fast alle Individuen der spanischen Her-
kunft werden mit groBer Sicherheit einer Population (Farbe
,rot” in Abbildung 7) zugeordnet. Die meisten der Populati-
on ,blau” zugeordneten Individuen gehéren zur Herkunft
Gransee /DE-46, aber teilweise auch zur Herkunft Beius /RO-
146, den beiden Nachkommenschaften von warmen Stand-
orten. Weitere solche Gruppierungen lassen sich auch fiir die
hypothetischen Populationen ,gelb, ,grin” und ,pink” fin-
den. Insgesamt jedoch grenzt sich spanische Herkunft mit ih-
rer fast eindeutigen Zuordnung zur Population ,rot” von den
Ubrigen funf Herkiinften ab, die mehr oder weniger gemischt
sind. In diesen Mischungen kommt die gréB3ere genetische
Ahnlichkeit zum Ausdruck, die auch das Dendrogramm (Ab-
bildung 4) gezeigt hat.

L(K) (mean +- SD)
-8800 - ® @
-8900 - °
-9000 -
-9100 -
-9200 -

-9300

Mean of est. Ln prob of data

-9400 -

Abbildung 6

Ermittlung der Anzahl von Subpopulationen mit STRUC-
TURE und STRUCTURE Harvester: Mittelwerte und Standard-
abweichungen der Ln P-Werte fiir K = 1 bis K= 10 (sechs bis
zwolf Wiederholungen) der Analyse der Genotypen von 315
Individuen aus sechs Buchenherkiinften

Anguiano /ES-5

Oderhaus /DE-44 Gransee /DE-46

Abbildung 7
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Schlussfolgerungen

Methode der Genotypisierung

Die angewandte Methode zur Genotypisierung der Her-
kunftsstichproben mit nuklearen Mikrosatellitenmarkern ist
als sehr gut reproduzierbar und zuverldssig zu beurteilen. Der
Anteil von nicht erkannten Heterozygoten mit einem Nullallel
musste in dieser Studie jedoch auf ca. 5 % der vollstandig er-
fassten Genotypendaten geschatzt werden. Dabei ist Homo-
plasie nicht ausgeschlossen, d. h. evtl. vorkommende unter-
schiedliche DNA-Sequenzen konnen sich sowohl hinter
DNA-Fragmenten gleicher Lange als auch hinter fehlenden
PCR-Produkten verbergen. Der evtl. damit verbundene Infor-
mationsverlust ist jedoch ohne Sequenzierung aller Fragmen-
te nicht zu vermeiden und muss vorlaufig akzeptiert werden
(siehe auch Oddou-Muratorio et al., 2009). Neu entwickelte
Mikrosatellitenmarker fur die Baumart Buche, die weniger
Nullallele besitzen sollen, wurden erst nach Abschluss der hier
beschriebenen Laboruntersuchungen veréffentlicht (Lefevre
et al., 2012), und konnten nicht mehr berticksichtigt werden.

Subpopulationsstrukturen in Nachkommen-
schaften von Buchenpopulationen

In jeder der sechs Herkunftsstichproben wurden mit einer
STRUCTURE-Analyse zwei oder drei Subpopulationen gefun-
den (Abbildung 2), die eher im Hardy-Weinberg-Gleichge-
wicht stehen als die Gesamtstichproben der jeweiligen Her-
kunft.

In natirlich verjingten Buchenbestdnden existieren Fa-
milienstrukturen, die als gréBere genetische Ahnlichkeit von
Individuen in rdumlicher Nachbarschaft mehrfach beschrie-
ben wurden. Eine rdumliche Autokorrelation bis ca. 30 m
wurden sowohl mit neun Isoenzymmarkern von Dounavi
(2000) als auch mit vier bzw. sechs Mikrosatellitenmarkern
von Vornam et al. (2004) und Jump und Pefiuelas (2007) in je
einem Bestand festgestellt. Durch die wesentlich grofere
Zahl von 250 AFLP-Markern konnten von Jump und Pefiuelas
(2007) in derselben Untersuchung eine Autokorrelation bis
ca. 110 m nachgewiesen werden. Nyari (2010) fand mit finf
Mikrosatellitenmarkern raumliche Autokorrelationen von ca.
30 m im einem deutschen und ca. 70 m in einem ungari-

Neuberg /AT-109 Kladska /CZ-110 Beius /RO-146

Zuordnung von 315 untersuchten Individuen der Buche zu flinf hypothetischen Populationen mit STRUCTURE (Individuen

geordnet nach Herkiinften)
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schen Buchenbestand. Auch in der Naturverjiingung eines
Buchenbestandes wurden genetische Differenzierungen
zwischen rdumlich getrennten Gruppen nachgewiesen, die
sich wegen der begrenzten Pollen- (im Mittel 44 bis 57 m)
und Samenverbreitung (im Mittel 11 m) herausgebildet hat-
ten (Oddou-Muratorio et al., 2011).

Insgesamt liegen diese Gré3enordnungen in einem Be-
reich, bei dem mit dem gruppierten Auslegen von Netzen in
raumlich verschiedenen Bereichen eines Bestandes unter-
schiedliche Teilpopulationen des Bestandes in einer Ernte er-
fasst werden. Subpopulationsstrukturen in Nachkommen-
schaften missen deshalb als typisch fiir Saatgut aus nattirlich
verjingten Buchenbestdnden angesehen werden, die nach
in der Praxis Ublichen Methoden beerntet wurden.

Reprdsentativitdt der Saatguternten bei sechs
Buchenherkiinften

Die Ergebnisse der Haplotypenanalyse (Tabelle 7) und die
Neighbour-Joining-Dendrogramme (Abbildung 3) der Indivi-
duen je Herkunft lassen Riickschliisse auf die Art der Saatgut-
einsammlung zu. Bei den flinf Herkiinften Oderhaus /DE-44,
Gransee /DE-46, Neuberg /AT-109, Kladska /CZ-110 und Bei-
us /RO-146 kann eine Ausgewogenheit der relativen Anteile
der Erntebdume angenommen werden. Das Vorliegen einer
Halbmast im Bestand Gransee /DE-46 im Vergleich zu Voll-
masternten bei den andere vier Herkiinften hat sich nicht
nachweisbar auf die Repradsentativitat, zumindest des fiir die
Versuchsanlage verwendeten Erntejahrgangs, ausgewirkt.
Ebenso scheint trotz des geringen Buchenanteils im Bestand
Beius /RO-146 eine ausreichende wechselseitige Bestaubung
und reprasentative Saatguternte stattgefunden zu haben. Un-
ter Reprasentativitdt wird hier eine Beerntung einer ausrei-
chenden Anzahl von Bdumen in ausgewogenen Mengenan-
teilen verstanden. Im Gegensatz dazu steht die Herkunft
Anguiano /ES-5, die deutlich ausgepragte Verwandtschafts-
gruppen bis hin zu einer vermuteten Halbgeschwisterfamilie
von zwolf Individuen zeigt. Diese Struktur l3sst sich nicht al-
lein mit der geringeren Anzahl von nur ca. zehn Erntebdumen
im Vergleich zu ca. zwanzig Erntebdumen bei den anderen
funf Herkiinften erklaren. Hier miissen zusatzliche Faktoren
beteiligt gewesen sein. Evtl. wurden deutlich weniger als zehn
Baume beerntet oder der Anteil der Saatgutmengen je Baum
war sehr ungleich verteilt. Ndhere Informationen zur Bestan-
desbeschreibung der sechs Herkiinfte, zur Voll- bzw. Halb-
mast, zum Buchenanteil in den Erntebestanden und zur An-
zahl der Erntebdume befinden sich bei Liesebach M (2012).

Genetische Variation innerhalb der Populationen
Zwei Populationen, Anguiano /ES-5 und Gransee /DE-46, ha-
ben eine geringerer genetischer Vielfalt, ausgedriickt als An-
zahl Allele pro Locus, und eine geringere Heterozygotie als
die anderen vier Herkiinfte (Tabelle 6). Diese beiden Her-
kiinfte sind auch diejenigen, welche bei einer Halbmast
beerntet wurden, wahrend fiir die anderen vier eine Vollmast
dokumentiert wurde (Liesebach M, 2012). Die Stichproben-
umfange (N =50 vs. N = 53...55) unterscheiden sich nur ge-
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ringfligig und kdnnen den Unterschied in der Anzahl der Al-
lele nicht erklaren.

Ob jedoch das Vorhandensein einer Voll- bzw. Halbmast
oder die genetische Zusammensetzung des gesamten Ernte-
bestand selbst fiir die festgestellten Ergebnisse verantwort-
lich sind, kann aus den vorliegenden Daten nicht gefolgert
werden. Dazu mussten mehr als nur sechs Bestande unter-
schiedlicher Zusammensetzung wiederholt beerntet wer-
den. Eine teilweise differenzierende genetische Struktur von
Nachkommenschaften aus zwei unterschiedlichen Erntejah-
ren aus einem Altbestand wurde am Beispiel der Weiltanne
nachgewiesen, jedoch ohne Informationen zur Anzahl der
Erntebdume oder einer Halb- bzw. Vollmast (Hussendorfer
und Konnert, 1998).

Flr spanische Herkiinfte, einschlieBlich einer Gruppe von
Populationen bei Anguiano, wurde auch fiir Isoenzymmarker
eine geringere genetische Vielfalt im Vergleich zu mittel- und
stidosteuropaischen Herklinften beschrieben (Comps et al.,
2001).

Es konnten aus den genetischen Untersuchungen keine
Hinweise auf eine mogliche genetische Ursache fiir das deut-
lich unter dem Mittel liegende Wachstum der Herkunft Klad-
ska /CZ-110, wie z. B. eine erhdhte Inzuchtrate, festgestellt
werden.

Genetische Variation zwischen den Populationen

Zwei unterschiedliche Verfahren, zum einen eine UPGMA-
Clusteranalyse (Abbildung 4) mit vorgegebenen Populatio-
nen und zum anderen eine STRUCTURE-Analyse, bei der Indi-
viduen nur aufgrund ihres Genotyps verschiedenen
Populationen zugeordnet werden (Abbildung 7), zeigten die
deutliche Abgrenzung der spanischen von den anderen fiinf
Herkiinften. Damit bestétigt sich ein weiteres Mal die unter-
schiedliche Abstammung aus verschiedenen eiszeitlichen
Refugien von mittel- und stidosteuropdischen Buchenvor-
kommen im Vergleich zu iberischen Vorkommen. Diese wur-
de in einer groBen Metaanalyse, bei der Chloroplasten-DNA-
Marker und nukleare Isoenzymmarker von ca. 400
Buchenpopulationen aus ganz Europa zusammen mit Pol-
lenprofilen und Makrofossilien ausgewertet wurden, heraus-
gearbeitet, um eiszeitliche Refugien zu identifizieren und die
nacheiszeitliche Ausbreitung der Buche zu rekonstruieren
(Magri et al., 2006).

Von den fiinf Herkiinften, die von einem oder mehreren
stidosteuropdischen Refugien abstammen, bilden die drei
Herkiinfte Kladska /CZ-110, Neuberg /AT-109 und Oderhaus /
DE-44 von relativ kalten Standorten eine Gruppe mit gréR3e-
rer Ahnlichkeit und die beiden Herkiinfte Beius /RO-146 und
Gransee /DE-46 von relativ warmen Standorten eine andere
Gruppe (Abbildung 4). Eine gréBere genetische Ahnlichkeit
bei geringerer rdumlicher Entfernung konnte nicht nachge-
wiesen werden. Alle Entfernungen zwischen den finf Her-
kiinften betragen jedoch mehr als 200 km. Unterdurch-
schnittliche genetische Abstdnde zwischen Populationen
bei Isoenzymmarkern wurden mit geostatistischen Metho-
den fir Entfernungen bis 200 km gefunden (Degen und
Scholz, 1998). Raumliche Nachbarschaften bei diesen fiinf
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Herkiinften entsprechen jedoch nicht der Gruppierung nach
Jahresmitteltemperaturen, da sie nicht wegen ihrer Lage auf
einem Nord-Sud-Gradienten, sondern wegen ihrer Hohenla-
ge als eher kalt bzw. warm eingeordnet wurden.

Ob sich hinter den beiden mit der Temperatur assoziier-
ten Gruppen (Dendrogramm in Abbildung 4) mit drei bzw.
zwei Herkiinften anpassungsrelevante genetische Struktu-
ren verbergen, kann aus den Ergebnissen noch nicht abgelei-
tet werden. Es missten wesentlich mehr Populationen gene-
tisch charakterisiert werden und weitere Marker zum Einsatz
kommen, um die Effekte von 1. eiszeitlichen Refugien, 2. aus-
gleichend wirkendem, wenn auch raumlich begrenztem
Genfluss und 3. diversifizierender lokaler Selektion an vorlie-
gende Umweltbedingungen voneinander zu trennen.
Bisherige europaweite Untersuchungen mit liberwiegend
neutralen Markern konnten nur die Abhangigkeit der aktuel-
len genetischen Struktur von Buchenpopulationen von den
jeweiligen eiszeitlichen Refugien (Comps et al., 2001; Magri
et al.,, 2006) oder von der Fragmentierung von Populationen
(Jump und Penuelas, 2006) nachweisen.

Ausblick

Von allen Badumen liegen individuell zugeordnete Daten zum
Durchmesser- und Héhenwachstum, zur Stammform sowie
zum Austriebsverhalten und zur Herbstverfarbung fiir ge-
meinsame Auswertungen vor. Eine detaillierte Bearbeitung
steht noch bevor und wird spater dargestellt werden. Weni-
ge Assoziationen deuten sich bereits an und bieten evtl. An-
satzpunkte fiir weitere Untersuchungen, auch an den einge-
lagerten DNA-Proben.

Vorlaufig bleibt festzustellen, dass genetisch hochwerti-
ges Saatgut fiir Bestandesbegriindungen einerseits eine An-
gepasstheit an den vorgesehenen Standort besitzen muss,
andererseits aber auch ein hohes Anpassungspotential an
sich potentiell &ndernde Bedingungen mitbringen soll. Das
erste kann mit geeigneten Herkunftsgebieten fiir die Saat-
guternte und entsprechenden Anbauempfehlungen gesi-
chert werden. Um ein ausreichendes Anpassungspotential
zu Verfligung zu haben, muss auch eine gro3e und reprasen-
tative genetische Variation gewahrleistet sein. Ausgehend
von hohen Individuenzahlen mit addquater genetischer Vari-
ation ist dann ein Spielraum fiir Selektion und lokale Anpas-
sungen gegeben. Eine entscheidende Bedeutung der gene-
rativen Reproduktion mit der damit verbundenen Rekom-
bination der Erbanlagen im Anpassungsprozess von
europdischen Buchenwéldern an Klimadnderungen wurde
von Kramer et al. (2010) besonders hervorgehoben. Erkennt-
nisse, die aus der langjahrigen Beobachtung von Herkunfts-
versuchen gewonnen werden, tragen dazu bei, das Anpas-
sungspotential und die Leistungsfahigkeit von Populationen
unter dem Aspekt der Erhaltung genetischer Ressourcen und
Okosysteme sowie dem Aspekt der Leistungsfihigkeit der
Forstwirtschaft zu beurteilen.
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