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1. Einleitung und Zielsetzung

Die langfristige waldbauliche Planung im immssionsbelasteten Erzgebirge sieht den Aufbau
dkologisch stabiler, naturnaher und gemischter Wilder aus standortgerechten Baumarten vor.
Dabei kommt der WeiBtanne eine besondere Rolle zu. An ihrer nordlichen Verbreitungsgrenze
war sie bis zum 17. Jahrhundert eine 6kologisch bedeutsame Mischbaumart in den natiirlichen
Bergmischwildern des mittleren und hoheren Erzgebirges. Heute gehort sie dort zu den vom

Aussterben bedrohten Baumarten.

Thre Erhaltung und Wiederausbreitung im Rahmen des Aufbaus naturnaher Wilder setzt grund-
legende Kenntnisse iiber den aktuellen Bestandesumfang, den Vitalitidtsgrad und vor allem auch
iiber die genetische Konstitution der Tannenvorkommen voraus. Insbesondere Kenntnisse iiber
das genetische System der Tanne im Erzgebirge lassen eine Beurteilung iiber erfolgreiche Er-
haltungsmaBnahmen erst zu. Das genetische System der Arten umfaBt die Erzeugung, Bewah-
rung, Verinderung und Weitergabe von genetischer Information an die Folgegenerationen (DE-
GEN und SCHOLZ 1994), wodurch es maf3geblich auch an der Weitergabe von genetischer
Variation beteiligt ist. Genetische Variation wiederum ist die Basis flir das Uberleben von Arten
in den dynamischen Prozessen ihrer Umwelten. Die Erforschung der dkologisch-genetischen
Grundlagen fiir MaBnahmen zur Erhaltung und Wiederausbreitung der WeiStanne im Erzgebir-
ge ist Inhalt dieses Forschungsvorhabens. Damit werden die methodischen Ergebnisse des lang-
jahrig vom UBA geforderten Forschungsschwerpunktes ,,Gendkologie auf ein besonders ge-
fahrdetes Waldokosystem angewendet. Zudem ist dies Vorhaben ein Gemeinschaftsprojekt der
ersten Stunde* nach der Wiedervereinigung, mit dem ein Zusammenwachsen durch Koopera-

tion gefordert werden sollte.

1.1 Aufgabenstellung

Aus dem oben genannten Ziel des Forschungsvorhabens leiten sich umfangreiche For-

schungsaufgaben ab, deren Bewiltigung durch einen Verbund von drei Forschungsinstitutionen

sichergestellt werden sollten. Im folgenden sind die Aufgaben der drei Teilvorhaben vorgestellt:

Teilvorhaben A:

1. Erfassung und Kartierung der Restvorkommen von Weifltanne im Séchsischen
Erzgebirge,

2. Genetische Charakterisierung der erfaSten Restvorkommen mittels Isoenzym-Gen-
markern und

3. Untersuchung der genetischen Struktur unterschiedlich geschidigter Tannensubpopu-

lationen mittels Isoenzym-Genmarkern.

Mit diesen Aufgaben sollten im Teilvorhaben A zunichst Kenntnisse iiber den Umfang, die
rdumliche Verteilung und den Vitalitiatszustand der Weilitannenpopulationen im Unter-

suchungsgebiet gewonnen werden. Daten iiber Befruchtungsverhiltnisse und den jeweiligen



2. Teil A
2.1 Einfiihrung und Problemstellung

Die Weiltanne ist eine der wichtigsten Baumarten der natiirlichen Vegetation der gesamten séich-
sischen Mittelgebirge. Heute gehort sie in Sachsen zu den akut vom Aussterben bedrohten Baum-
arten (Rote Liste ILN, 1991). Thr kommt somit sowohl fiir den Artenschutz als auch fiir den
Aufbau naturnaher Wilder eine grofie Bedeutung zu. Um die Nutz-, Schutz- und Erholungs-
funktionen des Waldes im Sinne des Séchsischen Waldgesetzes zu gewihrleisten, sind dkolo-
gisch stabile, naturnahe und gemischte Wilder aus standortgerechten Baumarten aufzubauen
(SML, 1992). Diese Zielsetzung der séchsischen Forstverwaltung spiegelt sich unter anderem in
den neu entwickelten Bestandeszieltypen wider. Sie bilden die Grundlage fiir die langfristige
waldbauliche Planung. Ein wichtiger Grundsatz ist die Beteiligung der Baumarten der natiirli-
chen Waldgesellschaften. Dabei nehmen die Buche, die Eiche und insbesondere die Weiitanne
eine Schliisselstellung ein. So ist die Weiitanne an den folgenden Bestandeszieltypen direkt

beteiligt:

Hohenkiefer-Typ (Hohenkiefer als Hauptbaumart mit Buche, Traubeneiche, Fichte und
Tanne)

Fichten-Bergmischwald-Typ (Fichte als Hauptbaumart mit Buche, Bergahorn,
Esche und Tanne)

Buchen-Nadelbdume-Typ (Buche als Hauptbaumart mit Fichte, Douglasie,
Tanne, Esche und Bergahorn.

Nach vorsichtigen Schidtzungen sollten diese Zieltypen einen Flachenanteil von insgesamt 120 000
ha einnehmen, wobei der Tannenanteil zwischen 10 % und 20 % liegen diirfte. Diese GroBen-
ordnung wiederum entspricht einer geschétzten reduzierten Tannenfldche von iiber 13 000 ha.
Ausgehend von der jetzigen Situation ist damit die Dimension der Aufgabe klar umrissen. Um
diesen Anteil zu erreichen, ist in erster Linie qualitativ wertvolles Vermehrungsgut in groBem

Umfang erforderlich.
Die Bedeutung der Tanne fiir den Bergmischwald charakterisierte LEIBER (1943, in MAYER

1979) wohl am besten: ,,Die Tanne nimmt forstokologisch, bodenbiologisch, waldbaulich, er-
tragsmiBig, schutztechnisch und landschaftlich eine derart iiberragende Sonderstellung ein, daB
ihr Verlust durch keine andere Baumart aufgewogen werden kann. Dem erschreckenden, ja ka-
tastrophalen Riickgang der Tanne muf3 kompromifllos begegnet werden, wenn die heutige Ge-

neration von Forstleuten vor der Nachwelt bestehen soll*.

Da Kenntnisse iiber den Umfang, den Vitalitidtszustand und genetische Konstitution der Tannen-
restvorkommen in Sachsen nur liickenhaft bzw. nicht vorhanden sind, besteht akuter Handlungs-
bedarf. Das hier im Ergebnis vorgestellte Forschungsvorhaben stellt einen Beitrag zur Losung
dieser Problematik dar.



2.2 Beschreibung des Tannenriickganges in Sachsen

Die Weilitanne erreichte in ihrer Riickwanderung aus ihren Refugialgebieten nach der Eiszeit
als letzte Baumart vor ca. 4000 Jahren den sidchsischen Raum und damit auch gleichzeitig ihre
nordliche natiirliche Verbreitungsgrenze. Ihre Hauptverbreitung beschréinkte sich auf die mittle-

ren bzw. hoheren Lagen des Erzgebirges.

Bereits im 12. Jahrhundert fiihrten Erzfunde zur Griindung zahlreicher Siedlungen und dadurch
vollzog sich eine intensive Rodungstatigkeit groBer Waldgebiete. Der Holzbedarf stieg im Zu-
sammenhang mit dem Bergbau enorm an. Diese erste grof3e Siedlungs- und Rodungsperiode im

Erzgebirge war Mitte des 15. Jahrhundert abgeschlossen.

Um der uneingeschrinkten Nutzung des Waldes Einhalt zu gebieten, erlie Kurfiirst Moritz
Forstordnungen zum Schutze des Waldes. Kurfiirst August verfiigte im Jahre 1560 allgemeine
Holzordnungen mit Anordnungen iiber die Wiederbesamung von Kahlflichen, Zeitpunkt des
Holzeinschlages, Umfang der Harznutzung sowie erste Waldpflegevorschriften (KIENITZ, 1936).

Nach REINHOLD (1942) kann man davon ausgehen, dal im 16. Jahrhundert zwar der Wald
sein urspriingliches Erscheinungsbild verlor, eine Verdanderung der Baumartenzusammenset-
zung bis auf wenige Ausnahmen jedoch nicht erfolgte. Angenommen wird eher eine Verschie-
bung der Baumartenverteilung in manchen Gebieten zu Gunsten von Fichte und Tanne durch

selektive Entnahme der Buche.

Im 17. Jahrhundert war die Tanne im sdchsischen Verbreitungsgebiet noch mit etwa einem Drit-
tel an der Bestockung beteiligt (MEYER, 1956). Im Zuge des 30-jdhrigen Krieges kam es erneut
zu groBen Waldverwiistungen und Pliinderungen. Die Jagd wurde vernachléssigt und das Wild
konnte sich auBerordentlich stark vermehren. Es ist anzunehmen, da§ die enormen Wilddichten
verheerende Folgen, besonders auch fiir die Verjiingung der Weifitanne, hatten. HEMPEL (1979)
kommt zu der SchluBfolgerung, dal die Tanne Ende des 17. Jahrhundert in den Wildern des
Gebirgsvorlandes stark zuriickgegangen war und sich ihr Auftreten mehr und mehr auf die mon-

tanen Buchenstufe beschrinkte.

Im 18. Jahrhunderts wurde mit einer geregelten Forstwirtschaft begonnen. Der Hochwald wur-
de schlagweise genutzt, wobei eine Wiederanpflanzung vorerst ausblieb. Die Fichte wurde nach
und nach zur Hauptbaumart im gesamten sdchsischen Mittelgebirge. Die Verjiingungs-
bedingungen verschlechterten sich fiir die Tanne, sowohl hinsichtlich des fehlenden humiden

Bestandesinnenklimas als auch durch die Zunahme saurer Rohhumusdecken.

Im Zuge der biirgerlichen Revolution 1848 wurde das Privileg der herrschaftlichen Jagd aufge-
hoben, es kam dadurch zu einer starken Dezimierung des Wildbestandes. HEMPEL (1979) ver-
mutet, dal die heute noch lebenden Tannen aufgrund ihres Alters aus Verjlingungen dieser Zeit

stammen. Durch die Bodenreinertragslehre gingen jedoch die Mischbestéinde weiter zuriick und



Konnen Aussagen iiber die schwerpunktmifBige Verteilung der Tannenrestvorkommen
getroffen werden?

Wie ist der gegenwirtige Vitalitdtszustand der Tanne in Sachsen einzuschétzen?
Welche Konsequenzen hat die derzeitige Situation auf die weitere Entwicklung
der Tannenrestvorkommen?

Ist die Versorgung mit Vermehrungsgut fiir den Waldumbau aus den Restvor-

kommen moglich?

2. Die genetische Charakterisierung der erfafSiten Restvorkommen

Im Rahmen dieses Schwerpunktes werden folgende Fragenkomplexe behandelt:

Wie grof ist die genetische Variation innerhalb und zwischen den Restvor-
kommen der Weifitanne in Sachsen?

Konnen anhand genetischer Analysen Riickschliisse auf die Bestdubungsverhiltnisse
und Beerntungswiirdigkeit in Abhéngigkeit von der Groe des Vorkommens gezogen
werden?

Lassen sich an Hand der ermittelten genetischen Strukturen vermutlich nicht autochtho-
ne Tannenvorkommen (aus kiinstlicher Verjiingung mit eingefiihrtem Material) identifi-
zieren?

Lassen sich Riickschliisse auf den Riickwanderungsweg der einheimischen Tanne
ziehen?

Welche Empfehlungen kdnnen anhand des Vergleichs der genetischen Struktur der séch-
sischen Tanne mit der anderer Vorkommen fiir den Import von Saat- bzw. Pflanzgut

gegeben werden?

3. Die Untersuchung der genetischen Struktur unterschiedlich geschidigter

Tannensubpopulationen

Die nachfolgenden Punkte sind dabei zu klédren:

Bestehen Zusammenhinge zwischen der genetischen Struktur und dem Vitalitétszustand?
Bewirken die gegenwértigen Umwelteinfliisse in den sdchsischen Tannenvorkommen
eine gegen bestimmte Gene oder Genotypen gerichtete Selektion?

Haben Homo- bzw. Heterozygotie im allgemeinen bzw. an bestimmten Genloci einen
Einfluf} auf den Schéadigungsgrad der WeiBitanne in Sachsen?

Lassen sich SchluBfolgerungen auf Anderungen der genetischen Strukturen der Rest-

populationen als Folge der starken Selektion durch Immissionsschiden ziehen?



2.5 Material und Methoden

2.5.1 Erfassung der Restvorkommen

SchwerpunktmiiBig befaBt sich das Projekt mit den Tannenrestvorkommen des Erzgebirges und
des Elbsandsteingebirges. Als Grundlage fiir die Erfassung der Restvorkommen der sdchsischen

WeiBtanne dienten hauptséchlich 2 Quellen:

a) Die Angaben iiber Vorkommen von WeiBtanne in Ostsachsen von POLACEKOVA und ZEICK
(1991). Diese Zusammenstellung basiert im wesentlichen auf der von HAUPT (unver6ff.) im
Jahre 1985 veranlaBten Erfassung der Tannenvorkommen in den ehemaligen Staatlichen Forst-
betrieben Sachsens und Thiiringens.

b) Rundschreiben an alle in Frage kommenden Forstdmter und deren aktuelle Meldungen iiber

Vorkommen der Weilitanne.

Die Erhebungen in den einzelnen Vorkommen (auch Einzelbdume) wurden an Hand des ,,Auf-
nahmenformulars zur Generhaltung® (s. Anhang I) vorgenommen. Neben Angaben zum Um-
fang der Vorkommen wurden Daten zum Gesundheitszustand, den standortlichen Verhiltnissen,
der Naturverjiingung und den waldbaulichen Bedingungen der einzelnen Vorkommen aufge-
nommen. Alle erfaten Vorkommen wurden einzeln beschrieben und ihre genaue Lage in Skiz-
zen und MeBtischblittern (MaBstab 1:25 000) festgehalten. Exemplarisch wird das Vorkommen
aus dem Forstrevier Karsdorf (Abt. 252 ) im Anhang I dargestellt. Der Bezeichnung der séchsi-
schen Forstiamter liegt die offizielle Einteilung zum Stichtag 1.1.1993 zu Grunde. Die Abbil-
dung 1 gibt einen Uberblick iiber die Lage und die z. Z. der Aufnahmen giiltigen Bezeichnungen

der sdchsischen Forstamter.
2.5.2 Methodik der Zustandserhebung

Die Bonitierung des Vitalitéitszustandes der einzelnen Tannen erfolgte weitgehend auf Basis der
Methode der Waldzustandserfassung nach Schadstufen, allerdings ohne Beriicksichtigung der
Nadelverfirbungen. Tabelle 1 enthilt eine Zusammenstellung der Schadstufen. Die
Kronenverlichtung (Nadelverlust) wird zu Schadstufen zusammengefaBt. Biume mit einem

Nadelverlust iiber 25 % werden allgemein als ,,deutlich geschadigt* definiert.

Tab. 1: Schadstufen des relativen Nadelverlustes

Stufe Nadelverlust Bezeichnung

0 0-10% ohne Schadensmerkmal

1 11-25% schwach geschidigt (Warnstufe)

2 26 - 60 % mittelstark geschidigt

3 61-99 % stark geschédigt deutlich geschéidigt
4 100 % abgestorben
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Im Winter 1992/1993 wurde der Zustand von Tannenrestvorkommmen im Altersbereich iiber 60
Jahre erfaBt und insgesamt 636 Tannen bonitiert. Die Schadstufe 4 (abgestorben) wurde nicht

erfait. Abgestorbene Tannen sind jedoch nahezu in allen Vorkommen zu finden.
2.5.3 Genetische Untersuchungen
2.5.3.1 Auswahl der analysierten Tannenpopulationen

Bei den genetischen Untersuchungen wurden 21 Tannenvorkommen beriicksichtigt. Dabei han-
delt es sich um die grofiten zusammenhingenden Tannenrestvorkommen in Sachsen, die im

Rahmen der Erfassung aufgenommen wurden.

Aus Abbildung 2 ist die geographische Lage der untersuchten Populationen ersichtlich. Diese
Vorkommen gehoren den Wuchsgebieten Erzgebirge bzw. Elbsandsteingebirge an (Tabelle 2).
Die Ermittlung des Alters aus forsthistorischen Unterlagen war in den meisten Fillen nicht mog-
lich, zumal dieses ohnehin nur ein Richtwert sein kann, denn die Mehrzahl der untersuchten
Vorkommen ist - aller Wahrscheinlichkeit nach - aus Naturverjiingung entstanden. Der Wert des
Nadelverlustes wurde aus dem arithmetischen Mittelwert der geschitzten Nadelverluste der

Einzelbdume der jeweiligen Vorkommen errechnet.

Insgesamt wurden 584 Tannen in die Auswertung einbezogen. Es handelt sich ausschlieBlich
um Tannen, deren geschitztes Alter iiber 60 Jahren liegt (im folgenden als Alttannen bezeich-
net). Die Anzahl der untersuchten Baume pro Vorkommen richtete sich nach der GroBe der

Vorkommen selbst. Der Stichprobenumfang variiert zwischen 14 und 53 Tannen (Tabelle 2).

Von den kleineren Vorkommen wurden alle noch vorhandenen Tannen untersucht. Von den gro-
Beren Vorkommen wurden - bis auf die Fliche Lohmen - ca. 75 % und mehr des gesamten
Vorkommens analysiert. Aus dem Vorkommen Lohmen 19 wurden ca. 40 % der Tannen unter-
sucht. Zum Zwecke der Erhthung des Stichprobenumfanges wurden 3 kleinere Vorkommen des
Forstreviers Auersberg (FoA Eibenstock) zur Population Eibenstock 6 zusammengefaBt. Bis auf
diese Ausnahme handelt es sich bei den restlichen Tannenpopulationen um mehr oder weniger
zusammenhingende Weilltannenvorkommen, von denen man annehmen kann, daB sie aus dem-

selben Genpool stammen.

2.5.3.2 Einteilung der Probebiume in Kollektive unterschiedlichen Schidigungsgrades

In Anlehnung an KONNERT (1992) wurde fiir die Ermittlung des Zusammenhanges zwischen
den genetischen Strukturen und dem Schédigungsgrad der Tanne in Sachsen eine Gruppenbil-

dung vorgenommen. Dabei wird angenommen, daB innerhalb eines Vorkommens jeder Baum
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als Nachbar der anderen Biaume betrachtet werden kann, und daf alle Tannen eines Vorkom-

mens aus demselben Genpool stammen. Die maximal zuldssige Entfernung zwischen 2 Indivi-

duen eines Paares ist von der Samenverbreitung der betreffenden Baumart abhéingig.

Forstdirektion Bautzen

FA Lobau

FA Bautzen

FA Bischofswerda
FA Neschwitz

FA Rothenburg
FA Niesky

FA Gorlitz

NN RN

Forstdirektion Chemnitz

29 FA Freiberg

30 FA Floha

31 FA Burgstiit

32 FA Stollberg

33 FA Hohenstein/Ernsthal

34 FA Triinzig

35 FA Brand-Erbisdorf

36 FA Heinzebank

8 FA Bad Muskau
9 FA WeiBwasser
10 FA WeiBkollm
11 FA Hoyerswerda
12 FA Laubusch

13 FA Elstra

14 FA LauBnitz

37 FA Olbernhau
38 FA Marienberg
39 FA Lauter

40 FA Pohla

41 FA Neudorf
42 FA Griinhain
43 FA Thum

44 FA Steinbach

15
16
17
18
19
20
21

45
46
47
48
49
50
51
52

FA Straigribchen
FA Langburkersdorf
FA Lohmen

FA Bad Schandau
FA Cunnersdorf

FA Bielatal

FA Bad Gottleuba

FA Eibenstock

FA Schonheide
FA Klingenthal
FA Tannenhaus
FA Eich

FA Erlbach

FA Adorf

FA Brotenfeld

Abb. 1: Ubersichtskarte der Forstimter Sachsens (Stichtag 1.1.1993)

22
23
24
25
26
27
28

53
54
55
56
57
58
59
60
61

FA Dresden

FA Moritzburg

FA WeiBig a. Raschiitz
FA Altenberg

FA Birenfels

FA Karsdorf

FA Tharandt

FA Mehltheuer
FA Colditz

FA Naunhof

FA Leipzig

FA Wermsdorf
FA Schmannewitz
FA Taura

FA Doberschiitz
FA Falkenberg
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Abb. 2: Lage der untersuchten Tannenvorkommen

Tab. 2: Zusammenstellung der untersuchten Weilltannenvorkommen und Anzahl der Probebidume

Vorkommen Wuchsgebiet Wuchs- | Forstrevier Hohe | Nadel- | Probe-
bezirk | iiber | verlust | Biume
Bezeichnung Nr. NN (%)
| (m) |
Erlbach ] | Erzgebirge 451 | Zwota 560 60 19
Klingenthal 2 | Erzgebirge 451 Rautenkranz 720 36 39
Klingenthal 3 | Erzgebirge 451 Brunndobra 680 40 17
Klingenthal 4 | Erzgebirge 451 Brunndébra 720 30 14
Schonheide 5 | Erzgebirge 451 Torfhaus 750 40 16
Eibenstock 6 | Erzgebirge 451 Auersberg 760 | 45 20
Lauter 7 | Erzgebirge 451 Antonsthal 590 | 45 24
Lauter 8 | Erzgebirge 451 Conradswiese 660 67 16
Lauter 9 | Erzgebirge 451 Conradswiese 660 56 30
Lauter 11 | Erzgebirge 451 Bockau | 700 49 14
Olbernhau 12 | Erzgebirge : 455 Olbermhau 650 53 14
Olbernhau 13 | Erzgebirge | 455 Olbernhau ‘ 650 50 33
Karsdorf 14 I' Erzgebirge | 458 Karsdorf | 350 69 53
Bdrenfels 15 | Erzgebirge 456 Wahlsmiihle [ 350 66 49
Bdrenfels 16 | Erzgebirge 456 Birenfels 600 62 33
Altenberg 17 | Erzgebirge 456 Hirschsprung 600 70 25
Bielatal 18 | Elbsandsteingeb. | 462 Raum 400 80 14
Lohmen 19 | Elbsandsteingeb. | 461 Hohnstein 180 * 34
Schandau 20 | Elbsandsteingeb. | 461 Hinterhermsdorf 360 70 46
Schandau 2] | Elbsandsteingeb. | 461 Hinterhermsdorf 340 50 51
Schandau 22 | Elbsandsteingeb. |461 Ostrau 260 60 23

* nicht bonitiert
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Aus jedem Vorkommen wurden jeweils 30 % der Tannen mit dem hochsten bzw. mit dem nied-
rigsten Nadelverlust zu den Kollektiven ,,sensitiv* bzw. ,tolerant” zusammengefalt. Die Be-
griffe ,tolerant” bzw. ,.sensitiv* beziehen sich lediglich auf niedrige bzw. hohe Nadelverluste.
Das bedeutet, daB - je nach mittlerem Schadigungsgrad und Streuung der Nadelverlustprozente
- Biume der Kollektive , tolerant® bzw. ,,sensitiv* in verschiedenen Bestinden unterschiedliche

Nadelverlustprozente haben konnen.

Diese Kollektive wurden dann zu Gruppen zusammengefalit, um den Stichprobenumfang zu
erhohen. Da die Untersuchungen zum Zusammenhang zwischen Schidigung und Genetik in
AnschluB} an die genetische Charakterisierung erfolgten, wurden die Ergebnisse dieser fiir die
Gruppenbildung berticksichtigt. Aus Tabelle 3 ist die Zusammenstellung der Gruppen ersicht-
lich. Die Gruppen 1 bis 4 entsprechen den mit Hilfe der Clusteranalyse (s. Kap. 2.6.5) zusam-
mengefaBten Populationen. Die Gruppe 3 setzt sich aus den Vorkommen des Elbsandsteingebirges
zusammen. In den Gruppen 5 und 6 wurden alle Tannenpopulationen des West- bzw. Ost-

erzgebirges zusammengefaft.

Tab.3:  Gruppierung der Tannenvorkommen und Umfang der Gruppen fiir die Ermittlung des Zusammen-
hanges zwischen Schidigungsgrad und genetischen Strukturen.

Gruppe Zusammengefalte Anzahl der Paare =~ Anzahl der
Vorkommen unterschiedlich Probebiume
geschiidigter (insgesamt)
Tannen
Gruppel 1;2;5;6;8 39 78
Gruppe 2 3;7;9; 14, 15; 16; 17 62 124
Gruppe 3 18; 19; 20; 21; 22 40 80
Gruppe 4  3; 11; 13 i 19 38
Gruppe 5 1;2;3;4:5:6:7:8: 9; 11 65 130
Gruppe 6  12;13; 14, 15; 16; 17 55 110

2.5.3.3 Untersuchungsmaterial

Da die vorliegende Arbeit die Charakterisierung der WeiStannenpopulationen zum Ziele hat und
fiir die untersuchten Enzymsysteme die genetische Kontrolle bereits geklart ist, wurden die
Untersuchungen lediglich an Knospenmaterial durchgefiihrt. Die Tannenknospen wurden mit-
tels Schrotflinte ab Winter 1991/1992 geworben und bis zur Analyse bei -75 °C eingelagert.

Zunichst wurde das griine Meristemgewebe von 3-6 Knospen pro Baum in 70 bis 100 pl
Extraktionspuffer (0,1 M Tris-HC, 3 % l6slicher Polyvinylpyrrolidon, 0,05 % B3-Mercaptoethanol,
pH 7,2) und einer Spatelspitze Polyclar AT homogenisiert. Die Auftrennung der im Homogenat
gelosten Proteine erfolgte mit Hilfe der horizontalen Stérkegel-Elektrophorese.
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2.5.3.5.2 Quantifizierung der genetischen Variation innerhalb der Tannenpopulationen
2.5.3.5.2.1 Genetische Vielfalt

Bei diesem Parameter der genetischen Variation werden lediglich die Anzahl der genetischen
Varianten (Genotypen, Allele) in einer Population beriicksichtigt. Als QuantifizierungsmaRe
wurden berechnet:

- die mittlere Anzahl der Allele pro Locus (=A/L)

- der Anteil polymorpher Genloci (P) und

- die maximale potentielle genotypische Vielfalt (Gp).
k

G, wird folgendermaflen berechnet: Gp= [] [n:(n; + 1)/ 2]

i=1
wobei n; die Anzahl Allele am Locus i und k die Anzahl polymorpher Genloci bezeichnet
(HATTEMER et al., 1993).

2.5.3.5.2.2 Genetische Diversitit

Im Unterschied zur genetischen Vielfalt wird bei der genetischen Diversitét nicht nur die Anzahl
der verschiedenen genetischen Typen berticksichtigt, sondern deren Haufigkeit wird ebenfalls
einbezogen. Folgende Malle der genetischen Diversitit wurden berechnet:

- die allelische Diversitit (v;)

- die Genpool-Diversitit (vp,,,)

- die hypothetische gametische Multilocus-Diversitit (v,,,)

- die Populationsdifferenzierung (8;) und

- der Heterozygotiegrad.
Dic allelische Diversitit v, ist definiert als vi=[ 3, ( p*)?]
wobel p; die Haufigkeit des i-ten Allels am Genlocus k darstellt.

Dieses MaB ist im Grunde die Anzahl effektiver Allele, d.h. die Anzahl derjenigen Allele, die an
einem Genlocus mit wesentlich von Null verschiedenen Haufigkeiten auftreten (HATTEMER
et al., 1993).

Die Genpool-Diversitit (vp,,;) wird berechnet als harmonischer Mittelwert der allelischen
(Einzellocus-) Diversititen und stellt die mittlere effektive Anzahl von Allelen dar. Sie bringt
zum Ausdruck, wieviele Allele in der Population effektiv zum Tragen kommen (HATTEMER et
al., 1993).

Die hypothetische gametische Multilocus-Diversitéit (v,,,) ist das Produkt der allelischen
(=Einzellocus) Diversititen und spezifiziert die maximal mogliche Anzahl genetisch unter-

schiedlicher Gameten, die von der Population gebildet werden kénnen. Damit wird der Tatsache
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Rechnung getragen, daB die Anpassungsféhigkeit einer Population von ihrer Potenz abhdngt,
verschiedenartige Gameten bilden zu konnen (MULLER-STARCK und GREGORIUS, 1986;
LOCHELT und FRANKE, 1993).

Die Populationsdifferenzierung (87) als weiteres Ma8 fiir die genetische Variation innerhalb
einer Population umgeht die Problematik der Populationsgrole bzw. der Anzahl der untersuch-
ten Individuen, indem die Werte der genetischen Diversitdt normiert werden. Nach GREGORIUS
(1987) wird 07 ermittelt als
N N 1
8 =—(1-Zp?)=—(1--
r N-J( p;) N-]( v)
So berechnet betrigt ;=0 bei vélliger Abwesenheit von Differenzierung (= Monomorphie) und

Or ist gleich 1 bei absoluter genetischer Verschiedenheit.

Die Genpool-Differenzierung (87r,.;) ergibt sich dann als arithmetischer Mittelwert der Diffe-
renzierung in den einzelnen Genloci.

@

L
S (8,,)

o=

T(Pool, ))

2.5.3.5.2.3 Heterozygotie und Fixierungsindex

Der Heterozygotiegrad quantifiziert die individuelle genetische Variation. Berechnet wurden
die aktuelle Heterozygotie (H,) und die erwartete Heterozygotie (H.). Der Heterozygotiegrad
der einzelnen Loci gibt den relativen Anteil der an diesem Locus heterozygoten Individuen an.
Die erwartete Heterozygotie (H,) ist die unter genetischem (=HARDY-WEINBERG-) Gleich-
gewicht erwartete Heterozygotie bei den ermittelten Allelhdufigkeiten. Das genetische Gleich-
gewicht besitzt Modellcharakter und beschreibt ein auf Zufallspaarung basierendes
Reproduktionssystem. H, wird wie folgt berechnet
H=1- ; p;

wobei p; die Haufigkeit des i-ten Allels bedeutet.

Der mittlere Heterozygotiegrad einer Population errechnet sich jeweils aus dem arithmeti-
schen Mittelwert der Einzellocus-Werte.

Mit Hilfe des Fixierungsindex (F) wurden die ermittelte aktuelle Heterozygotie (Ha) mit der

erwarteten Heterozygotie verglichen. Der Fixierungsindex wird folgendermafen berechnet:

So liegt bei  F > 0 ein Heterozygotenmangel und bei
F < 0 ein HeterozygoteniiberschuBf} vor,

wihrend bei F =0 beobachteter und erwarteter Heterozygotie iibereinstimmen.
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2.5.3.5.3 Erfassung der genetischen Differenzierung zwischen den Tannenpopulationen

2.5.3.5.3.1 Statistischer Vergleich der genetischen Strukturen

Der Grad der Differenzierung einer Population von anderen wird durch den Anteil der geneti-
schen Varianten (z.B. Allele oder Genotypen), durch deren Besitz sich diese Population von den
anderen unterscheidet, gekennzeichnet (HATTEMER et. al., 1993).

In Anlehnung an MULLER-STARCK (1989), KONNERT (1992) und LOCHELT und FRAN-
KE (1993) wurden die Allelverteilungen der untersuchten Populationen locusweise als n-mal-k-
Tafel betrachtet und mit Hilfe des G-Tests auf Unabhingigkeit gepriift. Verglichen wird damit,
ob die empirisch ermittelten Allelhzufigkeiten (Verteilungen) von zwei Populationen homogen
sind, d.h. ob statistisch gesicherte Unterschiede zwischen den Allelverteilungen der zu verglei-
chenden Populationen bestehen. Dieser Test ermdglicht Differenzierungstendenzen zu erken-
nen (LOCHELT und FRANKE, 1993). Eine Quantifizierung der Verschiedenheit wird damit

jedoch nicht erzielt.
2.5.3.5.3.2 Genetischer Abstand

Wihrend mit Hilfe des G-Test Differenzierungstendenzen erkennbar sind, erlaubt der geneti-
sche Abstand nach GREGORIUS (1974) die Quantifizierung der Unterschiede in den Haufigkeits-
verteilungen der allelischen Strukturen. Berechnet wird der genische (allelische) Abstand (dxy)
wie folgt:
k L ko k
dxy = —2 I x; - Vi |
2 =

wobei x; und y; die relativen Haufigkeiten des i-ten genetischen Typs (Genotypen, Allele) am

Locus k in den zu vergleichenden Populationen X bzw. Y sind.

Der Gesamtabstand (Genpool-Abstand), Dxy, ist das arithmetische Mittel der allelischen Ab-
stande (dxy). ]
Dy=". § dy

Aufgrund seiner mathematischen Herleitung ist der genetische Abstand symmetrisch (Dxy=Dyx).
Weiterhin nimmt Dxy Werte zwischen 0 und 1 an. Der maximale Wert 1 liegt dann vor, wenn die
(Sub-) Populationen keine gemeinsamen genetischen Typen (z. B. Allele) haben. Der geneti-
sche Abstand ist gleich 0 bei vélliger Ubereinstimmung der genetischen Strukturen, d.h. die in
Betracht kommenden Kollektive (Populationen) haben nicht nur alle Allele gemeinsam, son-

dern deren Héufigkeiten sind auch gleich (HATTEMER et al., 1993).
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2.5.3.5.3.3 Subpopulationsdifferenzierung (D;) nach GREGORIUS und ROBERDS (1986)

Dabei werden die Allel- bzw. Genotyphiaufigkeiten jedes Bestandes einzeln betrachtet, und die
restlichen Vorkommen stellen sein Komplement dar. Die Differenzierung (D;) an einem Genlocus
definiert sich als der genetische Abstand zwischen dieser Population und ihrem Komplement.
Die Allel- bzw. Genotyphiufigkeiten werden mit der Probebaumzahl gewichtet.

1 = L
D;= Egm,f”-p,(”l

J

Dabei sind p! pY

) die relative Haufigkeit des Allels p;in der Population j und 5" die relative Hdu-
figkeit des Allels p; in ihrem Komplement.

Die mittlere Differenzierung (D) aller Populationen ist das gewichtete Mittel von D;. D ist gleich
der mittleren Anzahl von Allelen, durch die sich jede Herkunft von den restlichen unterscheidet.
Durch dieses Verfahren kann auch festgestellt werden, welche Population am stirksten zur Dif-
ferenzierung beitragt (KONNERT, 1992).

2.5.3.54 Clusteranalyse

Die Clusteranalyse ist eine explorativ verfahrende Methode, die eine Anzahl von Be-
obachtungsfillen nach bestimmten Kriterien in mehrere Gruppen untergliedert. Jeder Cluster-
algorithmus versucht Gruppen (Cluster) zu finden, die moglichst weit voneinander entfernt sind,
deren Mitglieder untereinander jedoch sehr nah beieinander liegen (URBAN et al., 1992). Da-
bei bilden die Tannenvorkommen die Beobachtungsfille und der ermittelte genetische (allelische)
Gesamtabstand (Dxy) nach GREGORIUS (1974) zwischen den einzelnen Vorkommen das Kii-
terium zur Gruppenbildung. Die Ausfiihrung der Clusteranalyse erfolgte mit Hilfe des Programm-
pakets SYSTAT.

2.6 Ergebnisse
2.6.1 Gegenwirtiger Umfang und Verteilung der Tannenvorkommen

Gegenwirtig liegen Angaben zu Tannenvorkommen von 44 séchsischen Forstimtern vor. Es
handelt sich oftmals um Einzelbdume in Fichtenreinbestinden, horstweises bzw. bestandes-

bildendes Auftreten sind selten.

Nach den bisherigen Untersuchungen belauft sich der Bestand an Alttannen in Sachsen auf hoch-
stens 2000 Exemplare. Diese sind schwerpunktméBig im Elbsandsteingebirge in den Forstamtern
Bad Schandau und Lohmen, im Osterzgebirge in den Forstimtern Barenfels, Altenberg und Karsdorf
und im Westerzgebirge in den Forstdmtern Lauter und Klingenthal verteilt (Abb. 3).
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Votkomthen von Einzelbanmen mit:
@ 1 his 5 Alttannien
4 6 bis 10 Alttannen
B dher 20 Alttannen
Vorkomumen von Baumgruppen mit:
bis 20 Alttarmen

iher 20 Alttantien

Abb. 3: Verteilung der Alttannenvorkommen Sachsens

Die meisten der aufgenommenen Alttannen stocken auf saurem Grundgestein in den mittleren
und hoheren Lagen des Erzgebirges und Vogtlands. Die Standorte sind hauptséchlich von miBi-
ger Nihrkraft bei feuchtem Klima in iiberwiegend geschiitzten Lagen. Die Jahres-
niederschlagsmenge liegt mit Ausnahme des Forstamtes Lohmen bei 1000 mm. Im allgemeinen
weisen die Standorte eine durchschnittliche Wasserversorgung auf. Ausnahmen bilden Vorkom-
men in Bach- oder Flufitilern (z. B. Forstamt Lohmen).

Die groBten Restvorkommen in Sachsen befinden sich im Elbsandsteingebirge vorwiegend im
Bereich des Nationalparks ,,Sdchsische Schweiz*. Das Forstamt Bad Schandau ist das tannen-
reichste Forstamt Sachsens. Zum Zeitpunkt der Aufnahmen waren in diesem Forstamt iiber 400
Alttannen vorhanden. Das sind mehr als ein Viertel aller Alttannen Sachsens. Davon befinden
sich jeweils iiber 150 Alttannen in den Revieren Hinterhermsdorf und Ostrau. Im Revier
Hinterhermsdorf sind die Vorkommen in den Teilfliichen 109a’ und 112a' mit 70 bzw. 32 Alt-
tannen am groten. Im Revier Ostrau setzen sich die groBten Vorkommen in den Abteilungen

634a'*/a" und 6322’ aus jeweils 38 und 32 Tannen zusammen.

Weniger oft kommt die Weitanne im Forstamt Lohmen vor. Hier ist besonders das Vorkommen
im Polenztal im Bereich des Forstreviers Hohnstein erwihnenswert. Dieses Vorkommen besteht
aus ca. 100 Altbdumen entlang der Polenz.

Das Vorkommen des Flachennaturdenkmales ,,Wahlsmiihle im Forstamt Birenfels ist mit ins-
gesamt 118 Alttannen das zahlenmiBig grofite Vorkommen Sachsens. Ein weiteres bedeutendes

Vorkommen dieses Forstamtes liegt im Naturschutzgebiet ,,Hofehiibel“ mit 32 Alttannen.



21

Ein weiteres Vorkommen mit insgesamt 75 Tannen befindet sich im Forstamt Karsdorf (s. a.
Anhang I). Allerdings beschrinkt sich das Auftreten der restlichen Tannen dieses Forstamtes auf

lediglich einige einzeln stehende Alttannen.

Aus dem Forstamt Altenberg ist das Vorkommen im Bereich des Naturschutzgebietes ,,Weich-

holdwald® zu erwidhnen. Dieses setzt sich aus iiber 20 Alttannen zusammen.

Das Auftreten der WeiBtanne im Forstamt Olbernhau beschriinkt sich auf die Vorkommen im
NSG ,,Rungstock” mit lediglich 16 Alttannen und das Vorkommen in den Abteilungen 60/61 des

Reviers Olbernhau mit rund 60 jiingeren Tannen.

Weitere Relikte des herzynischen Bergmischwaldes mit Weifitannenvorkommen sind au3erdem
im Westerzgebirge und Vogtland zu finden. Im Forstamt Lauter liegen 4 gro3ere zusammenhén-
gende Vorkommen. Im Bereich des NSG ,,Conradswiese* befindet sich eins davon mit insge-
samt 31 Alttannen. Weitere Vorkommen mit 18 bzw. 24 Alttannen sind im Revier Conradswiese
(Abteilungen 220b°/221b%) bzw. im Revier Bockau (Abteilung 308) anzutreffen. Ein typisches
Bergmischwaldrelikt mit insgesamt 23 Alttannen ist im Revier Anthonsthal in den Abteilungen
118a'/a’ lokalisiert.

Weitere Vorkommen mit jeweils mehr als 10 Alttannen sind in den Forstdmtern Klingenthal (4),
Eibenstock (2), Schonheide (1), Erlbach (2) und Brotenfeld (1) vorhanden.

2.6.2 Vitalititszustand der Tannenrestvorkommen

Nach den Ergebnissen der Bonitierung nach Schadstufen weisen 94 % der Tannen deutliche
Schiden auf (Abb. 4).

Nur 5 % der Weiitannen gelten als leicht geschéddigt und knapp 1 % wurde in die Kategorie der
nicht geschidigten eingestuft. Bei diesen nicht geschidigten Tannen handelt es sich iiberwie-
gend um verhiltnisméBig junge Exemplare, die zwar élter als 60 Jahre, jedoch jiinger als die

Tannen der iibrigen Vorkommen sind.

] stufe0
MW s

W s>

D Stufe 3

64%

Abb. 4: Verteilung der Schadstufen der Weitanne
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In Abbildung 5 ist die Verteilung der Schadstufen nach Hohenlagen dargestellt. Es ist zu erken-
nen, daBl die groften Schiden in den unteren Lagen zu verzeichnen sind. In den hoheren Lagen
ist der Anteil deutlich geschidigter Baume (Stufe 2 und 3) mit 72 % am geringsten. Diese Vor-

kommen stocken auf vorwiegend giinstigen Standorten in geschiitzten (Tal-) Lagen im West-

erzgebirge.

{ I:. . J
! “Z/?_ Stufe 3

=

%

Mittlere T
Hohere

HOHENLAGE

Abb. 5: Verteilung der Schadstufen der Weifitanne nach Hohenlagen

Betrachtet man die Schéden in den einzelnen Wuchsbezirken, so sind diese im Westerzgebirge
am geringsten. Aus Abbildung 6 ist ersichtlich, daf bei 5 % der Weilitannen in diesem Wuchs-
bezirk kein Schadensmerkmal registriert wird (Schadstufe 0). Wihrend der Anteil deutlich ge-
schédigter Tannen im Westerzgebirge nur 72 % betrigt, variiert der Anteil dieser Schadstufen
zwischen 96 % im mittleren Erzgebirge und 100 % im Elbsandsteingebirge und im Hiigelland

(S4chsisch-Thiiringisches und Lausitzer 1L.653-Hiigelland).

. VOGTLAND
Wuchsgebiet W-ERZGEBIRGE g A
M-ERZGEBIRGE = ~ S
O-ERZGEBIRGE [~ 7~
SANDSTEIN ~3Z

HUGELLAND

Abb. 6: Verteilung der Schadstufen der Weifitanne nach Wuchsgebieten bzw. bezirken
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2.6.3 Genetische Variation innerhalb der Tannenpopulationen

2.6.3.1 Genetische Vielfalt und Diversitiit

In Tabelle 5 sind die Werte der genetischen Vielfalt und der Diversitét zusammengefaBit. Daraus
ist zu erkennen, daB im Durchschnitt 1,94 Allele pro Locus vorhanden sind. Von den 9 unter-
suchten Genorten erwies sich lediglich das Vorkommen Olbernhau 13 fiir alle Genloci als poly-
morph. Bis auf diese Population zeigte der Genlocus Dia-A keine Variation. Ebenfalls waren die
Genorte GOT-A, GOT-B und LAP-A bei einem Teil der untersuchten Populationen monomorph.

Dieser relativ hohe Anteil an Vorkommen mit Genorten ohne Variation schldgt sich unmittelbar
auf die potentielle Genotypenvielfalt (G,) nieder. In der Population Olbernhau 13 kénnen bis zu
78732 verschiedene genetische Typen mit den untersuchten Genorten gebildet werden, wihrend
bei den Populationen Klingenthal 3, Klingenthal 4 und Olbernhau 12 maximal 972 moglich
sind. D.h., in der Population Olbernhau 13 kann das 81fache an verschiedenen Genotypen ge-

geniiber den letzteren Vorkommen gebildet werden.

Die WeiBtannenvorkommen Sachsens sind als wenig divers in ihrem Genpool zu bezeichnen.
Die Werte fiir die Genpool-Diversitét (ve,.,) variieren zwischen 1,272 im Vorkommen
Klingenthal 3 und 1,612 im Vorkommen Olbernhau 13. Lediglich zwei Populationen (Olbernhau
13 und Lauter 11) wiesen eine Genpooldiversitit groBer als 1,5 auf. Erst durch den multiplika-
tiven Effekt der Multilocus-Diversitdt kommen die vorhandenen Unterschiede zum Ausdruck.
Der Mittelwert dieser Variationsmale betrigt 17,87. Besonders gering ist die genische (allelische)
Diversitit mit vg.,= 6,56 im Bestand Klingenthal 3. Die Multilocusdiversitit (vgen= 54,37) ist im
Bestand Olbernhau 13 am hoéchsten. Tendenziell zeigen die Vorkommen des Elbsandsteingebir-
ges eine hohere Multilocus-Diversitit als die im Osterzgebirge. Am niedrigsten ist V., im West-

erzgebirge.

Die Differenzierung (dr) innerhalb der Population zeigt ein dhnliches Bild wie das der
Multilocusdiversitit. Mit &r = 0,346 erreicht sie den groften Wert im Vorkommen Olbernhau 13
und sie betragt nur 0,176 in der Population Klingenthal 3. D.h., im Klingenthal 3 ist die Wahr-
scheinlichkeit, daf} 2 zufillig gewihlte Tannen in ihrem genetischen Typ gleich sind, doppelt so

hoch wie im Vorkommen Olbernhau 13

2.6.3.2 Heterozygotie und Fixierungsindex

Die Werte der mittleren aktuellen Heterozygotie variieren zwischen 9,1 % im Vorkommen Lau-
ter 8 und 24,6 % in den Vorkommen Schandau 22 und Bielatal 18 im Elbsandsteingebirge (Ta-
belle 6). Dem gegeniiber stehen die Werte der erwarteten Heterozygotie mit 16,6 % im Vorkom-
men Klingenthal 3 und 33,6 % fiir die Flache Olbernhau 13.
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Die Unterschiede zwischen den einzelnen Wuchsgebieten bei der Gesamtdifferenzierung sind
unbedeutend. Die hochste Einzellocusdifferenzierung besitzt die Population Lauter 11 am Gen-
ort GOT-C mit 28,2 %.

Uber den gesamten Genpool differenzieren sich die Populationen Klingenthal 3, Lauter 11 und

Olbernhau 13 am stirksten (Dj= 9,1 bis 9,9) von den iibrigen Bestidnden.
2.6.5 Clusteranalyse zur genetischen Klassifikation der Tannenvorkommen

Auf der Grundlage des genetischen Abstands nach GREGORIUS (1974) wurde die Cluster-
analyse durchgefiihrt. Aus dem Dendrogramm (Abbildung 7) sind 2 groBe Gruppen zu erken-
nen. In der ersten Gruppe sind die Bestéinde des Elbsandsteingebirges und in der zweiten die
Populationen aus dem Erzgebirge geclustert. Die Vorkommen des Erzgebirges bilden zunichst
zwei Untergruppen. Eine davon enthilt die bereits erwihnten Populationen Klingenthal 3, Lau-
ter 11 und Olbernhau 13, deren geschitztes Alter niedriger als das Alter der restlichen unter-
suchten Populationen ist. Diese Untergruppe ist geographisch uneinheitlich, so sind die Vor-
kommen Klingenthal 3 und Lauter 11 dem Westerzgebirge zuzuordnen, wéhrend sich die Fli-

che Olbernhau 13 im mittleren Erzgebirge befindet.

Die zweite Untergruppe zerfallt ihrerseits in zwei Blocke, innerhalb welcher sich die Tannen-
vorkommen allerdings nicht sehr stark differenzieren. Im ersten sind bis auf eine Ausnahme
(Olbernhau 12) Vorkommen des Westerzgebirges geclustert und die zweite Gruppe besteht vor-
wiegend aus Populationen des Osterzgebirges. Ausnahmen sind die Vorkommen Klingenthal 4,

Lauter 9 und Lauter 7.

2.6.6  Genetische Unterschiede zwischen toleranten und sensitiven Subpopulationen

2.6.6.1 Genetische Vielfalt und Diversitit innerhalb der toleranten und sensitiven

Subpopulationen

Die beiden Subpopulationen - iiber alle Gruppen betrachtet - unterscheiden sich in ihrer mittle-
ren Anzahl der Allele pro Locus kaum. Die mittlere Anzahl der Allele je Locus (A/L) betrédgt fiir
die toleranten Kollektive 2,046 und fiir die stirker geschiddigten Tannen (sensitiv) 2,035. Eben-
falls unbedeutend sind die Unterschiede zwischen den Kollektiven der einzelnen Gruppen. Ein

Trend ist auch nicht erkennbar.

In ihrer Genpool-Diversitit (ve,.) unterscheiden sich die Kollektive ebenfalls kaum (Tabelle

10). Die mittlere Genpooldiversitit iiber alle Gruppen betrigt 1,418.

Mit vp,o = 1,424 bei den toleranten und 1,411 bei den sensitiven ist die Differenz unbedeutend.
Der Vergleich der hypothetischen gametischen Multilocusdiversitét (v,..) zeigt trotz des multi-
plikativen Effektes ihrer Berechnung kaum Unterschiede zwischen den unterschiedlich gesché-

digten Tannensubpopulationen des Untersuchungsgebietes.
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Abb. 7: Dendrogramm der 21 untersuchten Tannenvorkommen basierend auf den Genpool-Abstinden in

Tab. 6

Eine Ausnahme bildet die Gruppe 4. Hier zeigen die toleranten Subpopulationen eine verhilt-

nisméBig hohere Multilocusdiversitit (v,.,=26,952) als im sensitiven Kollektiv (veq,= 18,131).

Tab. 10: Genetische Diversitit und Differenzierung der toleranten und sensitiven Subpopulationen

Gruppe Genetische Diversitiit Differenzierung
Genpool-Diversitit Hypothet. gamet.
YPool Multilocus-Diversitét
S Pgam i
tolerant | sensitiv | tolerant | sensitiv tolerant | sensitiv
Gruppe 1 | 1,391 1,396 | 13,607 | 14913 0229 | 0241
Gruppe 2 | 1,387 1,388 13,270 ‘ 14,725 0,226 0,240
Gruppe 3 | 1,463 1,469 . 21,686 ‘ 21,954 0,269 0,268
Gruppe 4 | 1,490 1,418 26,952 18,131 0,300 0,269
Gruppe 5 | 1,409 1,398 ‘ 14,978 15,341 0,234 0,242
Gruppe 6 | 1,407 1,397 | 16,277 16,015 0,249 0,250

Unterschiede beziiglich der Populationsdifferenzierung (8r) sind ebenfalls nicht zu erkennen.

Die mittlere drbetrégt fiir die Subpopulationen mit niedrigeren Nadelverlusten (tolerant) 0,251.

Fiir die sensitiven betrigt sie 0,252.
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2.6.6.2 Heterozygotie in den toleranten und sensitiven Tannensubpopulationen

Die Heterozygotiegrade in den einzelnen Loci variieren innerhalb der einzelnen Kollektive ei-
ner Gruppe zum Teil betrichtlich (Tabelle 11). Die Heterozygotiegrade der gebildeten Gruppen
sind als Multilocus-Mittelwert in Tabelle 12 dargestellt. Daraus geht hervor, da3 beide Variations-
maBe kaum Unterschiede zwischen den toleranten und den sensitiven Subpopulationen zeigen.
Der aktuelle Heterozygotiegrad der stirker geschadigten Tannen betrdgt 19,7 % gegeniiber
18,9 % bei den toleranten Kollektiven.

Tab. 11:  Variationsbreite der aktuellen Heterozygotie in den unterschiedlich geschédigten Tannensubpopu-
lationen (Beispiele).

Genort Gruppe Ha (%) in Subpopulation ...
. tolerant | sensitiv
IDH-A | Gruppe 6 40,0 20,0
IDH-B Gruppe 4 31,6 47,5
6-PGDH-A Gruppe 4 47,4 26,3

Der erwartete Heterozygotiegrad betrigt jeweils 24,4 % bzw. 24,5 % fiir die stirker bzw.
niedriger geschidigten Teilpopulationen. Ein einheitlicher Trend ist jedoch nicht zu erkennen.

D.h., weder Ha noch He sind immer gleich gerichtet.

Lediglich am Genort 6-PGDH-A zeigen alle Gruppen einen gerichteten Unterschied, und zwar
ist die aktuelle Heterozygotie der toleranten Kollektive an diesem Genort hoher fiir alle Grup-

pen. Dieser Unterschied 146t sich allerdings statistisch nicht absichern.

Tab. 12: Aktuelle und erwartete Heterozygotie in den toleranten und sensitiven Kollektiven

Gruppe Heterozygotie
aktuelle Heterozygotie H, | erwartete Heterozygotie Hg
tolerant | sensitiv tolerant sensitiv

Gruppe 1 21,8 19,2 29,7 26,3
Gruppe 2 242 234 27,3 27,2
Gruppe 3 26,31 23,8 28,5 28,1
Gruppe 4 19.3 23,7 34,8 29,7
Gruppe 5 22,0 22,8 30,8 27,6
Gruppe 6 23,3 21,2 28,8 273

2.6.6.3 Vergleich der genetischen Strukturen der toleranten und sensitiven Subpopu-

lationen
Der statistische Vergleich der genetischen Strukturen der unterschiedlich stark geschéadigten
Kollektive ergab folgendes (s. Tabelle 13):

a) Bei der Gruppe 1 (vorwiegend aus Vorkommen des Westerzgebirges) bestehen lediglich am

Genort AAP-A signifikante Unterschiede (Signifikanzniveau 5 %) zwischen den toleranten
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und den sensitiven Kollektiven. Weiterhin fehlt beim toleranten Kollektiv das Allel LAP-A2,
welches bei den sensitiven mit einer Haufigkeit von 7,7 % vorkommt.

b) In der Gruppe 2 (vorwiegend Osterzgebirge) unterscheiden sich die sensitiven von den tole-
ranten Kollektiven lediglich am Genort IDH-A signifikant. Die restlichen 8 Genorte sind
weitgehend homogen.

¢) Die Verteilung der Allele bzw. der Genotypen in den Subpopulationen des Elbsandsteingebirges
(Gruppe 3) sind fiir alle untersuchten Genorte homogen.

d) Zwischen den Kollektiven der Gruppe 4 (nicht autochthone Vorkommen) sind ebenfalls kei-
ne signifikanten Unterschiede festzustellen.

e) In der Gruppe 5 (alle Vorkommen des Westerzgebirges) sind signifikante Unterschiede bei
den Allelverteilungen der sensitiven und toleranten Kollektive lediglich an den Genorten
LAP-A und AAP-A zu verzeichnen.

Auch der Vergleich der Genotypenverteilung beider Kollektive in den einzelnen Gruppen 146t
kaum signifikante Unterschiede erkennen, so besteht lediglich im Westerzgebirge (Gruppe 5)
ein signifikant hoherer Anteil des Genotyps LAP-A1A2 im sensitiven Kollektiv (12 %) als im
toleranten (3 %). Ebenfalls am Genort AAP-A unterschieden sich die Genotypen der beiden
Kollektive dieser Gruppe signifikant. Fiir die restlichen Kollektive waren an keinem der unter-

suchten Genorte signifikante Unterschiede festzustellen.

Der statistische Vergleich iiber alle Genloci anhand der absoluten Allelhiufigkeiten ergibt we-
der fiir die einzelnen Gruppen noch iiber alle Gruppen signifikante Unterschiede zwischen den

toleranten und sensitiven Kollektiven.

Bis auf den Genlocus GOT-B zeichnet sich keine gerichtete Selektion in den Allelhiufigkeiten
der beiden Kollektive ab. Am Genort GOT-B zeigen die toleranten Kollektive aller Gruppen
hohere Héufigkeiten des Allels GOT-B2. Die Priifung auf Signifikanz ergibt auf Grund des
Minorpolymorphismus dieses Genlocus keine aussagekriftigen Werte, da die absoluten Allel-

haufigkeiten Werte zwischen 0 und 4 einnehmen und damit ziemlich gering sind.

Ein dhnlicher Trend zeichnet sich am Genort LAP-A ab. Hier zeigen bis auf eine Ausnahme die
sensitiven Kollektive einen hoheren Anteil am Allel LAP-A2.

Beziiglich der Genotypenverteilung bestehen ebenfalls fiir keinen Genort signifikante Unter-
schiede zwischen den unterschiedlich geschidigten Kollektiven. Unterschiede, die jedoch stati-
stisch nicht gesichert werden kénnen, bestehen fiir einige Genorte. So z. B. zeigen alle toleran-
ten Subpopulationen einen hoheren Anteil an dem Genotyp 6-PGDH-A1A2 und LAP-A1A1
sowie bis auf eine Ausnahme auch einen hoheren Anteil an GOT-B1B2. Die sensitiven Kollek-
tive ihrerseits haben eine hoheren Anteil an GOT-B1B1 sowie 6-PGDH-A2A?2 fiir alle Gruppen
sowie bis auf eine Gruppe ebenfalls an LAP-AT1A2.
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2.6.6.4 Genetische Abstiinde zwischen toleranten und sensitiven Subpopulationen

Die berechneten genischen (allelischen) sowie die genotypischen Abstinde nach GREGORIUS
und ROBERDS (1986) zwischen den toleranten und sensitiven Teilkollektiven jeder Gruppe
sind in Tabelle 13 wiedergegeben.

Sowohl die genischen als auch die genotypischen Abstinde sind als ziemlich gering zu

bezeichnen.

Mit 2,8 % ist der genische (allelische) Gesamtabstand zwischen den Subpopulationen des Elb-
sandsteingebirges am geringsten und mit 7,9 % bei den Populationen der Gruppe 4 am hoch-
sten. Diese Werte sind etwa nur halb so hoch wie die ermittelten Abstinde zwischen den einzel-
nen Vorkommen. Die GroBenordnung der genotypischen Gesamtabsténde ist erwartungsgemél
hoher als der genische und erreicht den Wert von lediglich 14 % ebenfalls in Gruppe 4. Diese
Gruppe zeigt fiir die meisten Genloci die groten Abstinde zwischen den unterschiedlich ge-

schidigten Teilpopulationen.

Tab. 13:  Genischer Abstand (D1) und genotypischer Abstand (D2) zwischen den unterschiedlich geschédigten
Subpopulationen sowie Ergebnisse der Tests auf Heterogenitit der genischen und genotypischen

Strukturen; Signifikanzniveau 0,05 (*); 0.01 (*%)

Locus Genetischer Abstand
zwischen toleranten und sensitiven Subpopulationen
'Gruppe 1 | Gruppe 2 | Gruppe 3 | Gruppe 4 | Gruppe5 | Gruppe 6
IDH-A D1 2,5 12,1* ‘ 2,5 | 13,1 6,9 : 9,1
D2 | 10,3 20,9 : 17,5 15,8 12,2 ‘ 20,0
IDH-B DI | 5.1 49 | 25 132 4.6 [ 27
D2 7.8 9,7 | 2,5 2,11 7,7 ‘ 5,4
6-PGDH-A | D1 9,0 1,6 [ 5,0 15,8 3,1 10,0
D2 10,3 9,7 | 15,0 26,3 12,3 12,7
Dia-A D1 0,0 0,0 0,0 0,0 0.0 0,0
D2 | 0,0 0,0 ‘ 0,0 0,0 0,0 0,0
GOT-A D1 0,0 0,8 | 0,0 2,6 0,8 0,9
D2 | 0,0 1,6 ! 0,0 53 1,5 1,8
GOT-B D1 | 1,3 1,6 3,8 5,3 1,5 2,7
D2 2,5 3,2 7.5 5,3 3,1 6.4
GOT-C D1 9,0 5,7 3,7 13,1 8,5 5,5
D2 10,3 11,3 10,0 | 26,4 10,8 12,7
LAP-A D1 7,7 5,0 2,5 2,6 4,7% 6.4
D2| 154 9,7 25 | 157 92% | 164
AAP-A D1 | 14,1% 41 5,0 [ 52 13,8%% | 0,0
D2 | 154 49 10,0 ‘ 10,6 16,8* 3,6
Gesamt- DI | 54 4,0 2,8 A 49 4,1
Abstand D2 | 8,0 7,9 7,2 _ 14,0 8,2 8,8
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jahrlichen Sterberaten hoch signifikant mit den Nadelverlusten korrelieren. Auf Dauerbe-
obachtungsflichen in Osterreich ermittelte STEMBERG (1991) ein durchschnittliche Mortalitéts-
rate fiir die Tanne von 0,45 %, wobei Tannen mit Nadelverlust {iber 60 % (Schadstufe 3) eine
Mortalitétsrate von 4,03 % aufwiesen. Sie betrug 0,34 % bei den Tannen mit Nadelverlusten
zwischen 30 % bis 60 % und 0,05 % bei Nadelverlusten zwischen 15 % und 25 %. Die Ergeb-
nisse von SCHMID-HAAS (1993) bestitigen im wesentlichen die dsterreichischen Sterberaten

der Tanne.

Die Tatsache, daB allein 64 % der bonitierten Tannen als stark geschidigt gelten (Nadelverlust
liber 60 %), 4Bt ein weiteres Absterben der WeiBtanne als unumginglich erscheinen, was sich
durch das Niederschlagsdefizit der letzten Jahre noch verschlimmern kann. Ubertrigt man die
von STEMBERG (1991) ermittelte Mortalititsrate fiir stark geschidigte Tannen von 4,03 % auf
die noch vorhandenen 2000 Alttannen Sachsens, so wiirde sich fiir die nichsten Jahre eine Ab-
nahme von jéhrlich rund 50 Alttannen im ganzen Untersuchungsgebiet allein bei den Tannen der
Schadstufe 3 (Nadelverlust > 60 %) ergeben. Ein plausibler Grund fiir die Annahme, daB die
Mortalitétsrate stirker geschéddigter Tannen in Sachsen niedriger als die der dsterreichischen

Dauerbeobachtungsflidchen sein sollte, 148t sich nicht finden.

Es sei darauf hingewiesen, da sowohl in der Literatur als auch durch Beobachtungen von Prak-
tikern von einer gewissen Erholung der Weifitanne berichtet wird. So stellt die Bayerische Staats-
forstverwaltung im Waldzustandsbericht 1993 fest, daB selbst stark durch Nadelverluste beein-
trachtigte Tannen in der Lage sind, allmahlich wieder eine gesunde Krone auszubilden. Wih-
rend in Bayern seit 1985 ein kontinuierlicher Riickgang der deutlichen Schiden festgestellt wird
(Bayerische Staatsforstverwaltung, 1993), war in Baden-Wiirttemberg eine weitere Verschlech-
terung der Weiltanne zu verzeichnen. Hier erhohte sich der Anteil der Schadstufe 2 auf Kosten
der Schadstufe 0 (Waldschadensinventur Baden-Wiirttemberg, 1993). Die Frage, inwiefern eine
Erholung oder eine Verschlechterung des Vitalitdtszustandes der WeiBtanne unter den Immissions-
bedingungen Sachsens eintritt, sollen regelmiBige Schadansprachen an den Restvorkommen

kldren.

Der duBerst geringe Anteil der Alttannen in den Wildern Sachsens, sowie ihr kritischer Vitalitiits-
zustand sind ein erster Hinweis dafiir, daB die Populationsgrofie bereits so stark zuriickgegan-
gen ist, daBl die Anzahl der potentiellen Mutterbdume (Samentriger) bzw. effektiv am
ReproduktionsprozeB beteiligten Tannen die Versorgung mit Saatgut nicht garantieren kénnen,
zumal bei langjéhrigen Untersuchungen iiber den Zusammenhang zwischen Bliitenansatz und
Schédigungsgrad festgestellt wurde, dafl sich mit wachsender Schidigung die Hiufigkeit der

ménnlichen sowie der weiblichen reproduktiven Organe stark vermindert (CUFAR et al., 1993).
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2.7.2 Genetische Unterschiede innerhalb und zwischen den Tannenvorkommen

Die Ergebnisse der genetischen Untersuchung ergaben eine deutliche geographische Differen-
zierung der WeiBtanne in Sachsen. Bestinde aus dem Elbsandsteingebirge zeichnen sich durch
die signifikant hohere Hiufigkeit des Allels AAP-A1 aus. Eine klinale Verdnderung bei den

Populationen des Erzgebirges ist nicht zu erkennen.

Die von KONNERT (1992) und KONNERT (1993) verdffentlichten Ergebnisse der genetischen
Untersuchungen an der Tanne Siidwestdeutschlands und Bayerns bieten eine sehr giinstige
Mbglichkeit, die genetische Variation der WeiBtanne in Sachsen zu vergleichen. Daher wird in

der Diskussion wiederholt auf diese beiden Quellen Bezug genommen.

Die ermittelten Hiufigkeiten des Allels LAP-A2 stehen in Ubereinstimmung mit der von
KONNERT (1993) festgestellten klinalen Abnahme dieses Allels in Bayern in Nord-Siid-Rich-
tung. In Vorkommen des Frankenwaldes bzw. Fichtelgebirges fand sie Hiufigkeiten von 3,1 %
bis 6 %, wihrend in Siidost-Bayern Hiufigkeiten zwischen 9 % und 18 % vorkamen. In den
Populationen des Osterzgebirges und Elbsandsteingebirges liegen seine Héufigkeiten zwischen
6 % und 13 %. Hier zeichnet sich eine leichte klinale Abnahme dieses Allels in Ost-West-Rich-
tung ab. KONNERT (1993) hingegen fand fiir Bayern eine klinale Verdnderung, in West-Ost-
Richtung.

Eine bemerkenswerte Ausnahme bildet das Vorkommen Olbernhau 13. Hier betrdgt die Haufig-
keit des Allels LAP-A2 25,8 %, und ist damit fast doppelt so hoch wie die nichst kleineren
Hiufigkeiten (Lauter 7 14,6 % bzw. Schandau 22 13 %).

Im Vorkommen Olbernhau 13 wurde als einzige Tannenpopulation im Untersuchungsgebiet
Variation am Genort Dia-A festgestellt. Unter Beriicksichtigung, da3 nach bisherigen Untersu-
chungen (BERGMANN und KOWNATZKI, 1988; KONNERT, 1992) dieser Genort nur im
westlichen Mitteleuropa Variation zeigt, bleibt als einzige Erkldrung, dal dieser Bestand zumin-
dest zu einem nicht unbetrichtlichen Umfang aus Vermehrungsgut aus Sitidwestdeutschland
stammt und damit als nicht autochthon einzustufen ist. KONNERT (1993) stellte bei einigen
Bestinden des Frankenwaldes Variation an dem erwihnten Genlocus fest, und fiihrt dies eben-
falls auf eine mogliche kiinstliche Einbringung der Tannen z.B. zur Ergénzung der Natur-
verjiingung zuriick. WOLF (1990) fand bei einigen Besténden des Frankenwaldes Terpenmuster,

die eher westeuropiischen Herkiinften zuzuordnen waren.

Von allen untersuchten Bestinden war nur das Vorkommen Olbernhau 13 an allen Genorten
polymorph. Dabei ist zu beriicksichtigen, dal der Locus Dia-A nur bei diesem Bestand Variati-
on aufwies. Aber selbst ohne Beriicksichtigung dieses Genortes war keine weitere Population an
allen iibrigen Genloci polymorph. Diese Tatsache macht sich besonders bemerkbar bei der ma-
ximalen genotypischen Vielfalt (G,). Hier unterscheidet sich die Population Olbernhau 13 sehr
stark von dem Rest. Mit den in dieser Population vorkommenden Allelen konnen fiir die unter-

suchten Genorte 78732 verschiedene genetische Typen gebildet werden, wihrend in 3 Popula-
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sich keine eindeutige Beziehung dieser Mafie zum Vitalitétszustand der Population, welche ei-

nen mittleren Schidigungsgrad aufweist, feststellen.

Trotz alledem bestehen gewaltige Unterschiede zwischen der Heterozygotie der sichsischen
Tanne im Vergleich zu anderen Teilen ihres natiirlichen Verbreitungsgebietes. Beriicksichtigt
man lediglich die 3 Genorte mit ausgepriagtem Majorpolymorphismus (IDH-A, IDH-B und 6-
PGDH-A), so zeichnet sich in deutlicher Trend ab. Die Populationen des séichsischen Mittelge-
birges zeigen extrem hohe F-Werte (Abbildung 8). Die Unterschiede zwischen Ost- und West-
erzgebirge sind dabei minimal. Die Populationen des Elbsandsteingebirges haben im Vergleich
zum Erzgebirge niedrigere F-Werte. Diese Populationen befinden sich in Forstrevieren, die seit
mindestens einer Generation bedeutend grofere Tannenpopulationen als die erzgebirgischen
aufwiesen. Dies steht in Ubereinstimmung mit der Feststellung von BERGMANN (1992), wo-
nach die Bestandesdichte und der Mischungsanteil eine entscheidende Rolle bei der Heterozygotie
spielen. Wenn auch unter Vorbehalt konnten die hohen F-Werte der untersuchten Tannen-
populationen zumindest zum Teil auf Inzucht zuriickgefiihrt werden. In welcher GroBenord-
nung das sein konnte, ist allerdings schwer zu ermitteln, da nicht alle Genloci positive F-Werte

zeigen.

Berlicksichtigt man, daBl das Ausmal} der Heterozygotie eine Determinante fiir die Uber-
lebensfihigkeit einer Population und damit auch fiir die Stabilitéit des entsprechenden Wald-
okosystems darstellt, so ist die relativ niedrige Heterozygotie der WeiBtanne im Untersuchungs-
gebiet ein weiterer indirekter Hinweis auf ihre verminderte Anpassungsfihigkeit an sich verén-
dernde Umweltbedingungen. Durch die relativ niedrige Heterozygotie und die bereits erwihnte
starke Reduzierung der PopulationsgroBe erhoht sich auBerdem die Gefahr des Allelverlustes
durch Drift.
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Abb. 8:  Vergleich des mittleren Fixierungsindex in Tannenpopulationen aus Sachsen, dem Bayerischen Wald
dem Schwarzwald und Calabrien/Italien fiir 3 Genorte (IDH-A, IDH-B und 6-PGDH-A)
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2.7.3 Genetische Unterschiede zwischen den toleranten und sensitiven Tannensub-

populationen

Fiir eine objektive Interpretation der erzielten Ergebnisse beziiglich des Zusammenhanges zwi-
schen der genetischen Konstitution der unterschiedlich geschadigten Tannenkollektive Sach-
sens ist zu beriicksichtigen, da} Freilandbestinde den Einfliissen verschiedenster Umweltfaktoren
sowie einer unterschiedlichen Bewirtschaftung ausgesetzt sind. Diese Faktoren erschweren das
Aufdecken von eventuellen Beziehungen der genetischen Struktur zum Phénotyp - hier
Schidigungsgrad bzw. Nadelverlust - (KONNERT, 1992). Zu diesen allgemeinen Aussagen
kommen bei der Tanne in Sachsen noch zwei Besonderheiten hinzu, die bei der Auswertung der

Ergebnisse unbedingt beriicksichtigt werden miissen:

a) Die Tanne in Sachsen befindet sich an ihrer nérdlichen Verbreitungsgrenze und ist damit
einer besonders starken natiirlichen Selektion aufgrund der nicht mehr optimalen Lage aus-
gesetzt.

b) Im Untersuchungsgebiet sind seit tiber einem Jahrhundert starke Immissionsschidden zu ver-

zeichnen.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zum Zusammenhang zwischen Schidigung und geneti-
scher Struktur lassen unter Beriicksichtigung der oben erwihnten Faktoren kaum einen Zweifel
daran, daB die Tanne in Sachsen bereits so eingeengt ist, daB die Individuen, die noch vorhanden
sind, eine weitgehend homogene genetische Struktur aufweisen. Das gilt unabhéngig davon, ob
es sich um Tannen handelt, die stark geschidigt sind oder um solche, die innerhalb der einzelnen
Vorkommen verhiltnism#Big geringe Schiden zeigen. Statistisch gesicherte Unterschiede las-
sen sich selbst beim Genort 6-PGDH-A mit ausgeprigtem Majorpolymorphismus und relativ

grofem Stichprobenumfang nicht nachweisen.

Die Dimension der Homogenitit unterschiedlich geschédigter Tannensubpopulationen Sach-
sens wird erst beim Vergleich der eigenen Ergebnisse mit denen von KONNERT (1992) fiir die
gleiche Fragestellung in Siidwestdeutschland deutlich. Bei dhnlicher Auswertungsmethodik fand
KONNERT (1992) in Siidwestdeutschland statistisch gesicherte Unterschiede in allen Gruppen

an mindestens einem Genort, in den meisten Fillen jedoch an 3 und mehr Loci.

Die Genorte IDH-A und AAP-A zeigen in mehr als einem Drittel der Falle hoch signifikante
Unterschiede. Interessant ist der Fakt, daB diese Genorte im sidchsischen Untersuchungsgebiet
ebenfalls die einzigen sind, die in zumindest einer Gruppe genische und genotypische signifi-

kante Unterschiede aufweisen.

KONNERT (1992) ermittelt fiir Stidwestdeutschland sowohl beziiglich der allelischen als auch
der genotypischen Verteilung fiir nahezu alle Gruppen hochsignifikante Unterschiede am Genlocus
GOT-C. Signifikante Unterschiede an diesem Genort bei dhnlichen Fragestellungen fanden eben-
falls BERGMANN und SCHOLZ (1989) bei Fichte sowie GEBUREK et al. (1987) bei Kiefer.

In den sichsischen Restvorkommen 1Bt sich jedoch fiir diesen Genlocus kein signifikanter
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haufigkeiten fiir Dia-A1 von iiber 10 % vorwiegend in Tannenpopulationen am Westabfall des
Schwarzwaldes. Dieses Allel fehlt in Tannenpopulationen Siid- und Mittelitaliens. KONNERT
(1992) schlieBt daher auf einen GenfluB3-Effekt aus einem anderem Refugium und vermutet
dieses in den Pyrenden. LONGAUER (1993) findet ebenfalls mehrere Allele in Tannen-
populationen Siidosteuropas, welche sowohl in Mitteleuropa als auch in Siid- und Siidwest-
europa fehlen. Er geht ebenfalls von den drei Refugien von BERTSCH (1935) aus, und vermutet
aufgrund seiner Isoenzymuntersuchungen eine Kontaktzone zwischen dem siideuropiischen
Einwanderungsweg und dem siidosteuropéischen Migrationsweg im Bereich der Slowakei und

Stidpolens.

Die Hypothese der Existenz von mindestens 3 Refugien wird also sowohl mit Hilfe von Pollen-
analysen (BERTSCH, 1935; FIRBAS, 1952) als auch mit Hilfe biochemischer Methoden (WOLF,
1992; KONNERT, 1992; LONGAUER, 1993; u.a.,) unterstiitzt. Diese mit zwei vollig verschie-
denen Verfahren ermittelten Ergebnisse diirften deutlich machen, da die Tanne in mindestens

drei Refugien die Eiszeit iiberdauert hat.

Fiihrt man eine Clusteranalyse mit den Werten aus den eigenen Untersuchungen mit denen von
KONNERT (1992) fiir den Schwarzwald und KONNERT (1993) fiir Bayern durch, so ergibt
sich das in Abbildung 9 dargestellte Dendrogramm. Die Clusteranalyse erfolgte lediglich fiir
Genorte, die in allen drei Teilarealen untersucht wurden. Eine deutliche Trennung in 2 grofie

Gruppen zeichnet sich ab.

In der ersten Gruppe sind vorwiegend die Vorkommen aus dem Schwarzwald zusammengefaBt.
Die bereits mehrmals erwdhnten Vorkommen Klingenthal 3, Lauter 11 und Olbernhau 13 er-
scheinen interessanterweise ebenfalls in der Gruppe Schwarzwald. Diese Tatsache bestiitigt die
Annahme, wonach diese verhiltnisméBig jungen Vorkommen zumindest zum Teil aus siidwest-
deutschem Vermehrungsgut stammen. Bestandeshistorische Studien wiren sehr hilfreich zur

eindeutigen Kldrung dieser Frage.

Zu der ,,Schwarzwaldgruppe® werden ebenfalls die Vorkommen Siidbayerns, sowohl bayeri-
sche Alpen als auch Vorkommen aus dem Herkunftsgebiet 82706 ,,Siidbayerische Morine und
Molasse®, eingegliedert. Dies widerspricht der Forderung von KONNERT (1993) nach Zusam-
menlegung des siidlichen Teils des Herkunftsgebiets 82708 mit einem Teil der Herkunftsgebiete
82706 und 82709 aufgrund der sehr dhnlichen genetischen Strukturen. Dieser Fakt 148t vermu-
ten, dal sowohl die Tanne der bayerischen Alpen als auch des Schwarzwaldes stark von einem
gemeinsamen Refugium - offensichtlich aus Siiditalien - beeinfluBt sind. Dieser GenfluB-Effekt
ist allerdings bei den Tannenbestinden des Bayerischen (und sicherlich auch des Bohmischen)

Waldes nicht mehr in gleichem MaBe erkennbar.

Die Tannenpopulationen des Bayerischen Waldes werden aufgrund ihres genetischen Abstands

sowohl zu den Vorkommen des Schwarzwaldes als auch zu den Populationen Siidbayerns einer
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zweiten Gruppe zugeordnet. Zu dieser letzten Gruppe werden ebenfalls die Tannenvorkommen

Sachsens geclustert. Diese Tannenpopulationen haben offensichtlich den ,,Ostalpenweg* als

gemeinsamen eiszeitlichen Migrationsweg nach Mitteleuropa. Dabei zeichnen sich interessante
Trends ab. So zeigen die von KONNERT (1993) untersuchten Bestdnde des Bayerischen Wal-

des einen geringeren genetischen Abstand zu den Vorkommen des Elbsandsteingebirges sowie

zu einigen Besténden des Osterzgebirges (Vorkommen des Forstamtes Bérenfels). Daraus ist zu

schlieBen, da3 sowohl die Vorkommen aus dem Bayerischen Wald als auch aus dem Elbsand-

steingebirge einen gemeinsamen Ursprung haben, aber offensichtlich auf verschiedenen Wegen

eingewandert sind.

Abb. 9:
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LONGAUER (1993) vermutet im der Bereich der Slowakei und Siidpolens eine Kontaktzone
des Riickwanderungsweges aus Mittelitalien mit einem TannenvorstoB aus einem Siidost-
européischen Refugium. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen die Vermutung nahe, da3
die Tanne in die sdchsischen Mittelgebirge offensichtlich auf 2 verschiedenen Wegen mogli-
cherweise aus der oben erwihnten Kontaktzone einwanderte. Zum einen gelangte sie iiber den
Bohmisch-Bayerischen Wald ins Westerzgebirge mit einem hoheren EinfluBl aus dem siideuro-
pdischen Refugium und zum anderen iiber die Sudetenziige in das Elbsandsteingebirge mit ei-

nem hoheren GenfluB aus dem siidosteuropdischen Refugium (Abbildung 10).

Maoglicherweise trafen sich diese beiden Wege im Bereich des Westerzgebirges. Diese Annah-
me wiirde die leicht hohere Diversitit der Tanne im Erzgebirge im Vergleich zum Fichtelgebirge
und Frankenwald erkléren. Ferner wire ebenfalls denkbar, daB im Westerzgebirge eine gewisse
genetische Auffrischung erfolgte, so dafl es zu einer Art Heterosiseffekt bzw. Introgression kam.
Das wiire auch eine Erkldrung fiir die hohere Vitalitéit der Tanne im Westerzgebirge trotz htherer

Immissionsschéden als im Elbsandsteingebirge seit iiber einem Jahrhundert.

Diese Hypothese wird ebenfalls dadurch getragen, daB die klinale Variation des Allels IDH-B2,
genauso wie die Abnahme der Diversitit fiir die Tanne in Bayern in Siid-Nord-Richtung sich im
Erzgebirge nicht fortsetzen. Wire dieser Einwanderungsweg als einziger zu betrachten, so miif3-
te sich diese Tendenz ausgeprégter fortsetzen, da sich die Tanne in Sachsen am duBersten Rand
ihres Verbreitungsgebietes befindet. Weiterhin weisen die Vorkommen des Elbsandsteingebir-
ges bei allen Parametern eine zwar nicht signifikant jedoch tendenziell erkennbare héhere gene-

tische Variation auf, die dann in westlicher Richtung abnimmt.

KONNERT (pers. Mitt.) findet bei Untersuchungen an Tannenpopulationen Osteuropas Allele
an den Genorten GOT-B, 6-PGDH-B und MDH-C, deren Verbreitung fiir siidosteuropiische
Tannenpopulationen charakteristisch sein sollen, und demzufolge geeignet wiren, eine deutli-
che Trennung zwischen den verschiedenen Wanderungswegen der WeiBtanne aus ihren eiszeit-
lichen Refugien nachzuvollziehen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwar an dem
Genort GOT-B ebenfalls ein solches Allel beobachtet jedoch nicht ausgewertet, da weder Saat-
gut zur Priifung der genetischen Kontrolle zur Verfiigung stand, noch waren in der Literatur zum
Zeitpunkt der Untersuchungen Angaben zu diesen Allelen vorhanden. Der Genlocus 6-PGDH-
B wurde zwar nicht ausgewertet, eine Variation, wie KONNERT (pers. Mitt.) sie fiir charakteri-

stisch hilt, wurde jedoch bei einigen Vorkommen des Elbsandsteingebirges beobachtet.

Die Untersuchung weiterer Enzymsysteme (z.B. Peroxidase, MDH, SKDH, GDH, PGM u. a.)
sowie der Vergleich der genetischen Strukturen von Tannenpopulationen aus dem siidostlichen
Verbreitungsgebiet konnen in diesem Zusammenhang sehr wertvolle Hinweise zur Klirung der

aufgestellten Hypothese liefern.
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Als Ursache fiir die Unterschiede in den genetischen Strukturen der Tannenvorkommen des
Elbsandsteingebirges zu denen des Erzgebirges kommen in weitaus geringerem Malle stand-
ortliche Gegebenheiten in Frage. Die Tannen im Erzgebirge stocken auf vulkanischem Gestein
(vorwiegend Granit und Gneis), wihrend sie sich im Elbsandsteingebirge groftenteils auf sedi-
mentirem Sandstein befinden. Da zwei der untersuchten Vorkommen des Hinterhermsdorfer
Reviers auf Granit stocken, wird eine Differenzierung allein auf der Grundlage des Standortes
fiir eher unwahrscheinlich gehalten. Ein weiterer standortlicher Unterschied besteht in der Ho-
henlage. So liegen die untersuchten Vorkommen des Elbsandsteingebirges in den unteren La-
gen, wihrend sich die Populationen des Erzgebirges in den mittleren und hoheren Lagen befin-

den.

& 7

2\G

i

Abb. 10: Die postglaziale Riickwanderung der WeiBitanne in das séchsische Mittelgebirge
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Ausgehend von den unterschiedlichen genetischen Strukturen der Tannenvorkommen des
Elbsandstein- und des Erzgebirges ist die Ausscheidung eines extra Herkunftsgebietes fiir das
Elbsandsteingebirge berechtigt. Da die Unterschiede der genetischen Strukturen zum Erzgebirge
ziemlich gering sind, ist eine Austauschbarkeit von Vermehrungsgut méglich. Angesichts der ge-
ringen Variabilitit zwischen den Vorkommen aus dem Erzgebirge und dem Elbsandsteingebirge
erscheint die Ausbildung zwei vollig verschiedenen Standortsrassen sehr unwahrscheinlich.

Die von BERGMANN et al. (1990) und KONNERT (1992) erwihnte starke Differenzierung
der Tanne in den einzelnen Wuchsgebieten trifft fiir die Tanne im Untersuchungsgebiet nicht zu.
Die Tatsache, daf die ermittelten Werte der genetischen Diversitit trotz des starken Riickganges
noch vergleichbar mit denen aus dem Frankenwald bzw. aus dem Fichtelgebirge sind, ist zu
relativieren. Das ist offensichtlich als eine Art Uberlebenstrategie der WeiBtanne zu verstehen.
Die genetische Diversitit beriicksichtigt lediglich die Allelhdufigkeiten. Kommt ein Allel mit
einer Haufigkeit von z.B. 10 % vor, so sind bei einer Vorkommensgrofe von durchschnittlich 20
Béumen fiir die groBeren Vorkommen im Erzgebirge lediglich 2 Biume (!) Triger dieses Allels,
und damit dessen potentielle Vererber an die Nachkommen. Stirbt ein Baum als alleiniger Tri-
ger dieses Allels, so geht dieses unwiederbringlich verloren und mit ihm alle Kombinationen,

die unter Umstédnden fiir eine Anpassung erforderlich wiren.

Durch den sehr stark zuriickgegangenen Populationsumfang besteht praktisch mit dem Verlust
Jedes einzelnen Baumes die Gefahr von Allelverlusten und der damit verbundenen Eineingung

des genetischen Potentials.

Das Fehlens des Allels LAP-A2 bei den meisten Populationen des Westerzgebirges kann durch-
aus als Folge des duBerst niedrigen Populationsumfangs erklirt werden. Nach KRUSCHE und
GEBUREK (1990, 1991) 146t sich die Verlustwahrscheinlichkeit fiir (seltene) Allele, PAL(N prox),
folgendermalBen schitzen:

PAL (Nappro) = 1 - (1- (1 - 9)")"

wobeil PAL(Nyyr.) die geschitzte Wahrscheinlichkeit des Verlustes eines (seltenen) Allels mit
Haufigkeit g bei einer Stichprobengrofe (bzw. PopulationsgroBe) gleich N und M die Summe

der Anzahl seltener Allele (an allen Genloci) darstellen.

Nimmt man eine Hiufigkeit fiir das Allel LAP-A2 im Westerzgebirge von durchschnittlich 3 %
an, wie sie auch KONNERT (1993) fiir das Fichtelgebirge bzw. den Frankenwald ermittelte, so
betrdgt die Wahrscheinlichkeit, daB dieses Allel bei der gegenwirtigen Populationsgréfe (von
durchschnittlich 20 Alttannen) bereits verloren gegangen ist, 54 %. Dasselbe gilt fiir die restli-
chen Genorte mit ausgeprigtem Minorpolymorphismus. So betrigt die Wahrscheinlichkeit, daB
Allele, die mit 1 % Hiufigkeit moglicherweise vorkamen (z.B. GOT-B2), jetzt bereits durch die
drastische Reduktion der Populationsgréfie nicht mehr vorhanden sind, 81 %. Bei Betrachtung
der beiden oben erwihnten Allele (M = 2) betrigt die Wahrscheinlichkeit, daB eines der beiden

bereits verlorengegangen ist, 96 %.
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2.8 SchluBifolgerungen und Empfehlungen

Die Situation der WeiBtanne in Sachsen ist als sehr kritisch zu bewerten. Die ermittelte geneti-
sche Variation liefert einen indirekten Hinweis auf die geringe Anpassungsfahigkeit der Wei3-

tanne in Sachsen.

Die Erhaltung der sichsischen WeiBtanne als Population ist nur durch ein Zusammenfithren der
jetzigen isolierten Vorkommen mdglich, um die gegenwirtigen Hindernisse des Genaustausches

und Genflusses zu iiberwinden.

Angesichts der genetischen Einengung, Anzahl, GroBe und des Vitalitdtszustands der Restvor-
kommen ist die Gewinnung von Saatgut aus den einheimischen Vorkommen nur mit Ein-
schriinkungen zu empfehlen. Die Reproduktionsvorgénge der autochthonen Tannenvorkommen
sind méoglicherweise bereits irreversibel gestort. Der Hohlkornanteil im Saatgut der Restvor-
kommen ist extrem hoch. Fiir Nachkommen aus den noch vorhandenen Tannenpopulationen
Jassen sich Inzuchtserscheinungen nicht ausschlieBen. Dafiir spricht der hohe Anteil von Albi-
no-Keimlingen bei der Tannenaussaat 1993 in der LAF Graupa. Die Ausbreitung von genetisch
verarmten Material ist weder aus genetischer noch aus kologisch-waldbaulicher und Skonomi-

scher Sicht vertretbar.

Fiir die Realisierung der Waldumbauvorhaben Sachsens ist eine langfristige, geplante, gerichte-
te und kontrollierte Wiedereinbiirgerung der WeiBtanne mit nicht autochthonem Vermehrungs-

gut erforderlich.
Empfehlungen fiir die Forstpraxis

- Die Ausscheidung von lediglich 2 Herkunftsgebieten fiir die WeiBtanne in Sachsen
wird vorgeschlagen:
a) Herkunftsgebiet Elbsandsteingebirge
b) Herkunftsgebiet Erzgebirge.

Eine Gliederung des Erzgebirges nach Hohenlagen bzw. nach Wuchsbezirken ist aus

genetischer Sicht unbegriindet.

- Aufgrund der spezifischen postglazialen Riickwanderung der Weilitanne ist
a) fiir das (West-)Erzgebirge vorrangig Material aus dem Bohmisch-Bayerischen Wald
und
b) fiir das Elbsandsteingebirge vorwiegend Vermehrungsgut aus den Sudeten und

Beskiden zu empfehlen.

- Fiir das gesamte sichsische Mittelgebirge ist die Verwendung von Material aus den Gen-
zentren der Bohmisch-Mihrischen Hohen, der Slowakei und Siidpolen als moglichem Ur-

sprung der einheimischen WeiBtanne von Bedeutung.
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turen mit toxischen Bodenldsungen) zu nutzen. An Ramets aus den Samenplantagen sollten

Versuche zur Blithinduktion vorgenommen werden.

- Bei Einbeziehung der Ergebnisse von Nadelanalysen konnen u. U. Zusammenhinge zwi-
schen der genetischen Variation und dem Erndhrungszustand der WeiBtanne im séchsischen
Mittelgebirge festgestellt werden.

- Die Entwicklung der Naturverjiingung unter Zaunschutz sollte an Hand von Beobachtungs-
parzellen verfolgt werden. Von besonderem Interesse wéren Vergleiche von Naturverjiingungen

in Abhiéngigkeit von der VorkommensgroBe.
2.9 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war eine umfassende Charakterisierung der aktuellen Situation der
Weilitanne in Sachsen, die eine Antwort auf die Frage nach der Zukunft dieser Baumart im

séchsischen Mittelgebirge erlaubt. Es wurden drei Schwerpunkte behandelt:

a) die Erfassung und Kartierung der Tannenrestvorkommen sowie ihres Vitalititszustandes
b) die genetische Charakterisierung der erfaBten Restpopulationen der WeiBtanne im
Erzgebirge und Elbsandsteingebirge und

¢) Untersuchung von Zusammenhingen zwischen Schidigungsgrad und genetischer Struktur.

Die Erhebung des Vitalititszustandes wurde in Anlehnung an die Waldzustanderfassung (WZE)
durchgefiihrt. Mit Hilfe von Isoenzymanalysen wurde die genetische Struktur von den 21 groB-
ten Tannenrestpopulationen an 9 Genorten untersucht. Fiir die Ermittlung des Zusammenhanges
zwischen dem Schédigungsgrad und den genetischen Strukturen der untersuchten Populationen
wurden aus jedem Vorkommen jeweils 30 % der Tannen mit den hochsten bzw. mit dem nied-

rigsten Nadelverlust zu den Kollektiven ,,sensitiv bzw. ,tolerant* zusammengefalt.

Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Zu a)

L. In 44 Séchsischen Forstimtern existieren Alttannenvorkommen. Es handelt sich oftmals um
Einzelbdume in Fichtenbestinden, horstweises bzw. bestandesbildendes Auftreten ist eher
selten.

2. Der Bestand an Alttannen belduft sich in Sachsen auf ca. 2000 Exemplare, was etwa 0,0006 %
der Holzbodenfliche Sachsens entspricht. Im Vergleich zu den 1955 vorhandenen Vorkom-
men bedeutet dies eine Reduktion um 96 %.

3. Das Forstamt Bad Schandau ist mit iiber 400 Alttannen das tannenreichste Forstamt. Das
Vorkommen des Fliachennaturdenkmals im Forstamt Bérenfels ist mit insgesamt 118 Alt-

tannen das zahlenm#Big grofite Alttannenvorkommen Sachsens.
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. Der Vitalititszustand der Weiitanne im Untersuchungsgebiet ist alarmierend. 94 % der Alt-

tannen weisen deutliche Schiden auf. 64 % wurden als stark geschiddigt (Nadelverlust iiber
60 %) eingestuft.

. Der Anteil deutlich geschédigter Tannen ist in den oberen Lagen des Westerzgebirges am

geringsten (72 %), und im Elbsandsteingebirge sowie im Hiigelland am hochsten (> 90 %).

. Ein weiteres Absterben der Weiitanne in Sachsen ist angesichts des hohen Anteils stark ge-

schidigter Tannen zu erwarten.

b)

Die Restpopulationen der Weifitanne in Sachsen zeichnen sich durch eine niedrige geneti-
sche Vielfalt, Diversitit und Differenzierung innerhalb der Populationen aus.
Der Heterozygotiegrad ist als duBerst niedrig zu bezeichnen, und erreicht nur etwa die Hélf-
te der fiir andere Tannenareale bekannten Werte.
Aufgrund der relativ niedrigen genetischen Variation sowie der starken Reduzierung der
PopulationsgroRe besteht eine hohe Gefahr von Genverlusten durch Drift. Dadurch 148t
sich das Fehlen des Allels LAP-A2 bei den meisten Populationen des Westerzgebirges er-
klaren.
Die Parameter der genetischen Variation sind mit denen des Frankenwaldes und Fichtelge-
birges vergleichbar.
Es besteht eine deutliche geographische Differenzierung der Weillitanne im Unter-
suchungsgebiet. Die Vorkommen des Elbsandsteingebirges unterscheiden sich in ihren
genetischen Strukturen von den Populationen des Erzgebirges signifikant. Eine weitere
kleinrdumige Differenzierung der Restvorkommen ist nicht zu verzeichnen.
Folgende Vorkommen unterscheiden sich von den iibrigen Vorkommen in nahezu
allen Variationsparametern:

- Forstamt Klingenthal, Rev. Klingenthal, Abt. 464 (Klingenthal 3)

- Forstamt Lauter, Rev. Bockau Abt. 307 (Lauter 11) und

- Forstamt Olbernhau, Rev. Olbernhau, Abt. 60/61 (Olbernhau 13).
Im Vorkommen Olbernhau 13 wurde das Allel Dia-Al festgestellt, welches fiir
westeuropiische Tannenpopulationen charakteristisch ist. Offensichtlich sind diese
drei Tannenvorkommen mit Vermehrungsgut aus Siidwestdeutschland begriindet bzw.
ergidnzt worden.
Die Ergebnisse der Clusteranalyse (bei Verwendung der ethobenen sowie bereits verdffent-
lichten Daten fiir Siidwestdeutschland und Bayern) zeigen, dafl die Popu-
lationen des Elbsandstein- und des Osterzgebirges aufgrund ihrer genetischen
Abstinde eine Gruppe mit den Populationen des Bayerischen Waldes bilden. Die
Vorkommen des Westerzgebirges bilden mit denen des Frankenwaldes und des
Fichtelgebirges eine weitere Gruppe. Der genetische Abstand dieser beiden Gruppen

zueinander ist relativ gering. Die Ursachen hierfiir liegen in der postglazialen
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Riickwanderung der Weifltanne in das Untersuchungsgebiet.

Die Vermutung liegt nahe, daf die Tanne in die sichsischen Mittelgebirge auf 2
verschiedenen Wegen einwanderte. Zum einen gelangte sie iiber den Bohmisch-
Bayerischen Wald in das Westerzgebirge (mit einem hohem GenfluB-Effekt aus
dem siideuropdischen Refugium) und zum anderen iiber die Sudentenziige in das
Elbsandsteingebirge (mit einem hohen GenfluB-Effekt aus einem Refugium in

Stidosteuropa).

zuc)

14. Die genetischen Strukturen der unterschiedlich geschidigten Teilpopulationen der

15.

16.

16.

Weiltanne in Sachsen sind weitgehend homogen. Die Unterschiede bei allen
Variationsparametern sind vernachlissigbar klein. Ein Vorteil bestimmter Genotypen
wurde nicht festgestellt.

Es bestehen keine Unterschiede im Heterozygotiegrad der toleranten und sensitiven
Kollektive. Tendenziell zeichnen sich jedoch die toleranten Kollektive durch héhere
Heterozygotiewerte am Genort 6-PGDH-A aus.

Die genetischen Abstinde sind tendenziell um so groBer, je stirker die durch-
schnittliche Schidigung der Gruppe insgesamt ist. Die groBten Unterschiede zwischen
toleranten und sensitiven Kollektiven bestehen in der Gruppe der als nicht autochthon
ausgeschiedenen Vorkommen.

Die Tannenrestvorkommen in Sachsen sind offensichtlich das Ergebnis einer starken,
gerichteten Selektion durch Immissionen seit iiber einem Jahrhundert. Die noch
vorhandenen Alttannen sind in ihrer genetischen Struktur so weit eingeengt, daB eine
Differenzierung zwischen toleranten und sensitiven nicht mehr besteht. Sensitive

Tannen im engeren Sinne sind somit nicht mehr vorhanden.
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2.11 Anhang

Anhang I:  Aufnahmeformular fiir Generhaltungsobjekte sowie Lageskizzen und

Kartenausziige (Vorkommen Karsdorf)

Aufnahmeformular fiir Generhaltungsobjekte j

Erfassungsdatum: f/‘f.?. ./{ ?.?:3. . Néme: L lamas Chiéler

10bjekt: ... ‘7'?7.4’.7@”4/ R — Zuchtnummer: ...ceeeceeceans

Lage

Pundeslana: ...o%Aser MeBtischblatt-Nr.: 94 7.7. .

Forstamt: .. ./ @dﬂ{off - .°.2 ...... Quadrant: [‘{/ IZ ..........

o 7 ?

Revier: .... /COISC/N' cececevecense geogr. Linge: //335 :?.0. -
5 5. [ 4 / V4

Abteilung: ’25“2 '.&. 4’.’2'?‘:?.'(’ .o geogr. Breite: 5_05_5- 7 .

2Status: ....cciicieneecnens vesene

Herkunftsgebiet: ......cevccossee

Forstgesch.Aspekte:

Hinweise zum Auffinden: ot eseeploofrosasccnsadfoeenansifonnesen

beg, eder Kizansbe, Eingang Liegyr links Unstertseg (Gufer), 77-Pthete !

..”?-.c... -----------

Eigentiimer (Anschrift): R =

Standort

Yutere NO Abdachonm
Wuchsbezirk: 9‘?5./‘¢ 4 s

& .ffiasééj;u J Rauchschadzone: ............
Héhe iiber NN:

Nied.(mm/a): 722:80(mm/Veg.):. ...
Temp.(°C/a): Ef.('C/Veg. Yerererere

Bodenart:

Relief: .-fc.é.".’%.‘é.;en et

Standortsgruppe:

sSchadstufe: ...............
eGefdhrdungsgrad: ..........
7Gef&hrdungsart: ...........

-------------

M. 1-7¢

Exposition: é%:/?m’{e;s_.%-.@/yzef“, windant iy
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Angaben zum Bestand bzw. zu Einzelbiumen

Alter: ca. 110 Autochthonie: unbekannt
Flachengroe (ha): ca. 6,5 Zulassungskategorie:

Stammzahl: 75 - Vitalitit: siche Vitalitdtsansprache
Mischungsform: Gruppen im FI-Altholz Jahr d. letzten Frukt.: 1992
Mischungsanteile: <1/10 Erhaltungsdringlichkeit: 1
Hauptbaumart: Gfi Vegetationsform:

weitere Baumarten: TEi, Sei, Ki, Wie, Ees, Holu  Begriindungsform:

Bemerkungen: Kronen det Wta z.T. stark eingeengt, stellenweise NV, im Siidteil (am Feld) (Nr.
12, 28, 27, 29, 13, 14, 15, 31) sehr licht, diese stellenw. extr. Freistellung, Unterstand (siche
oben) wird momentan zu Gunsten des geplanten VA (Rbu) gefillt, ebenfalls alle Holu., Baum-
Nr. 1-9 Ernte 1992, von allen Biumen (auBer 42) wurden Knospenproben geschossen, siidl.

Bestandesmantel (Feldgrenze) gefdhrlich offen

MaBnahme MaBnahmeart Termin Menge/Realisierung  Zor. Bemerkung
02 A,B,D FA Karsdorf, Nr. 1-9 Saatgutprobe fiir
Labor
' VA Rbu 1993 Zaunschutz
Ref. Karsdorf ca. 9kg durch FA beerntet
Zapfen

1,6kg Saatgut

Erhaltungsgrund:

Dokumentation: 4.2.93
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Anhang II:  Allelhdufigkeiten an den 9 untersuchten Genloci der 21 Tannen

populationen
Population Nr. | IDH-A1 |IDH-A2 | IDH-A3 | IDH-B2 | IDH-B3 | 6-PGDH-A1| 6-PGDH-A2 | GOT-A1| GOT-A2
Erbach 1 0,132 (0,789 |0,079 |0,184 | 0816 | 0,553 0,447 0,000 | 1,000
Klingenthal 2 | 0,231 0,744 0,026 0,192 0,808 0,551 0,449 0,00 1,000
Klingenthal 3 |0,059 0,853 0,088 | 0,353 | 0,647 | 0,353 0,647 0,000 | 1,000
Klingenthal 4 | 0,071 0,643 0,286 0,286 0,714 0,464 0,536 0,000 1,000
Schonheide 5 0219 0625 0,156 |0,094 0,906 | 0,469 0,531 0,000 | 1,000
Eibenstock 6 [0,100 0,800 0,100 0,250 0,750 0,650 0,350 0,000 1,000
Lauter 7 10,125 [0,708° |0,i67 |0250 |0,750 | 0412 0,588 0,021 0,979
Lauter 8 10,125 0,688 0,188 0,094 0,906 0,594 0,406 0,00 1,000
Lauter 9 10,200 0,533 0,267 0,167 0,833 0,433 0,567 0,017 0,983
Lauter 11 [0,143 0,571 10,286 [0420 |0,571 | 0,429 0,571 0,000 | 1,000
Olbernhau 12 [0,107 0,679 0,214 0,107 0,893 0,536 0,464 0,000 1,000
Olbernhan 13 | 0,182 0,636 | 0,182 | 0318 | 0,682 | 0,400 0,591 0,045 |0.955
Karsdorf 14 0,094 0,717 0,189 0,151 0,849 0,481 0,519 0,000 1,000
Birenfels 15 | 0,194 0,735 0.071 0,133 0,867 0,398 0,602 0,000 1,000
Birenfels 16 | 0,182 0,561 | 0,258 | 0,167 | 0,833 | 0,515 0,485 0,000  [1,000
Altenberg 17 | 0,100 0,760 0,140 0,180 0,820 0,460 0,540 0,000 1,000
Bielatal 18 |0,179 0,607 | 0214 |0214 |0,786 | 0,607 0,393 0,000 | 1,000
Lohmen 19 [0,147 [0,706 | 0,147 |0221 | 0,779 | 0,618 0,382 0,000 1,000
Schandau 20 | 0,207 0,598 0,196 0,228 0,772 0,522 0,478 0,000 | 1,000
Schandau 21 [0,176 0,696 0,127 0,255 0,745 0,441 0,559 0,000 1,000
Schandau 22 |0,043 0,652 0,304 0,217 0,783 0,543 0,457 0,022 0,978

Population Nr. | GOT- | GOT- |[GOT- |GOT- | GOT- |LAP- | LAP- |AAP- | AAP- | DIA- |DIA-
B1 B2 C1 C2 C3 Al A2 Al A2 Al A2
Erlbach 1 0,974 10,026 (0,079 [0,789 0,132 [1,000 |0,000 [0.237 |0,763 | 0,000 |1,000
Klingenthal 2 1,000 | 0,000 0,141 |0,744 |0,115 [0,949 [ 0,051 |0,218 [0,782 | 0,000 |1,000
Klingenthal 3 1.000° | 0,000 0,029 [0,853 | 0,118 1,000 | 0,000 0,029 |0971 | 0,000 |[1,000
Klingenthal 4 1,000 | 0,000 0,107 [0,786 | 0,107 1,000 | 0,000 10,179 0,821 | 0,000 |1,000
Schénheide 5 0,938 10063 [0,219 [0,625 |0,156 [0938 |0,063 |0,156 |0,844 | 0,000 |1,000
Eibenstock 6 0975 10025 10,175 [0,750 [0,075 (0,925 [0,075 [0,175 |0,825 | 0,000 |1,000
Lauter i/ 1,000 10,000 0,104 |0,750 | 0,146 0,854 |0,146 [0,250 |0,750 | 0,000 |1,000
Lauter 8 0,969 0,031 [0,063 [0813 |0,125 [0,969 |0,031 |0,219 [0,781 | 0,000 |1,000
Lauter 9 0,967 0,033 [0,133 [0,817 | 0,050 |[1,000 [0,000 [0250 0,750 | 0,000 |1,000

Lauter 11 10964 |0,036 [0,143 0,500 | 0,357 1,000 | 0,000 |0,179 [0,821 | 0,000 |1,000
Olbernhau 12 | 1,000 | 0,000 0,036 | 0,821 0,143 1,000 | 0,000 [0,179 |0,821 [ 0,000 |1,000
Olbernhau 13 10,939 | 0,061 [0,136 |0,606 | 0258 [0,742 |0258 [0,212 | 0,788 | 0,060 |0,940
Karsdorf 14 1,000 |0,000 [0,123 |0,802 | 0,075 |0,915 |0,085 [0,217 | 0,783 | 0,000 |1,000
Béarenfels 15 [0,990 [0,010 [0,092 [0,816 | 0,092 |[0888 [0,112 [0,18¢ |[0,816 | 0,000 |1,000
Bérenfels 16 | 1,000 [ 0,000 [0,167 ]0,758 | 0,076 [0,924 [0,076 |0.197 | 0,803 | 0,000 |1,000
Altenberg 17 1,000 | 0,000 ]0,080 0,760 | 0,160 [0,940 | 0,060 |[0,180 | 0,820 | 0,000 |1,000
Bielatal 18 10964 |0036 |0.036 (0929 |0,036 |0,893 |0,107 [0,429 [0571 | 0,000 |1.000
Lohmen 19 11,000 10,000 0,118 [0,779 | 0,103 0,926 |0,074 |0,356 | 0,647 | 0,000 1,000
Schandau 20 0,978 [0,022 [0,087 10,837 |0,076 |0,935 [0,065 [0,402 |0,598 | 0,000 |1,000
Schandau 21 [0,980 |0,020 ]0,078 [0.853 [0,069 [0,902 | 0,098 |0,441 | 0,559 | 0,000 | 1,000
Schandau 22 1,000 0,000 (0,109 0,717 10,074 0,870 |0,130 [0,370 | 0,630 | 0,000 | 1,000
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3 Teil B

3.1 Kurze Einfiihrung und Zielsetzung

Zur Wiederherstellung des urspriinglichen 6kologisch stabilen Bergmischwaldes im Erzge-
birge und anderen mitteleuropéischen Mittelgebirgen sollte neben Buche und Fichte vor al-
lem auch die WeiBtanne beriicksichtigt werden, die eine wertvolle Komponente in diesen
Waldokosystemen nach der letzten Eiszeit darstellte (HARTIG, 1986). Allerdings ist es hier-
zu erforderlich, ihre Anpassungsfihigkeit an die gegebenen bzw. zukiinftigen Umweltbedin-
gungen zu verbessern, um einen weiteren Riickgang dieser Baumart zu vermeiden. Da die
Anpassungsfihigkeit einer Art letztendlich auf ihrer genetischen Struktur und damit ihrer
genetischen Variation basiert (BERGMANN et al., 1990), sollte auch bei der Weiitanne die
genetische Struktur der autochthonen Reliktbestinde im Erzgebirge untersucht und mit der
Struktur der noch vitalen Bestiinde in den angrenzenden Mittelgebirgen Siidwestpolens und
der Nordwest-Tschechei verglichen werden. Aufgrund neuerer Studien soll nimlich die Wei3-
tanne der ostdeutschen Mittelgebirge (Erzgebirge) mit der siidwestpolnischen und tschechi-
schen WeiBtanne zu ein- und demselben eiszeitlichen Refugialgebiet gehoren, d.h. die nach-
eiszeitliche Wiederbesiedlung dieser Gebirge erfolgte von denselben Tannenrefugien aus
(KRAL, 1980).

Erkenntnisse aus solchen genetischen Vergleichsuntersuchungen haben auch grofie Bedeu-
tung fiir die Verwendung von nicht-autochthonem Vermehrungsgut bei der Wiederaufforstung
des Erzgebirges, falls die Saatgutmengen der wenigen dort stockenden Reliktbestédnde nicht
ausreichen (LEONHARDT, 1993). Vermehrungsgut (Saatgut, Pflanzgut) von WeiBtannenpo-
pulationen, die zu anderen Refugialgebieten gehdren, 148t unter Umstdnden die Angepafitheit
an die gegenwirtigen Umweltbedingungen und die Anpassungsfihigkeit an zukiinftige Bedin-

gungen in dieser Klimazone vermissen, was zu erneutem Tannensterben fiihren kann.

In unserer Untersuchung sollten daher Reliktbestinde des Erzgebirges und des Thiiringer Wal-
des nicht nur mit Populationen aus Stidwestpolen und der Tschechei, sondern auch mit Popu-
lationen aus dem Fichtelgebirge (Nordbayern), aus dem Schwarzwald und der slovakischen
Niederen Tatra verglichen werden. Diese Vergleiche stiitzten sich dabei auf die genetische
Struktur (Allelhdufigkeiten) an zahlreichen Isoenzym-Genloci sowie auf die daraus berech-
neten Parameter der genetischen Vielfalt und Diversitat. Mit Hilfe des genetischen Abstands-
maBes lieB sich die genetische Ahnlichkeit von Populationen einschitzen, die dann zur Kon-

struktion eines Dendrogramms Verwendung finden sollte.

Neben diesen Populationsvergleichen war auch geplant, die genetische Struktur von Altbdu-
men mit der ihrer Naturverjiingung zu vergleichen, um an einigen ausgewéihlten Standorten
einzelne Komponenten des Paarungssystems der Weifitanne néher zu untersuchen. Durch den

Vergleich zweier Generationen besteht die Moglichkeit, das Ausmaf an Selbst- und Fremdbe-
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MNR-Zonen nachzuweisen, die von zwei separaten Genloci (MNR-A, MNR-B) kodiert wer-
den, wie genetische Analysen gezeigt haben. Der Genlocus MNR-B entspricht dabei dem frii-
heren DIA-A, da die allelische Variation identisch ist. Am Genlocus MNR-A konnte in be-

stimmten Populationen (Siiditalien) ebenfalls Variation beobachtet werden.
Malat-Dehydrogenasen (MDH)

Im Gegensatz zur MDH von Fichte und Kiefer erschien dieses Enzym-System aus Tannen-
extrakten nach Anfirbung der Zymogramme mit der iiblichen Tetrazoliummethode als ein
Komplex, der aus 3-5 Isoenzymzonen, die sich teilweise iiberlappen, zusammengesetzt sein
konnte. Auch durch Variation der Trennpuffersysteme und pH-Werte war es nicht méglich,
eine bessere Auflosung der einzelnen Isoenzymzonen zu erreichen. Somit konnte dieses

Enzymsystem bislang nicht als Genmarker verwendet werden.

Da das System der Malat-Dehydrogenasen in Pflanzen jedoch aus (zu Pyruvat) decarboxylie-
renden und (zu Oxalacetat) nicht-decarboxylierenden Isoenzymen besteht, war die Moglich-
keit gegeben, nur eine dieser Isoenzymgruppen durch spezifische Fiarbung im Zymogramm
sichtbar zu machen. Mit Hilfe einer auf Oxalacetat ansprechenden Farbreaktion (THORMANN
und STEPHAN, 1993) gelang es nun, die nicht-decarboxylierenden MDH-Isoenzyme der
Tanne im Zymogramm nachzuweisen. Insgesamt zeigten sich hierbei nur noch drei Zonen,
von denen eine als Interlocus-Hybridband identifiziert werden konnte. Die genetische Analy-
se ergab weiterhin, da3 die beiden anderen Isoenzymzonen von jeweils einem Genlocus ko-
diert werden, so dal nunmehr zwei MDH-Loci (MDH-A, MDH-C) bei der Weiitanne als
Markerloci verfiigbar sind. An beiden Genloci konnte in dem hier untersuchten Material

allelische Variation festgestellt werden (Tabelle 18).
Phosphoglucomutasen (PGM)

Dieses Enzymsystem besteht bei Fichte und Kiefer aus zwei Isoenzymzonen, die jeweils von
einem Genlocus kodiert werden. Bei der Tanne war bislang nur eine PGM-Zone beschrieben
worden, die zudem kaum Variation gezeigt hatte. Nach lingerer Einwirkung der iiblichen
Tetrazolium-Firbemischung auf die Stirkegele konnte nun eine zweite PGM-Zone, die aus
einem Doppelband besteht, nachgewiesen werden. Nachdem diese Zone in verschiedenen
Herkiinften, vor allem aus Siidosteuropa, Variation zeigte, die einfach zu interpretieren war,
kann postuliert werden, dal sie von einem zweiten Genlocus (PGM-B) kodiert wird. Somit
besitzt auch die Weiltanne zwei Genloci (A und B), welche das PGM-System kontrollieren
(Tabelle 17).
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3.4 Eigenschaften und Verwendungsmoglichkeiten von Isoenzym-
Genmarkern

Zuverlidssige Werte der genetischen Variation und zum Ausmafl an Homozygotie oder
Heterozygotie sind nur zu erhalten, wenn die Allelbesetzung an einzelnen Genloci nachweis-
bar ist. Da bei Waldbaumen physiologische und morphologische Merkmale keine qualitative
Variation zeigen und somit eine Identifizierung der kontrollierenden Genloci nicht erlauben,
ist man hier wie bei vielen anderen Tier- und Pflanzenarten auch dazu iibergegangen, bioche-
mische Merkmale, und zwar elektrophoretisch erzeugte Isoenzymmuster, zu verwenden. Die-
se Isoenzymmuster sind zumeist unabhéngig von der Umwelt, in welcher sich die Individuen
befinden, und werden von nur einem oder wenigen Genloci kontrolliert (BERGMANN et al.,
1989). Nach Identifizierung der kontrollierenden Genloci und Feststellung der Beziehung
zwischen Phinotyp und Genotyp mit Hilfe geeigneter genetischer Analysen kdnnen solche

Isoenzymmuster als Genmarker verwendet und fiir Populationsstudien eingesetzt werden.

Welche Aussagekraft haben nun Daten iiber genetische Diversitéit oder Differenzierung von
Waldbaumarten, wenn sie anhand von Enzym-Genloci (Isoenzymmuster kontrollierende
Genloci) gewonnen wurden? Hierzu muf primér klargestellt werden, dal Enzyme oder
Strukturproteine kodierende Strukturgenloci keine besondere Raritit darstellen, sondern ei-
nen groBen Teil des funktionellen (kodierenden) Genoms der Organismen représentieren,
welches iiber seine Produkte (Enzyme und Proteine) den gesamten Stoffwechsel und den
Aufbau aller Strukturen steuert. Allerdings sind die elektrophoretisch nachweisbaren
Isoenzym-Gensysteme nur eine kleine und nicht-reprasentative Stichprobe des jeweiligen
Genoms, da viele Systeme anderer Proteine (Struktur- und Speicherproteine) und wasser-
unloslicher bzw. membrangebundener Enzyme nicht beriicksichtigt sind. Dennoch kdnnen
diese Enzym-Genloci als Marker fiir viele andere variable Strukturgenloci dienen, wenn sie
sehr zahlreich iiber verschiedene Chromosomen verteilt und mit Gruppen anderer, moglichst
adaptiver Genloci gekoppelt sind. Dariiber hinaus werden an diesen Markergenloci die Kon-
sequenzen solcher Paarungssysteme beobachtbar sein, die das gesamte Genom einer Popula-

tion betreffen, wie z.B. alle Inzuchtsysteme (Verwandtenpaarung).

Die Niitzlichkeit der Isoenzym-Genmarker bei Untersuchungen von Paarungssystemen,
taxonomischen und phylogenetischen Beziehungen sowie Ziichtungsprogrammen héngt auch
von ihrer Klassifizierung als selektionsneutrale oder ,,quasi-neutrale molekulare Merkmale
ab. Da diese Eigenschaft keineswegs in allen Fillen tiberpriift wurde, sollen hierzu noch eini-
ge allgemeine Aspekte diskutiert werden. In verschiedenen Studien an Tier- und Pflanzen-
arten konnte iiberzeugend demonstriert werden, daf3 natiirliche Selektion auch direkt an den
untersuchten Enzym-Genloci angreift, wiahrend in vielen anderen Studien derartige Zusam-
menhinge nicht beobachtet wurden. Wir meinen, da8} eine generell zutreffende Losung dieses

Problems nicht gefunden werden kann, sondern daf} die Eigenschaft ,neutral oder adaptiv*
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fiir die Variation an Enzym-Genloci stets im Zusammenhang mit den jeweiligen Umweltbe-
dingungen der betreffenden Population gesehen werden muB. Es gibt mehrere Beispiele, die
zeigen, daB Isoenzympolymorphismen, die unter optimalen Umweltbedingungen neutral sind,
adaptiv werden konnen, wenn die Population unter extremen Umweltbedingungen (Stref-
bedingungen) leben muB. Eine ausfiihrlichere Beschreibung dieser Zusammenhinge und
weiterfilhrende Literatur findet sich bei BERGMANN (1991).

3.5 Untersuchungsergebnisse

3.5.1 Genetische Variation der Enzymsysteme

Nach Untersuchung von 11 Weitannenpopulationen und mehreren Eltern/Nachkommen- Ver-
gleichen zeigte es sich, daB acht der 19 Genloci generell monomorph sind, d.h. jeweils nur
ein Allel und damit nur einen homozygoten Genotyp bei allen Tannen aufweisen (Tabelle 17).
Die anderen 11 Genloci sind polymorph, d.h. es konnten in mindestens einer Population zwei
oder mehr Allele festgestellt werden (Tabelle 18). Allerdings erwies sich der Genlocus PGM-
B nur bei den Eltern/Nachkommen-Vergleichen im Polenztal als variabel, weshalb er auch
nicht in der Tabelle 18 aufgefiihrt ist. Die polymorphen Enzym-Genloci lassen sich nochmals
in drei Typen unterscheiden: Genloci mit Minorpolymorphismus, hierzu gehéren 6PGDH-B
und PGM-B; Genloci mit Majorpolymorphismus (IDH-A, 6PGDH-A und MDH-C), und
Genloci, welche in der einen Population einen Major-, in der anderen Population aber einen
Minorpolymorphismus aufweisen (GOT-B, GOT-C, IDH-B, MDH-A, AP-A und MNR-B)
(Tabelle 18). Der relativ hohe Anteil an polymorphen Genloci (ca. 60%) und auch das Aus-
mal an Variation an diesen Genloci (Majorpolymorphismen) ist nicht von vornherein zu er-
warten gewesen, da wir mit wenigen Ausnahmen (AP-A, MNR-B) Enzymsysteme des Primér-
stoffwechsels untersucht haben, deren genetische Variation (Alloenzympolymorphismus) im
allgemeinen als gering eingeschitzt wird. Es zeigte sich aber bei der Weiitanne- dhnlich wie

bei vielen anderen Koniferen - auch hier eine relativ groBe Variation.
3.5.2 Genetische Vielfalt und Diversitiit

Aus den Anzahlen der monomorphen und polymorphen Genloci, sowie den dort festgestell-
ten Allelen wurden verschiedene Parameter der genetischen Vielfalt, aus den Hizufigkeits-
verteilungen der Allele Parameter der genetischen Diversitit berechnet. Eine Beschreibung
dieser Parameter und ihrer Formeln finden sich im Teilvorhaben A (Kap. 2.5.3.5.2), die spe-
zifischen Eigenschaften der Diversititsparameter und ihre mathematische Ableitung sind an
anderer Stelle schon ausfiihrlich dargestellt worden (GREGORIUS, 1978), weshalb hier nicht
weiter darauf eingegangen wird. Die Werte der betreffenden Parameter sind in der Tabelle 19
aufgefiihrt; sie sind groBtenteils wesentlich kleiner als die entsprechenden Werte der Tabelle

5 im Teilvorhaben A, was aus der Einbeziehung auch der monomorphen Genloci resultiert.
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Bei Betrachtung der genetischen Vielfalt fillt auf, daf} die meisten Populationen sehr dhnliche
Werte aufweisen, nur Frydlant (Tschechei) zeigt bei allen Parametern die kleinsten Werte,
was allerdings mit der relativ geringsten StichprobengréBe (15 Bédume, siehe Tabelle 16) er-
klirt werden kann. Vergleicht man jedoch diese Daten mit denen anderer Koniferenarten (z.B.
Fichte), so erkennt man, daB die WeiBtannenpopulationen aus dem mittel- und osteuropdischen
Raum eine verhiltnismifig geringe genetische Vielfalt aufweisen. Fiir die Fichtenpopulation
am Brockenhang/Harz konnten beispielsweise viel hohere Werte errechnet werden (P = 0,67,
A/L = 2,17), wobei sehr dhnliche Anzahlen und Typen von Enzym-Genloci untersucht wor-
den waren. Man kann daraus schlieBen, da3 die WeiBtanne auf ihrer Wanderung in diese Areale
oder aufgrund spiter erfolgter starker Einengungen (Bottleneckeffekt) Gene verloren und

damit genetische Vielfalt eingebiifit hat.

Im Gegensatz zur genetischen Vielfalt variieren die Werte der genetischen Diversitit teilweise
betrichtlich zwischen den Populationen (Tabelle 19). Die Genpool-Diversitit (Vpoo) schwankt
zwischen 1,24 und 1,61, die hypothetische gametische Diversitit (vem) zwischen 9,96 und
172,54; in beiden Fillen besitzt Vessertal die geringsten und Ottenhofen die hochsten Werte.
Die Daten der Diversitit spiegeln nicht nur die Anzahl polymorpher Genloci wider, sondern vor
allem die Allelhidufigkeitsverteilungen an den einzelnen Genloci. Viele Genloci mit
Minorpolymorphismus (hohe genetische Vielfalt) konnen durch wenige Genloci mit
Majorpolymorphismus bei der genetischen Diversitét iibertroffen werden, was zur Folge hat,
daB z.B. die Ta-Herkiinfte WeiBenstadt, Ottenhéfen und Nagold mit nicht sonderlich herausra-
genden Werten der genetischen Vielfalt die weitaus grofiten Werte der genetischen Diversitéit
besitzen (Tabelle 19). Allerdings wird hierdurch nicht préjudiziert, dal Vermehrungsgut aus
diesen Herkiinften fiir die Wiederaufforstung von Erzgebirge und Thiiringer Wald am besten
geeignet ist, da fiir diese Fragestellung vor allem die genetische Ahnlichkeit bzw. Verschieden-
heit zwischen Populationen von ausschlaggebender Bedeutung ist. Genetische Ahnlichkeit an
zahlreichen Enzym-Genloci 148t vermuten, daB auch die Anpassungspotentiale der betreffenden

Populationen in einem gewissen Rahmen iibereinstimmen.
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Tab. 18: Zusammenstellung der Allelhdufigkeiten an 10 Enzymgenloci in 12 WeiBtannenpopulationen

AP-A GOT-B GOT-C IDH-A IDH-B 6-PGDH-A 6-PGDH-B | MDH-A MDH-C MNR-B

Al A2 |Bl1 B2 |Cl C2 C3 |Al A2 A3 |Bl B2 |Al A2 A3 |Bl B2 B3|/A2 A3 |Cl C2 C3 |Bl B3
BAR |98,1 1,9 [982 1,8 |54 929 1.8 |125 600 275|127 873 |89 643 26,3 100 98,0 2,0 | 250 14,6 604 |18 932
LAU 926 74 |981 19 |74 90,7 19 |74 722 204|11,1 889 (13,0 53,7 333 100 944 56 | 259 13,0 61,1 100
BAD 94,7 53 | 974 2,6 158 789 53 | 184 600 216|184 81,6 |79 632 289 100 100 23,7 132 632 100
VES |944 5,6 | 919 8,1 83,3 16,751 846 103|128 872 (26 763 21,1 974 26963 3,7 | 11,1 148 74,1 100
KLA | 932 6,8 | 100 20,5 79,5 21,8 57,7 205|182 81,8 127 66,8 20,5 97,7 231977 23 | 11,4 250 63,6 100
FRY [96,7 3,3 | 80,0 20,0| 16,7 83,3 83,3 16,7 | 13,3 86,7 |33 60,0 36,7 100 100 13,3 10,0 76,7 100
MIE (92,1 79 |[947 53 |26 895 79 |263 42,1 31,6|289 71,1 (10,5 474 421 974 2,6 | 100 18,4 184 63,2 100
LAD (94,1 59 (971 29 |59 882 59 |59 61,8 324(59 94,129 529 441 100 100 17,6 23,5 58,8 100
WEI 88,9 11,1] 84,0 16,0( 23,5 72,5 39 |20,0 56,0 240|255 745 |83 479 438 100 92,6 74 | 185 222 593 100
OTT [70,4 29,6| 80,4 19619 849 132|245 585 17,0|41,5 585 |60 540 40,0 100 833 16,77| 444 11,1 444 (21,6 784
NAG|[650 350|750 25,0/ 10,0 650 250|200 70,0 10,0250 750 55,0 45,0 100 90,0 10,0 | 350 10,0 55,0 10,0 90,0
LIP |91,7 8,3 | 100 44 844 11,1292 542 16,7|27,1 729|677 556 378 |89 86,7 44|97,8 22 |244 133 62,2 100
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Tab. 19: Werte der genetischen Vielfalt (M = Anzahl der Allele an allen untersuchten Genloci, P = Anteil
polymorpher Genloci, A/L = mittlere Anzahl Allele pro Locus, A/L* = mittlere Anzahl Allele pro
polymorphen Locus) und der genetischen Diversitit (Vp, = Genpool-Diversitit, v, = hypothetische
gametische Diversitit)

Population i Genetische Vielfalt Genetische Diversitét
‘M P AL AL | Ve Ve
Birenfels 31 0,47 1,63 2,3 1,27 19,17
Lauter 130 0,42 1,58 22 128 18,65
Bad Schandau | 29 0.37 1,53 2,1 133 29,02
Vessertal 130 0,47 1,58 2,2 | 1,24 9,96
Klasterec 29 0,42 1,53 2,1 1,35 35,69
Frydlant 27 0,37 1,42 1,99 1,26 12,85
Miedzygorze 30 0,42 1,58 2,2 1,37 43,21
Ladek 129 0,37 1,53 2,1 | 1,27 16,95
WeiBenstadt | 30 0,42 1,58 2,2 | 1,46 71,37
Ottenhofen 31 0,47 1,63 2,3 1,61 172,54
Nagold 30 0,47 1,58 2,3 1,56 118,97
Liptovsky 31 0,42 1,63 2,3 | 1,38 42,82

3.5.3 Genetische Differenzierung zwischen Populationen

Das AusmaB an genetischer Differenzierung (genetische Ahnlichkeit bzw. Verschiedenheit)
zwischen Populationen kann auf verschiedene Weise quantifiziert werden. Ein allgemein iibli-
ches MaB ist der genetische Abstand (z.B. dO von GREGORIUS, 1974), der die Unterschiede
zwischen den Allelhdufigkeiten eines Genlocus zweier Populationen (oder Stichproben) in
einer MaBzahl widergibt. Da diese Unterschiede von Genlocus zu Genlocus variieren konnen,
wird zur besseren Ubersicht im allgemeinen ein Mittelwert der genetischen Abstinde einzel-
ner Genloci berechnet (Genpool-Abstand=Dxy) und diese Mittelwerte in Form einer Matrix
zusammengestellt. Aus diesen Genpool-Abstidnden kann ein Ahnlichkeitsschema oder
Dendrogramm konstruiert werden, mit welchem dann das Ausmal an genetischer Ahnlich-

keit (oder Verschiedenheit) zwischen allen Populationen diagrammatisch dargestellt wird.

Die genetische Differenzierung zwischen den hier untersuchten 11 WeiBtannenpopulationen
basiert vor allem auf den sehr unterschiedlichen Allelhdufigkeitsverteilungen der Genloci IDH-
A, MDH-C und 6PGDH-A, wie beispielhaft die Abbildung 11 fiir das letztere System zeigt. Der
mittlere genetische Abstand (Genpool-Abstand Dxy) 146t hierbei erkennen, daB3 die Bestéinde
des sichsischen und tschechischen Erzgebirges, des Isergebirges und der polnischen Sudeten
genetisch sehr dhnlich sind, da alle d0-Werte deutlich unter 0.1 liegen, d.h. die genetische Ver-
schiedenheit zwischen zwei Populationen erreicht keine 10% (Tabelle 20). Demgegeniiber erga-

ben sich wesentlich groBere genetische Unterschiede zwischen den Populationen dieses Areals
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und den Schwarzwaldpopulationen Ottenhdfen und Nagold, wie die dO-Werte von 0,14-0,18
belegen (Tabelle 20).

Basierend auf diesen Dxy -Werten wurde ein Dendrogramm (nach der UPGMA-Methode) ent-
wickelt, welches die genetischen Beziehungen zwischen den Populationen anschaulich darstellt
(Abbildung 12). Es 148t erkennen, daf die sdchsischen und siidwestpolnischen WeiBtannen-
bestédnde eine Gruppe bilden, eine weitere Gruppe besteht aus den tschechischen Bestinden und
denen aus dem Thiiringer Wald und dem Fichtelgebirge. Hiervon deutlich abgesetzt erscheint
die Herkunftsgruppe aus dem Schwarzwald. Man kann aus diesen Zusammenhzngen schlieBen,
daf3 der Genpool der Schwarzwald- Tanne sich klar von dem der ostdeutschen, polnischen und
tschechischen WeiBtanne unterscheidet, wobei die Bestéinde aus dem Fichtelgebirge und dem
Thiiringer Wald eine Art Ubergangszone darstellen.

3.5.4 Vergleiche zwischen Altbiumen und Naturverjiingung

Bei den genetischen Vergleichen zwischen einigen Altbdumen und ihrer Naturverjiingung stell-
te sich heraus, daB das Material aus dem Revier Conradswiese (FA Lauter/Erzgebirge) ungeeig-
net war, da ein Teil der jiingeren Tannen nicht von den 6 Altbiumen stammen konnte. Es war zu
vermuten, daf} die tatsdchlichen Eltern sich unter den bereits abgestorbenen Tannen befanden.
Aus diesem Grunde wurden die Untersuchungen auf die Altbdume und ihre Naturverjiingung
(NV) im Naturschutzgebiet Polenztal (Elbsandsteingebirge) beschrinkt.

Insgesamt wurden in einem eng begrenzten Gebiet des Polenztals drei Alttannen (A, B und C)
und die unter den Tannen A und B stockende NV untersucht. Dabei stellte es sich heraus, daB die
Alttanne B und die 8 zugehorigen Jungtannen (eine Jungtanne konnte nicht von B abstammen)
an den meisten Enzym-Genloci fiir das héufigste Allel homozygot sind, so daB eine Aussage
tiber Fremd- oder Selbstbefruchtung nicht getroffen werden konnte. Véllig anders stellten sich
jedoch die Verhiltnisse bei dem Altbaum A und seiner aus 16 Tannen bestehenden NV dar, die
nochmals in zwei Altersklassen (unter 20 Jahre, iiber 20 Jahre) unterteilt werden konnte. Die
Alttanne A war auch an mehreren Genloci homozygot, jedoch nicht immer fiir das hiufigste
Allel, so daf unter der NV zahlreiche heterozygote Genotypen angetroffen wurden. Da diese
Heterozygoten nur aus Fremdbefruchtung entstanden sein konnten, ergibt sich bei Betrachtung
mehrerer Genloci ein minimaler Schitzwert fiir den Anteil der Fremdbefruchtungsnachkommen.
Wie die betreffenden Daten in Tabelle 21 zeigen, erreicht dieser Anteil einen Minimalwert von
80%, d.h. mindestens 80% der NV unter der Tanne A sind aus Fremdbefruchtung entstanden.
Ein Unterschied in diesem Wert zwischen den zwei Altersklassen der NV konnte nicht festge-
stellt werden, so dall anzunehmen ist, daf eine Selektion gegen Selbstungsnachkommen bereits
in fritheren Stadien erfolgt ist. Da die via Pollen eingebrachten Allele nicht von den beiden
anderen Alttannen B und C stammen konnen, muf} die damalige Bestdubung der Alttanne A von

weiter entfernt stehenden Bdumen erfolgt sein.
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Tab. 21: Mindestanteil der aus Fremdbefruchtung entstandenen Nachkommen der Naturverjiingung (NV) unter

Alttanne A
NV unter Tanne A Anzahl Aus Fremdbefruchtung (Anteil)
falsche Nachkommen 1
Nachkommen unter 20J. | 5 4 (0,8)
Nachkommen iiber 20 J. 10 8 (0,8)
Gesamtzahl Nachkommen | 15 12 (0,8)
0,0.0 Genetischer Abstand . 0,20
BARENFELS —
BAD SCHANDAU -
LAUTER
LADEK

MIEDZYGORZE

LIPTOVSKY

KLASTEREC

WEHKIENSTADT

VESSERTAL | ‘

FRYDLAND

OTTENHOFEN 1

NAGOLD

Abb. 12: UPGMA-Dendogramm von 12 Weilltannenpopulationen basierend auf den Genpool-Abstinden (Dxy) in
Tabelle 20

3.6 Diskussion und SchluBfolgerungen

Ausgehend von den genetischen Daten, die an 19 Enzym-Genloci ermittelt wurden, kann fest-
gestellt werden, dal die Weilitanne des Erzgebirges und angrenzender Mittelgebirge eine im
Vergleich zu anderen Koniferenarten nur geringe genetische Vielfalt aufweist. Dariiber hinaus
besitzen diese Populationen auch nur eine geringe genetische Diversitiit, die beispielsweise deut-
lich von der einiger Schwarzwaldpopulationen iibertroffen wird (siehe Tabelle 19). Allerdings
ist diese relativ geringe genetische Variation kein Charakteristikum der Erzgebirgstanne, da so-
wohl fiir die siidwestpolnischen (Sudeten) als auch die tschechischen Populationen (Erzgebirge,
Isergebirge) dhnliche Werte der genetischen Vielfalt und Diversitit ermittelt wurden. Analysen
zur genetischen Differenzierung zeigten dann auch, daf} die ostdeutschen, polnischen und tsche-
chischen Populationen nur geringe genetische Unterschiede aufweisen und sich als Gruppe von
der Schwarzwald-Tanne deutlich absetzen (Abbildung 12). Dieses geographische Variations-
muster spiegelt die postulierte Riickwanderung der Weilitanne aus eiszeitlichen Refugien recht
gut wider, da ein Wanderweg (vermutlich aus Mittelitalien) entlang dem Ostalpenbogen nach

Norden bis nach Mittelpolen gefiihrt haben soll, der moglicherweise im Gebiet der Beskiden,
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Niederen Tatra und Westkarpaten Kontakt mit einem Weitannenvorsto aus den Ostkarpaten
gehabt haben konnte. Die Weilitanne des Schwarzwaldes und der siidbayerischen Areale stammt
jedoch von einer anderen nacheiszeitlichen Einwanderung und z.T. auch aus anderen eiszeitli-

chen Refugien.

Aus den Ergebnissen dieser genetischen Vergleichsuntersuchungen 148t sich der Schluf ziehen,
daB zur Wiederaufforstung des Erzgebirges (und evtl. des Thiiringer Waldes) moglichst
Vermehrungsgut aus dem osteuropdischen Tannenareal verwendet werden soll, obwohl die WeiB3-
tanne des Schwarzwaldes und anderer Areale Westeuropas eine wesentlich hohere Diversitéit an
den analysierten Enzym-Genloci aufweist. Da die Werte der Diversitét nicht unbedingt mit dem
adaptiven Potential einer Population gleichzusetzen sind, sollten zur Abschitzung einer langer-
fristigen (evolutiondren) Anpassungsfihigkeit einer Population andere Parameter herangezogen
werden, wie z.B. das latente adaptive Potential (LP, siche BERGMANN et al., 1990). Das LP
entspricht der Differenz zwischen Anzahl Allele und Diversitit (effektive Anzahl Allele) und
reprisentiert damit die Menge der selteneren Allele, die unter Umstanden bei groBeren Umwelt-
verschiebungen zu adaptiven Allelen werden und fiir die Anpassung der Population Bedeutung

erlangen konnen.

In der Tabelle 22 sind fiir einige WeiBtannenpopulationen die LP-Werte fiir den Genpool (Mit-
telwerte iiber 10 polymorphe Genloci) aufgefiihrt und man sieht, daf} die Erzgebirgspopulationen
die weitaus héchsten Werte besitzen, wihrend die Schwarzwaldpopulationen die niedrigsten
Werte aufweisen. Die LP-Werte der polnischen Populationen #hneln eher denen des Erzgebir-
ges. Auch dieser Befund spricht dafiir, kein Vermehrungsgut aus dem siidwestdeutschen Areal

zur Wiederaufforstung des Erzgebirges zu verwenden.

Tab. 22: Werte des latenten genetischen Potentials (LP) bezogen auf den Genpool fiir sieben Populationen

Population LP-Wert fiir Genpool
Birenfels 0,869
Lauter 0,789
Bad Schandau 0,610
Miedzygorze 0,628
Ladek 0,696
Ottenhofen 0,566
Nagold 0,537

Wie die Ergebnisse im Projektteil A gezeigt haben, ist die Inzuchtdepression in den letzten
Samenproduktionen sehr hoch, was sich in einem sehr hohen Hohlkornanteil und nur geringer
Keimkraft bei den restlichen vollen Samen widerspiegelt. Im Gegensatz hierzu steht der hohe
Anteil an Fremdbefruchtungsnachkommen, die unter der Naturverjiingung einer Alttanne ge-
funden wurden (siche Tabelle 21). Da dieser Anteil von etwa 80% auf der Analyse von nur fiinf

polymorphen Genloci basiert, muf} er als Minimalwert eingeschitzt werden, d.h. der Anteil an
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Fremdbefruchtungsnachkommen wird wahrscheinlich hoher, vielleicht iiber 90% liegen. Hier-
bei ist zu beriicksichtigen, dafl die Alttannen im Polenztal, gemischt mit anderen Baumarten,

relativ weit auseinander stehen, was eher fiir eine hohere Selbstungsrate spricht.

Fiir diese primér widerspriichlichen Ergebnisse konnen verschiedene Ursachen verantwortlich
sein. Einmal konnte auch bei einer hohen Selbstbefruchtungsrate ein GroBteil (oder alle) der
Selbstungsnachkommen im Verlauf der frithen Ontogenese durch Selektion ausgemerzt werden,
so daB in spéteren Jahren nur noch weitgehend fremdbefruchtete Tannen in den Populationen
existieren. Zum anderen wire auch denkbar, da die als Inzuchtdepression angesehenen
Reproduktionsausfille tatsdchlich nicht so sehr durch Selbstbefruchtung verursacht werden,
sondern durch Stérungen der Befruchtungsvorginge infolge starker Immissionsbelastung, wie
dies fiir andere Waldbaumarten mehrfach nachgewiesen wurde (VENNE et al., 1989). Die im
Polenztal wachsenden jiingeren Tannen entstammen vielleicht Samenproduktionen, die weni-
ger durch Immissionseinwirkung belastet waren. Letztendlich muf auch in Betracht gezogen
werden, dal die untersuchte Naturverjiingung im Polenztal nicht allein von der Alttanne A ab-
stammt (evtl. sind einige Mutterbdume vor mehr als 20 Jahren abgestorben) und somit auch
nicht als aus Fremdbefruchtung entstandene Nachkommen angesehen werden darf. Dagegen
spricht allerdings, daf bis auf ein Individuum alle anderen Jungtannen ein Allel aller untersuch-
ten Genloci mit dem Altbaum A gemeinsam haben, was z.B. mit den Alttannen B und C nicht
der Fall ist.
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4. Teil C
4.1 Zielsetzung

Das Paarungssystem von Waldbaumpopulationen entscheidet iiber die Kombination von Al-
lelen zu Genotypen und damit auch iiber die Weitergabe genetischer Variation von den

Elterngenerationen an die Nachkommenschaften.

Ein geringer Heterozygotiegrad, wie er in den bedohten mitteleuropdischen Weiltannen-
populationen anhand von Isoenzym-Genmarkern festgestellt wurde (BERGMANN, 1991), 148t

in diesem Zusammenhang zwei fundamentale Riickschliisse zu:

a) die genetische Vielfalt der betreffenden Populationen ist allgemein gering und/oder

b) es liegen Storungen im Paarungssystem vor, wie z.B. geringe reproduktionseffektive
PopulationsgroBe, groBe Entfernung der paarenden Elternindividuen zueinander, sexuelle
Asymmetrie, umweltbedingte Fertilitidtsselektionen.

Die unter a) genannte Voraussetzung ist durch Untersuchungen der genetischen Struktur be-
stitigt worden. Danach zeigen mitteleuropdische Weiitannenpopulationen eine im Vergleich
zu siideuropiischen Populationen deutlich geringere genetische Vielfalt (BERGMANN et al.,
1990).

Zu b): Okologisch-genetische Untersuchungen zum Reproduktionssystem unter Schad-
stoffeinfluf konnten bisher folgendes zeigen. Bei der Kiefer ist ein Zusammenhang zwischen
Zapfenzahl und Bonitur der Waldschadenserhebung belegt (THORMANN und SCHOLZ, in
Vorbereitung). Andere Untersuchungen ergaben, dafl Reproduktionssysteme im besonderen
MaBe selektionsempfindlich sind. So wurde unter dem EinfluB} von Schadstoffen eine unter-
schiedliche genotypenabhiingige Fertilitdt beobachtet (VENNE et al., 1989; SCHOLZ und
VENNE, 1992).

Die in Teilvorhaben A und B ermittelten geringen Heterozygotiegrade der erzgebirgischen
Tanne treten oft mit phinotypischen Merkmalen einer Inzuchtdepression (siehe Teilvorhaben
A) auf. Teilvorhaben C widmet sich der Untersuchung der beobachteten Phinomene auf der
Basis von Elternschaftsanalysen. Am Beispiel einer Reliktpopulation sollen Elternschafts-
analysen raumliche und zeitliche Verteilungen elterlicher Allele in den Nachkommenschafts-
populationen aufzeigen. Eine derartige Analyse 148t Riickschliisse auf zuriickliegende Ereig-
nisse und somit auch auf Stérungen im Reproduktionsgeschehen der untersuchten Tannenpo-
pulationen zu. Beispielhaft werden dann auch in den ausgewihlten Reliktpopulationen die

Anzahl der Selbstungsnachkommen bzw. der Grad der Inzucht zu ermitteln sein.

Im Teilvorhaben C wird hierzu ein neuer methodischer Weg beschritten. Mit Hilfe von
molekularbiologischen Techniken soll die Zuordnung von Nachkommen zu ihren Eltern di-
rekt auf Nukleinsidure-Ebene erfolgen. Die auf diesem Wege erzielten Ergebnisse werden mit

denen in derselben Reliktpopulation auf Isoenzym-Ebene (Teilvorhaben B) gewonnenen Da-
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ten verglichen. Der Vergleich bietet somit zugleich die Moglichkeit einer Verwendbarkeits-

und Effizienzpriifung der neuen Methode.

Zusammen mit den Isoenzym-Daten konnen die Ergebnisse der molekularen Elternschaftsana-
lysen als Grundlagen fiir eine waldbauliche Gestaltung der Tannenwélder im Erzgebirge ge-
nutzt werden. Die abzuleitenden Vorgehensweisen haben dann insbesondere die waldbauliche
Basis fiir ein die Weitergabe der genetischen Information gewihrleistendes Paarungssystem
im Blick.

Abbildung 13 zeigt eine Altbaum-Naturverjiingungs-Insel von Weiitanne im Polenztal, in einer

der drei ausgewihlten Reliktpopulationen fiir die Elternschaftsuntersuchungen.

Abb. 13: Altbaum-Naturverjiingungsinsel im Polenztal, Elbsandsteingebirge

4.2 Losungsweg

Elternschaftsanalysen bzw. Abstammungsrekonstruktionen erfolgen iiber die genetische Zuord-
nung von Nachkommen zu ihren Eltern. Dies ist dann méglich, wenn die genetischen Merkmale
der Nachkommenschaft, an welchen deren Eltern erkennbar sein sollen, bei allen als Eltern in
Frage kommenden Altbdzumen individuelle Unterschiede zeigen und detektierbar sind. Ferner
muf} gelten, daB die Weitergabe dieser genetischen Merkmale gemiB den GesetzmiBigkeiten
der Mendelschen Vererbung erfolgt.
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Die in der Populationsgenetik etablierte Methode zur Ermittlung der genetischen Struktur von
Waldbaumpopulationen stellt die Untersuchung von Isoenzym-Gensystemen dar. Die relativ
geringe Anzahl verfiigbarer Isoenzym-Gensysteme jedoch bedeutet, dal Isoenzymmuster fiir
unsere Fragestellung nur begrenzt hilfreich sind. Gerade bei der Unterstellung von Verwandt-
schaftsbeziehungen zwischen den Elternbdumen in den betreffenden Reliktpopulationen er-
scheint es sinnvoll, die Suche nach genetischen Unterschieden auf sogenannte hypervariable
Bereiche des Genoms zu lenken. Der Losungsweg, der sich daraufhin fiir das Teilvorhaben C
auftut, liegt in der Anwendung molekulargenetischer Methoden zur Detektion von Unterschie-
den direkt auf der Ebene der Nukleinsiure (DNA-Polymorphismen). Hierzu ist es erforder-
lich, die bereits fiir viele Bereiche der Pflanzenwelt etablierten molekularbiologischen Tech-
niken zunichst fiir den “Waldbaum™ Tanne und dann fiir die Fragestellung des Projektes ver-

fiigbar und anwendbar zu machen.

Da fiir das gesamte Genom eine unmittelbare Analyse der Basenabfolge und damit ein unmit-
telbares Erkennen von DNA-Polymorphismen nicht zweckmiBig ist, erstreckt sich die Suche
nach DNA-Unterschieden auf das Erkennen von Lingenunterschieden von DNA-Fragmen-
ten. Letztere werden auf verschiedenen molekularbiologischen Wegen erzeugt, wobei diese
Erzeugung natiirlich wiederum auf Unterschieden in der Basenabfolge beruhen. Die zwei

prinzipiell unterschiedlichen Zugénge zu den sogenannten Fragmentléngenpolymorphismen

sind zum einen PCR-Techniken (PCR=Polymerase-Chain-Reaction), die z.B. zur Detektion
von RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA) fiihren. Alle anderen Verfahren basieren
auf einer Hybridisierung von DNA-Restriktionsfragmenten mittels spezieller Sonden und
dienen der Ermittlung von RFLPs (=Restriction-Fragment-Length-Polymorphisms). Die
Methode der Wahl ist zunichst die letztgenannte, da die RFLPs eine unabdingbare Vorausset-
zung fiir Abstammungsrekonstruktionen erfiillen, sie sind niamlich kodominante Marker, d.h.
jeder zu einem Locus gehdrende DNA-Abschnitt wird im Pherogramm sichtbar (GILLET,
1992). Im folgenden ist das Prinzip der Fragmenthybridisierung dargestellt und erlautert.

4.2.1 Einfiihrung in die Methode

Abbildung 14 zeigt in vereinfachter Form die zur Fragmenthybridisierung notwendigen
Schritte.

Am Anfang der Prozedur steht die Isolierung der DNA. Es folgt das Schneiden der DNA
mittels sogenannter Restriktionsendonukleasen. Hierbei erkennt das jeweilige Enzym seine
DNA-Schnittstelle an einer spezifischen Sequenz von vier bis sechs Basenpaaren. Auf diese
Weise entstehen DNA-Fragmente, deren unterschiedliche Linge wiederum auf individuellen
Unterschieden in der Basenabfolge der DNA beruhen. Trennt man die Fragmente iiber ein

Agarose-Gel elektrophoretisch auf, so sind auf Grund der Komplexitéit des Genoms die zahl-
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reichen Fragmente nicht unterscheidbar, sie sind stattdessen iiber die gesamte Lauflinge des
Gels lediglich als “Schmier” erkennbar (vgl. Abbildung 17).

Das “Unterscheidbarmachen” der Fragmente erfordert die folgenden Schritte. Die DNA-Frag-
mente werden noch im Agarose-Gel einzelstrangig gemacht und dann unter Wahrung ihrer
Lage zueinander auf eine Hybridisierungsmembran iibertragen. Anschliefend kénnen be-
stimmte Fragmente “sichtbar” gemacht werden, indem eine zuvor markierte einzelstrangige
DNA aus einem Organismus derselben Art (= homologe Sonde) oder aus einem Organismus
einer anderen Art (= heterologe Sonde) mit der zu untersuchenden DNA hybridisiert wird.
Dieses Verfahren wird Southern Blot genannt. Die Markierung der im Vorhaben eingesetzten
DNA-Sonden erfolgte auf nicht-radioaktive Weise, d.h. die von der markierten und hybridi-
sierten Sonde ausgehenden Signale werden als Chemiluminiszenz auf einem Rontgenfilm auf-
gefangen. Individuelle Unterschiede zwischen einzelnen Biumen dokumentieren sich auf dem
Rontgenfilm letztlich in einem Muster unterschiedlich lokalisierter Banden (Fragment-
langenpolymorphismen). Die Individuen hinterlassen auf diese Weise ihren spezifischen

genetischen Fingerabdruck (DNA-Fingerprinting) und konnen nun miteinander verglichen
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Abb. 14: Schematische Ubersicht iiber das Verfahren der Fragmenthybridisierung

4.2.2 Erkenntnisstand

Neuere molekularbiologische Methoden finden bisher auf zwei Ebenen Eingang in genetische

Untersuchungen an Waldbaumarten:

a) Strukturanalysen der DNA
Im Rahmen von forstgenetischen Fragestellungen dienen Strukturanalysen der DNA allgemein

der Ermittlung genetischer Variabilitit; und zwar sowohl der Ermittlung von interspezifischer
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Variabilitdt als auch der Erfassung von genetischer Variabilitdt zwischen und innerhalb von
Waldbaumpopulationen. Fiir das Koniferen-Genom liefern NEALE und WILLIAMS (1991)
eine Ubersicht zur Kartierung von Restriktionslingenpolymorphismen und deren Einsatzmog-

lichkeiten in der Forstgenetik und in der Forstpflanzenziichtung.

Speziell zur interspezifischen genetischen Variabilitit liegen Untersuchungen vor, welche an-
hand von zumeist RFPLs der Chloroplasten-DNA (cpDNA) phylogenetische Beziehungen
zwischen Arten einer Gattung beleuchten (SZMIDT et al., 1991; WANG et al., 1991;
KORMUTAK et al., 1993). Chloroplasten-DNA wird ebenfalls mit Blick auf eine molekular-
genetische Unterscheidbarkeit von Stiel- und Traubeneiche (KREIKE et al., 1991; PETIT et
al., 1993b) untersucht. Daneben werden Analysen der cpDNA zur Beschreibung von Gen-
fliissen zwischen Arten und somit vor allem zur Beschreibung von Introgressionszonen her-
angezogen (WAGNER et al., 1987).

Zur Ermittlung der genetischen Diversitit von Waldbaumarten auf Populationsebene werden

zunehmend molekularbiologische Methoden eingesetzt. Im Rahmen eines EU-Projektes “Ent-
wicklung und Anpassung molekulargenetischer Screeningmethoden zur Erfassung genetischer
Diversitit von Waldbaumarten” widmen sich 12 Teilnehmer aus sechs européischen Léndern
der Methodenoptimierung. Unter der Koordinierung des Institutes fiir Forstgenetik der
Bundesforschungsanstalt fiir Forst- und Holzwirtschaft (F. SCHOLZ) werden an ausgewihlten
Leitbaumarten europdischer Waldokosysteme DNA-Polymorphismen identifiziert und der
genetischen Analyse unterzogen. Zu den ausgewihlten Waldbaumarten zdhlt auch die euro-
péische Weiltanne.

Parentalanalysen auf Nukleinsdureebene, wie im vorliegenden Teilvorhaben zu erarbeiten,
liegen fiir Waldbaumarten noch nicht vor. Einzig aus einer DNA-Fingerprinting-Untersuchung
beim Apfel geht hervor, daB in einer Samenplantage, bestehend aus drei verschiedenen Apfel-
sorten, innerhalb einer ausgewihlten Stichprobe von Samlingen die Viter identifiziert wer-
den konnten (NYBOM und SCHAAL, 1990). Wenn, wie in unserem Fall, innerhalb einer
Population Elternschaftsanalysen durchgefiihrt werden sollen, ist die hierfiir erforderliche

Detektion von DNA-Polymorphismen auf Individuumebene ein erster und notwendiger

Schritt. Hierzu liegen fiir einige Waldbdume mittlerweile Ergebnisse vor. Eine kurze Litera-
turauswahl soll im folgenden gegeben werden: Pinus: HONG et al., 1993; DONG und WAG-
NER, 1994; KARVONEN und SAVOLAINEN, 1994; Picea: HEINZE, 1993; Populus:
STOEHR und SINGH, 1993; Quercus: PETIT et al., 1993a.

b) Uber Strukturanalysen hinausgehende Untersuchungen der Nukleinsduren finden sich in
jlingster Zeit bei molekularbiologischen Experimenten zur Genexpression. Hier wurden bei
verschiedenen Baumarten unter Schadstoffbelastung differentielle schadstoffinduzierte Gen-
expressionen festgestellt (SCHNEIDERBAUER et al., 1989; ETSCHEID et al., 1993).
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4.3 Material

Fiir die Elternschaftsanalysen im Teilvorhaben C wurde von Forschungspartner A Nadel-

material aus drei Reliktpopulationen (I - IIT) zur Verfiigung gestellt:

MATERIALTI: Polenztal (Forstamt Lohmen; Revier Hohenstein) -

Elbsandsteingebirge
Altbaum A 16 Tannen aus Naturverjiingung (Alter < 20 Jahre)
Altbaum B 9 Tannen aus Naturverjiingung (Alter < 20 Jahre)
MATERIAL II:  NSG Riedert (Forstamt Schonheide; Revier Torfhaus)
15 Altbdume 20 Tannen aus Naturverjiingung

MATERIAL III: Forstamt Lauter; Revier Conradswiese
Altbaum Nr. 351 23 Tannen aus Naturverjiingung

Die Charakterisierung dieser Reliktbestinde findet sich im Bericht des Forschungspartners A.
Das Nadelmaterial wurde sofort nach Beerntung tiefgefroren, in diesem Zustand transportiert

und gelagert.

Um die molekularbiologischen Arbeiten zunéchst an der Baumart Tanne zu etablieren, wurde
Material aus dem Arboretum im Institutsgeldnde eingesetzt. Hierbei handelt es sich um folgen-
de Herkiinfte:

1. WeiBtanne (Abies alba Mill.) Forstamt Bodenmais - Bayerischer Wald

2. WeiBtanne (Abies alba Mill.) Rospa Sorba - Korsika

3. Weilltanne (Abies alba Mill.) Lukow-Jata und Lukow-Mrocki - Polen

4.4 Methoden und Ergebnisse

4.4.1 DNA-Isolierung

Die Isolierung von genomischer DNA aus den Nadeln der Tanne stellte eine erste groe metho-
dische Hiirde dar. Die fiir andere Pflanzenarten erfolgreich eingesetzten Standard-Extraktions-
verfahren scheiterten bei der Tanne zunéchst aufgrund deren hoher Gehalte an Phenolen, Terpe-
nen und Harzen sowie Polysacchariden. Auf der biochemischen Grundlage eines von
GUILLEMAUT und MARECHAL-DROUARD (1992) entwickelten Verfahrens konnten die
eigenen DNA-Extraktionen biochemisch und vor allem technisch optimiert werden. So kénnen
nach dem eigenen Verfahren (ZIEGENHAGEN et al., 1993) auf der Basis nur geringer Nadel-
einwaagen sowohl die Extraktionseffizienz im Eppendorf-Gefi-MaBstab auf ein Vielfaches
gesteigert als auch gleichzeitig die Kosten gesenkt werden. Dies ist wegen der fiir die Fragestel-

lung zu untersuchenden hohen Individuenzahl unabdingbar.
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Ergebnis:

Im Minipriparationsverfahren wurden im Mittel (ca. 300 Wiederholungen) 80 mgDNA/g Nadel-
frischgewicht gewonnen, maximal konnte eine Ausbeute von 200 mgDNA/g Nadelfrischgewicht
erzielt werden. Im Gegensatz zu KREIKE (1990), welcher DNA erfolgreich aus den Plumulae
der Knospen von Abies alba extrahiert, hat die Extraktion der DNA aus der Nadel den Vorteil,
daB sie aus ganzjihrig vorhandenem Gewebe erfolgt. Bei der Knospenextraktion besteht au-
Berdem die Gefahr, daB sehr junge Individuen durch die Knospenbeerntung letal geschidigt
werden konnten. Diese Gefahr besteht jedoch nicht bei dem von uns entwickelten Verfahren,
welches auf extrem geringen Ausgangsmengen basiert. Tabelle 23 stellt einmal die herkémmli-

chen Verfahren der eigenen entwickelten Minipréparationstechnik gegeniiber.

Tab. 23: Gegeniiberstellung herkdmmlicher Verfahren zur entwickelten DNA-Minipréparationstechnik

Herkommliche DNA-Extraktion Minipréparation
| (ZIEGENHAGEN et al., 1993)
Equipment: Fliissiger Stickstoff Equipment: Fliissiger Stickstoff
Morser, Sand RENTSCH-Schwingmiihle mit 2 Teflon-
aufnahmegefdBen fiir je 5 Reaktionsgeféle
| (1,5-2,0 ml)
Einwaage: 1-10 g Nadelfrischgewicht Einwaage: 200-300 mg Nadelfrischgewicht

entsprechend 15-30 Nadeln
Homogenisierung von 1 Probe (=1 Individu- Homogenisierung von 10 Proben (=10 Indi-
um) innerhalb von 8-10 Minuten viduen) innerhalb von 6 Minuten

J

Erhohung der Effektivitit durch Verkiirzung der Homogenisierungsdauer um 1/10 bis 1/12

AnschlieBende Untersuchungsschritte in | AnschlieBende Untersuchungsschritte in
grofvolumigen GefédBen (20-50 ml) ' ReaktionsgefiBen (1,5-2,0 ml)

U

Erhohung der Effektivitit durch Zeitersparnis bei
Zentrifugations- und Pipettierschritten

und
Kostenersparnis durch Minimierung der eingesetzten Chemikalien

Abbildung 15 zeigt in einer Frontansicht die zur Homogenisierung der Nadeln eingesetzte
Schwingmiihle, welche wesentlich zu der Effektivititssteigerung des DNA-Aufschlusses bei-
tragt.
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Abb. 15:Frontansicht der Schwingmiihle. Zustzlich Blick in das offene Teflon-GefiB mit 5 Bohrungen zur
Aufnahme von Eppendorf-GefiBen.

Abbildung 16 dokumentiert das Ergebnis der DNA-Extraktion auf dem Agarose-Gel. Hoch-
molekulare DNA ist im Bereich von ca. 23 KB des DNA-Lingenstandards als distinkte Bande

zu erkennen.

Abb. 16:Ungeschnittene hochmolekulare DNA nach der Extraktion in jeweils 3 Verdiinnungen. Spuren 1-18
genomische DNA, M= Lingenstandard (A Hind III).
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4.4.2 Restriktion der DNA

Die gewonnene genomische Tannen-DNA hat eine Lange von im Mittel 23-30 KB und erweist
sich fiir nahezu alle von uns verwendeten Restriktionsenzyme als komplett schneidbar. Dieses
ist die entscheidende Voraussetzung fiir die Detektion von genetischen Unterschieden. Der so-
genannte “Dau” (Digestion) der DNA durch eine Vielzahl von Enzymen erhoht die Wahrschein-
lichkeit fiir das Auffinden von Schnittstellen, an denen sich Individuen durch eine Verinderung
in der speziellen Erkennungssequenz fiir das jeweilige Enzym unterscheiden koénnten. Betrach-
tet man die Wahrscheinlichkeit, Polymorphismen zu detektieren, als eine Funktion von zwei
variablen GroBen, so stellen die Restriktionsenzyme die eine und die spéter zu beleuchtenden
DNA-Sonden die andere variable GroBe dar. Vor diesem Hintergrund wurde zunichst eine Viel-

zahl von Schneideexperimenten mit der Tanne durchgefiihrt.

Ergebnis:
Die insgesamt gute Schneidbarkeit der Tannen-DNA bestitigt riickwirkend auch die gute Qua-

litit der extrahierten genomischen DNA. Folgende in der Molekularbiologie héufig verwendete

Restriktionsenzyme wurden eingesetzt:

Kpn I, Eco RV, Xba I, Hind III, Bam HI, Pvu II, Eco RI, Sma I, Pst I, Sac I, Dra 1

Hinf1

Rsal, Msp I, Taq I, Alu I, Hae III, Mbo 1

Die Enzyme Kpn I bis einschlieBlich Dra I sind sogenannte 6er cutter, d.h. ihre Erkennungssequenz
besteht aus einer Kombination von sechs Basen, Hinf [ ist ein Ser cutter, und die Enzyme Rsa [
bis einschlieBlich Mbo I stellen 4er cutter dar.

Von den auf Schneidfihigkeit gepriiften Enzymen fielen Kpn I, Xba I und Msp I aus allen an-
schlieBenden Untersuchungsschritten heraus, da sie kein befriedigendes “Dau-Ergebnis” zeig-
ten. Abgesehen davon, daB es sich hierbei um “sensible” Enzyme handelt, die oftmals bereits
hochempfindlich auf suboptimale Pufferbedingungen reagieren, konnen auch Methylierungen
der DNA fiir ein Versagen der Enzyme verantwortlich sein. Dieses ist um so eher wahrschein-

lich, je methylierungssensitiver die Enzyme sind.

Beim Einsatz der Enzyme zeigte sich auch in unseren Experimenten, daf} die 4er cutter im
Vergleich mit den Ser cuttern und vor allem im Vergleich mit den 6er cuttern eine relativ hohere
Anzahl kleinerer DNA-Fragmente liefern. Mehrfache Wiederholungen der DNA-Extraktion am
selben Individuum ergaben nach dem Schnitt der DNA reproduzierbare Laufmuster fiir das
jeweilige Enzym. Die Reproduzierbarkeit der Laufmuster ist ein erster Hinweis darauf, daf die
entstandenen Fragmente auf den Schnitt der Restriktionsenzyme und nicht auf mechanische
bzw. auf unspezifische enzymatische Abbauprozesse wihrend der Extraktion zuriickzufiihren
sind. Ein zweiter und exakterer Beleg fiir die im eigenen Experiment gewihrleistete Wiederhol-

barkeit findet sich in Kap. 4.4.5. Hier wird die aus jeweils zwei verschiedenen Aufschliissen
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extrahierte DNA ein und desselben Genotyps hybridisiert, wobei die Hybridisierungsprodukte,
sichtbar als Bandenmuster, exakt dieselben sein miissen.

Abbildung 17 zeigt exemplarisch typische Laufmuster von DNA, die mit verschiedenen
Restriktionsenzymen geschnitten wurde. Die “gedaute” DNA, mit von oben nach unten abneh-

menden Fragmentldngen, ist wegen der groBen Zahl unterschiedlicher Lingen als “Schmier”
sichtbar.

e
| 3

u1||nrr1un!|ml|

Abb. 17:Typische Restriktionsmuster von Tannen-DNA. 1-2 Alu I, 3-5 Mbo I 4-5 (ausgefallen), 6-7 Hae I1I, 8-9
Eco RI, 10-11 Xba I, 12-13 Tag I, M= Lingenstandard (KB Ladder).

4.4.3 Wahl der Sonde

Fiir die Weitanne stehen noch keine homologen Sonden zur Verfiigung. Es muBte daher auf
heterologe Sonden bzw. auf synthetische Sonden zuriickgegriffen werden. Immer bedeutet die
Verwendung von nicht-homologen Sonden einen zusétzlichen Aufwand an Optimierung, vor
allem fiir die Optimierung der Hybridisierungsbedingungen. Dieses gilt besonders im vorlie-
genden Fall, wenn in Ermangelung eines Isotopenlabors eine nicht-radioaktive Markierung der
DNA-Sonden vorgenommen werden muB. Fiir nicht-radioaktiv markierte Sonden wurde oft-
mals eine geringere Sensitivitit beim Auffangen der Signale auf dem Rontgenfilm unterstellt.
Wenngleich eine Vielzahl von Untersuchungen dieses nunmehr widerlegt (ALLEFS et al., 1990;
NEUHAUS-URL und NEUHAUS, 1993), so erfordert das Arbeiten ohne Radioaktivitit immer

noch zusétzliche und aufwendige Anpassungsschritte an das jeweilige Versuchsobjekt.
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Die Sonde stellt nach dem Restriktionsenzym die zweite variable Grofe dar, wenn es darum
geht, eine fiir die Fragestellung optimale Fragmenthybridisierung vorzunehmen. Prinzipiell

stehen fiir Fragmenthybridisierungen folgende Sonden zur Verfiigung:

a) single-copy-Sonden

b) high-copy-Sonden

zu a) Single-copy-Sonden entsprechen DNAs, welche in der Regel fiir ein “single-locus-Gen”
kodieren. Fiir die Tanne im eigenen Experiment wurden zwei heterologe Sonden aus einer Fich-
ten cDNA-Bank bereitgestellt (Institut fiir Physikalische Biologie der Universitit Diisseldorf,
Prof. Riesner). Diese Sonden schieden fiir unsere Fragestellung aus, da zu erwarten ist, daf ihr
Informationsgehalt den einer Isoenzym-Untersuchung kaum iibertreffen kann. D.h. selbst unter
der Voraussetzung, daB die allelische Diversitit des betreffenden Gens auf DNA-Ebene zu
detektieren sei, sind die Individuen innerhalb eines Bestandes auf diese Weise wohl kaum zu

unterscheiden.

Zu b) High-copy-Sonden sind DNAs, welche in hoher Kopienzahl im Genom der Organismen
vorkommen. Es kann hierbei zwischen folgenden Sonden unterschieden werden. Zum einen
treten diese DNAs als sogenannte repetitive Sequenzen auf. D.h. kurze Motive von
Nukleotidsequenzen (= oligonukleotide Sequenzen) liegen in hoher Kopienzahl im Genom
vor. Von ihnen ist bekannt, daB sie nicht fiir Proteine kodieren. Thre Funktion aber ist noch
weitestgehend unerforscht. Von diesen DNA-Bereichen weifl man jedoch, daf sie hoch variabel
sind. Als Sonde eingesetzt, konnen sie im sogenannten Fingerprinting ein ausgepragtes Muster
von vielen und zwischen Individuen deutlich unterscheidbaren Banden erzeugen. Was sich im
humanen und tierischen Bereich deshalb als Methode der Wahl fiir Parentalanalysen erwiesen
hat, ist im Pflanzenreich bisher “lediglich” zur Unterscheidung von Sorten und Rassen erfolg-
reich eingesetzt worden (BIERWERTH et al., 1992; BEYERMANN et al., 1992; WEISING et
al., 1989). Obwohl zudem methodisch noch nicht an Waldbdume adaptiert, fiel auch fiir unsere
Parentalanalyse bei nah verwandten Elternindividuen die Wahl auf kurze synthetisch hergestell-
te Nukleotidsequenzen mit folgenden Motiven: (GTG)s, (GGAT)s und (GATA ).

Zum anderen gibt es im Genom der Organismen auch Gene in hoher Kopienzahl. Es handelt
sich zumeist um Gene, die fiir Strukturproteine (z.B. Legumin) oder aber auch fiir ribosomale
RNA kodieren. Bei der Wahl einer geeigneten Sonde entschieden wir uns ebenfalls fiir
Fragmenthybridisierungen mit einer solchen rDNA-Sonde aus dem Weizen. Diese wurde von
der Angewandten Molekularbiologie der Pflanzen der Universitit Hamburg (Prof. LORZ) zur
Verfiigung gestellt und neben den o.g. oligonukleotiden Sonden auf ihre Eignung zur Losung
unserer Fragestellung gepriift. Folgende Uberlegungen fiihrten zur Wahl dieser Sonde, deren
ausfiihrliche Charakterisierung sich bei GERLACH und BEDBROOK (1979) findet. Die DNA,
die fiir cytoplasmatische ribosomale RNA kodiert, tritt im Genom in der Regel als Zweier-

Anordnungen von Strukturgenen auf. Diese wiederum befinden sich in bis zu 10* Kopien im
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pflanzlichen Genom und sind hier zumeist auf verschiedenen Chromosomen angeordnet. Nach
Hybridisierungen mit einer solchen Sonde kénnen also die fiir Fingerprints charakteristischen
umfangreichen Bandenmuster auftreten. Die rDNA Sonden bestehen neben den o.g. Struktur-
genen auBlerdem aus zwischen diesen gelegenen sogenannten “Zwischen-Gen-Abstandsstiicken
(= Intergenic Spacer = IGS). Im Anhang (i) ist die rDNA-Sonde aus dem Weizen schematisch
dargestellt. Die Kombination von hoch konservativen Strukturgenen und dem IGS lieR die rDNA-
Sonde fiir unsere Zwecke geeignet erscheinen. Zum einen erlaubt namlich der extrem konserva-
tive Charakter der Strukturgene ein nahezu stringente Hybridisierung mit der DNA eines dem
Weizen genetisch entfernten Organismus wie der Tanne. D.h. der Hybridisierungsprozess kann
auf biophysikalische Bedingungen eingestellt werden, welche demjenigen theoretischen Tm
(Schmelzpunkt) entsprechen, bei welchem keine Basenfehlpaarungen (=mismatches) zugelas-
sen werden. Somit entfallt fiir den Faktor Hybridisierungstemperatur eine aufwendige Optimie-
rung. Fiir den Bereich der Strukturgene ist auf der anderen Seite nicht zu erwarten, auf DNA-
Polymorhpismen zu sto8en. Alle Hoffnungen basierten deshalb auf den sogenannten
Léangenpolymorphismen des Abstandsstiickes (Spacerlengthpolymorphisms). Diese wurden mit
Jeweils verschiedenen Restriktionsenzymen fiir mehrere Pflanzen gefunden und beschrieben
(SAGHAI-MAROOF et al., 1984; LAURENT et al., 1993). In der neueren Literatur finden sich
hierzu auch schon Untersuchungen bei Waldbaumarten (STOEHR und SINGH, 1993;
KARVONEN und SAVOLAINEN, 1994).

4.4.4 Priparation und Markierung der Sonden

4.4.4.1 rDNA-Sonde

Die aus Organismen gewonnenen DNA-Sonden bediirfen im Gegensatz zu den synthetischen
Sonden emner besonderen Préparation. Eine solche DNA wird zunichst in ein Plasmid einkloniert,
mit diesem in rekombinanten Organismen, in der Regel in Bakterienstimmen, vermehrt und,
nachdem eine ausreichende Menge Plasmid-DNA mit darin sich befindlicher Sonden-DNA
vorhanden ist, wiederum im umgekehrten Verlauf aus Bakterium und Plasmid zuriickgewonnen.
Den letztgenannten Vorgang der Sonden-"Riickgewinnung” bezeichnet man als

Plasmidpréparation.

Die im Experiment eingesetzte rDNA-Sonde erhielten wir als Bakteriensupension von der Uni-
versitdt Hamburg. Nach einer erneuten Anzucht und Vermehrung der Bakterien wurde die
plasmidische Priparation nach den in SAMBROOK et al. (1989) beschriebenen Standard-
verfahren durchgefiihrt.

Im Anschlu8 an die Plasmidpréparation wurde die Sonden-DNA (=Insert) mit derjenigen
Restriktionsendonuklease aus dem Plasmiden “herausgeschnitten”, mit welcher sie zuvor dort
einkloniert worden war. In unserem Fall erfolgte das Herausschneiden der ca. 9KB langen rDNA-
Sonde durch ECO RI aus dem Plasmiden. Nach der Auftrennung im Agarose-Gel muf die DNA-



91

Sonde als deutliche Bande in Hohe der 9KB Marke des Léangenstandards zu erkennen sein. Im

Anhang (i) findet sich die Fotodokumentation zur Plasmidpriparation.

Die als deutliche Bande im Agarose-Gel vorliegende Sonden-DNA muf3 im néchsten Schritt
von der Gelmatrix befreit werden. Die Trennung von DNA-Sonde und Gelmatrix wurde mittels
“Geneclean” und dem beiliegenden Protokoll der Firma BIO 101 vorgenommen (s.a. VOGEL-
STEIN und GILLESPIE, 1979).

Die eigentliche Priparation der Sonde, namlich ihre Markierung zwecks spiterer Detektion auf
dem Réntgenfilm, erfolgte als nicht-radioaktive Markierung mit dem Digoxigenin-System
(BOEHRINGER, 1993). Diese Markierung basiert prinzipiell darauf, dal Nukleotide in die
Sonden-DNA eingebaut werden, an welche spezifisch, namlich iiber eine Antikorperreaktion,
Substrate binden. Diese wiederum konnen Farbstoffe oder sogenannte chemilumineszente Stof-
fe aufnehmen, und somit wird der ganze Komplex sichtbar gemacht. Im einzelnen sind hier die

folgenden Schritte zu nennen:

¢ Zunichst werden in die Sonden-DNA Nukleotid-Analoge (digoxigenin-11-dUTP) eingebaut.
Der Einbau erfolgt randomisiert mittels eines speziellen Enzyms (Klenow-Enzyms).
Digoxigenin ist ein im Fingerhut (Digitalis purpurea) vorkommendes Steroid.

e Nach der Hybridisierung von zu untersuchender DNA gegen die Digoxigenin-markierten
Sonden-DNA erfolgt die Detektion der Hybridfragmente dadurch, dal im Zuge einer
Immunoinkubation ein Antikérper-Enzym-Konjugat (Anti-digoxigenin-Alkalische Phos-
phatase) spezifisch an die Nukleotidanalogen bindet. Die Alkalische Phospatase kann wie-
derum die Bindung einer sogenannten chemilumineszenten Substanz (AMPPD) katalysieren.
Dabei emittiert diese Substanz, die wihrend des Prozesses gemif einer Halbwertszeit zer-
fillt, Lichtstrahlung von geringer Dosis, welche auf einem Rontgenfilm aufgefangen werden

kann (s.a. Schema der nicht-radioaktiven Markierung im Anhang ii).
4.4.4.2 Synthetische oligonukleotide Sonden

Oligonukleotide Sonden werden oftmals bereits digoxigenin-markiert auf dem Markt angebo-
ten. Zwei solcher Sonden der Firma FRESENIUS standen im Experiment zur Verfiigung: (GTG)s
und (GGAT),. Eine dritte Sonde mit repetitiven Sequenzen, (GATA),, wurde im Forschungsin-
stitut Borstel synthetisiert und dem eigenen Labor zur Verfiigung gestellt. Die Markierung der
Sonde erfolgte wiederum prinzipiell nach der o.g. Methode, nur mit dem Unterschied, daB die
Nukleotid-Analogen nicht randomisiert eingebaut werden, sondern ein solches Nukleotid je-
weils an das Ende der 16 Basen der Sonde angehéngt wird. Man nennt ein solches Verfahren

auch “End labeling” (s.a. Schema im Anhang ii).

Die Markierung beider Sonden-Typen wird auf ihre Markierungseffizienz hin gepriift, indem
Verdiinnungsreihen sowohl einer markierten Kontroll-DNA als auch der markierten Sonde ge-

geneinander aufgetragen und verglichen werden (s.a. Abbildungen im Anhang iii)



92

4.4.5 Hybridisierung und Auswertung der Bandenmuster

Die Hybridisierung der geschnittenen DNA erfolgt nicht auf dem Agarose-Gel, sondern auf
einer sogenannten Hybridisierungsmembran. Hierzu wird die DNA im Kapillarstrom so auf die
Membran libertragen, daf} die DNA-Fragmente exakt unter der Wahrung ihrer Lage zueinander
auf der Hybridisierungsmembran zu liegen kommen. Fiir diesen sogenannten Transfer wurde
das SSC-Standardverfahren (NICKERSON, 1993) angewandt, als Membranen die Biodyne A
(Oligonukleotidhybridisierung) bzw. die Biodyne B (rDNA-Hybridisierung) der Firma PALL
verwendet. In einem anschliefenden Schritt wird die DNA auf der Membran fixiert. Im Falle
der Biodyne A wurde im eigenen Experiment die DNA unter UV-Strahlung, im Falle der Biodyne
B unter Warmezufuhr (80-120°C) fixiert.

4.4.5.1 rDNA-Sonde

Nach einer Vielzahl von wiederholten Hybridisierungsexperimenten, konnte mittels des opti-
mierten Protokolls von NEUHAUS-URL und NEUHAUS (1993) auch fiir die Tanne erstmalig
eine erfolgreiche nicht-radioaktive Fragmenthybridisierung erreicht werden. Der zeitliche Auf-
wand fiir ein solches Verfahren kann daran ermessen werden, daB zunichst einmal von der
Extraktion der DNA, iiber ihre die elektrophoretische Auftrennung nach dem Schnitt (1 Gel =
bis max. 15 Proben) bis zur Entwicklung des Réntgenfilmes anderthalb bis zwei Wochen verge-
hen. Zudem gingen der ersten gelungenen Hybridisierung ca. 10 Hybridisierungsdurchlzufe
voraus. Damit war neben der duBerst schwierigen Extraktion der DNA aus den Nadeln auch
eine zweite groe Hiirde genommen, d.h. die Tannen-DNA/rDNA-Hybridisierung konnte, wenn
auch erst kiirzlich, in die Routine gehen. Darauthin wurden die Hybridisierungsexperimente in

einer speziellen Reihenfolge vorgenommen.
1. Serie: Wahl geeigneter Restriktionsenzyme

Restriktion von DNA eines Genotypes mit allen im Labor verfiigbaren Restriktionsenzymen. In
der anschlieBenden Hybridisierung sollten dann solche Enzyme ausgewihlt werden, welche im
Bereich von ca. 5KB bis ca. 500bp deutlich unterscheidbare Hybridisierungsfragmente liefer-
ten. Zu diesem Zwecke wurde bzgl. der Restriktionsenzyme nach 4er/5er und 6er cuttern unter-
schieden, da beide unterschiedliche Gellaufbedingungen fordern. Wihrend eine optimale
Fragmentauftrennung bei den 4er/Ser cuttern in 1.5%igen Agarose-Gelen moglich ist, 14uft die

mit 6er cuttern geschnittene DNA optimal in 0.7-0.8%igen Gelen.

2. Serie: Test auf Reproduzierbarkeit von Restriktion und Hybridisierung - Detektion

von RFLPs bei Tanne aus rdumlich weit entfernten Populationen

Nach der Auswahl “funktionierender” Enzyme erfolgt ein Vergleich der Fragmenthybridisierung
zwischen zwei Genotypen. Gleichzeitig wird die Reproduzierbarkeit der entstehenden Ban-

den gepriift, indem die Genotypen jeweils aus zwei verschiedenen DNA-Extraktionen stam-
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men. Sind die Banden identisch, so kann als gesichert gelten, daB keine Artefakte hybridisiert
werden, wie sie z.B. durch mechanische und/oder enzymatische Degenerierung der genomischen
DNA wihrend des Aufschlusses auftreten konnten. Erst an dieser Stelle ist, wie in Kap. 4.4.2
angedeutet, auch erst eine prizise Beurteilung {iber die Reproduzierbarkeit der vorangegange-
nen Restriktion moglich. Die Hybridisierungsexperimente der zweiten Serie wurden an Probe-
Tannen-DNA aus dem Arboretum bewerkstelligt. Dabei wurden, um die Wahrscheinlichkeit zu
erhohen, fiir das Tannen-Genom iiberhaupt Polymorphismen zu detektieren, Individuen aus
Populationen gewihlt, die zum einen einen groflen rdumlichen Abstand voneinander haben,
bzw. fiir die zum anderen verschiedene eiszeitliche Refugien angenommen werden konnen. In
unserem Falle wurden Genotypen aus siideuropdischen Populationen einerseits und Ostlichen

Populationen (Bayerischer Wald, Erzgebirge, Polen) andererseits eingesetzt.
3. Serie: Detektion von RFLPs beim Probematerial

In dieser Serie werden zuletzt diejenigen Enzyme, welche Fragmentldngenpolymorphismen
hervorbringen, am Erzgebirgsmaterial selber darauthin gepriift, ob sie fiir unsere Fragestellung
hinreichend viele Polymorphismen generieren. Eine anschlieende genetische Analyse der po-
lymorphen Fragmente muB} zuletzt sicherstellen, dal die RFLPs gemall den Mendelschen Ge-

setzmaBigkeiten spalten.

Experimente zu Serie 1: Wahl geeigneter Restriktionsenzyme

Auf den néchsten beiden Seiten werden an einem Genotyp der Tanne (Probematerial aus dem
Arboretum, Tanne aus dem Bayerischen Wald) die Hybridisierungstests auf der Basis aller ver-

fligbarer Restriktionsenzyme demonstriert.

Dabei stellen die Abbildungen 18a und 18b die Ergebnisse der Hybridisierung von Tannen-
DNA, welche mit 4er cuttern geschnitten wurde, dar. Ausgehend von jeweils 10 mg Tannen-
DNA, erfolgte der enzymatische Schnitt mit 3 Einheiten (=units) Restriktionsenzym pro mg
Tannen-DNA. Die geschnittene DNA wurde auf ein 1.5%iges Agarose-Gel aufgetragen und bei
1.5 - 2 Volt/cm Lauflidnge des Gels aufgetrennt. Die nach NEUHAUS-URL und NEUHAUS
(1993) praktizierte Hybridisierung wurde mit 40 ng/rDNA-Sonde pro ml Hybridisierungslosung
durchgefiihrt.

Die Abbildungen 19a und 19b demonstrieren den Hybridisierungstest mit 6er cuttern. Es gelten
dieselben Bedingungen wie bei den 4er cuttern, mit zwei Ausnahmen. Zum einen erfolgte die
Auftrennung der geschnittenen DNA in einem 0.8 %igen Agarose-Gel. Zum anderen erwies sich
eine Konzentration von 20 ng rDNA-Sonde pro ml Hybridisierungsldsung als ausreichend. Zu-
sdtzlich zum Hybridisierungstest wurde bereits teilweise ein Vergleich der Bandenmuster des
ausgewdhlten Genotyps (Tanne aus dem Bayerischen Wald) aus zwei verschiedenen DNA-Ex-
traktionen durchgefiihrt, und damit den Experimenten der zweiten Serie, dem Test auf

Reproduzierbarkeit, vorgegriffen.
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Abb. 18a: Restriktionsmuster der mit 4er cuttern geschnittenen Tannen-DNA. 1 Msp I, 2 Rsa I, 3 Mbo I,

4 Hae IIl, 5 Alu I, 6 Hinf I (5er cutter), 7 Taq I, M= Lingenstandard (KB-Ladder).
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Abb. 18b:  Hybridisierungsmuster der mit 4er cuttern geschnittenen Tannen-DNA. Die Spuren 1-7 entsprechen
denjenigen aus Abb. 18a.
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Abb. 19a: Restriktionsmuster der mit 6er cuttern geschnittenen Tannen-DNA. 1 Kpn I, 2 Pvu Il, 3 Sma I,

4 Sac I, 5-6 Pst I, 7-8 Eco RI,9-10 Hind 111, 11-12 Eco RV, 13 Bam HI, M= Lingenstandard (KB-

Ladder). Die doppelt belegten Restriktionen beziehen sich auf jeweils zwei verschiedene
Aufschliisse.
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Abb. 19b: Hybridisierungsmuster der mit 6er cuttern geschnittenen Tannen-DNA. Die Spuren 1-13
entsprechen denjenigen aus Abb. 19a, sind allerdings seitenvertauscht.
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Auswertung der Bandenmuster aus Serie 1: Wahl der geeigneten Restriktionsenzyme

Der Restriktionstest mit den 4er cuttern (Abbildung 18b) erbrachte distinkte Banden insbeson-
dere fiir die Enzyme: Rsa I, Hinf I (Ser cutter), Mbo Iund Alu I. Diese Enzyme wurden daraufhin
ausgewdhlt, zur Detektion von Polymorphismen bei der Tanne beizutragen (Experimente der
Serie 2). Dagegen zeigte Msp I ein schlechtes “Dauergebnis” Die Hybridisierungsprodukte bei
der mit Taq I geschnittenen DNA waren zwar iiber den gewiinschten Fragmentldngenbereich
von 5 KB bis 500 bp vorhanden, konnten aber nicht gut aufgeldst werden. Die
Hybridisierungsbande bei Hae III geschnittener DNA eignen sich nicht, da sie diffus sind und

im zu kleinen Fragmentbereich liegen.

Bereits beim Schnitt der Tannen-DNA mit 6er cuttern (Abbildung 19a) fallt auf, dal nach dem
Schnitt eine Verteilung der entstandenen Fragmente im oberen Bereich des Gels tiberwiegt, z.T.
ist der Schnitt auch nur unvollstindig. Dieses spiegelt sich auch nach der Hybridisierung mit der
rDNA-Sonde wieder (Abbildung 19b). Die DNA-Sonde findet ihre Homologie in den langen
Fragmenten nahe des Startpunktes auf dem Gel, dort, wo eine Auftrennung der
Hybridisierungsprodukte nicht mehr moglich ist. Diejenigen Enzyme, welche geeignet schei-
nen, zusammen mit der Sonde unterscheidbare Hybridisierungsfragmente zu liefern, sind: Bam
HI, Hind IITund Sac I. Der erste Test auf Reproduzierbarkeit der Banden an Genotypen aus zwei
verschiedenen Aufschliissen verlief positiv, d.h. fiir die mit Eco RV, ECO RI, Hind IIl und Pst I
geschnittenen DNA ergaben sich bei den beiden verschiedenen Aufschliissen jeweils identische
Hybridisierungsbanden.

Experimente zu Serie 2:  Test auf Reproduzierbarkeit von Restriktion und
Hybridisierung

Dieser Schritt galt der Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der entstandenen Banden. Fiir drei
ausgewdhlte 4er cutter wurden daher die Hybridiserungsmuster ein und desselben Genotyps,
aber aus zwei verschiedenen Aufschliissen stammend, verglichen. Gleichzeitig wurde ein zwei-
ter Genotyp in den Vergleich mit aufgenommen, um erste Hinweise auf Polymorphismen zu
erhalten. Abbildung 20a zeigt die Restriktionsmuster fiir jeweils drei Restriktionsenzyme an
DNA zwei verschiedener Tannen-Genotypen (B= Tanne aus dem Bayrischen Wald; K= Korsi-
sche Tanne) aus zwei unterschiedlichen Aufschliissen. In Abbildung 20b sind die nach erfolgter

Hybridisierung mit der IDNA-Sonde entstandenen Banden dargelegt.
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Abb. 20a: Restriktionsmuster von DNA zweier Genotypen aus jeweils zwei verschiedenen DNA-Extraktionen.
M=DNA-Lingenstandard (KB-Ladder), 1-4 Hinf I, 5-8 Rsa I, 9-12 Mbo 1. B1= Bayer. Tanne aus

Aufschlu 1, Bo= Bayer. Tanne aus Aufschluf 2, K= Korsische Tanne aus Aufschluf 1, Ko= Kors.
Tanne aus Aufschluf3 2.
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Abb. 20b: Hybridisierungsmuster der nach 20a geschnittenen DNA. Die Spuren 1-12 entsprechen denen in
Abb. 20a.
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Auswertung der Bandenmuster aus Serie 2: Test auf Reproduzierbarkeit von Restrik-
tionen und Hybridisierung

Zunichst féllt auf, daB der Lauf der DNA in den Spuren eine Art “Osencharakterisitik” zeigt.
Dieses ungewiinschte Laufbild, welches sich besonders deutlich in Abb. 20b dokumentiert, wird
neuerdings folgendermaBen erkldrt. LU et al. (1994) berichten iiber diese “Osen”, die immer
dann auftreten, wenn die DNA nach dem Schunitt nicht mehr mit Phenol/Chloroform gereinigt
wird. Auch im voliegenden Fall wurde auf eine anschlieBende derartige Aufreinigung verzich-
tet. Trotz des ungeniigenden Lautbildes ist dennoch klar zu erkennen, daB Restriktion und
Hybridisierung im eigenen Experiment reproduzierbare Prozesse sind. Das zweite Ziel der Ex-
perimente in Serie 2, die Detektion von DNA-Polymorphismen bei zwei Genotypen aus rium-
lich weit auseinanderliegenden Tannenpopulationen, wurde nicht errreicht. Da dieses zunichst
einmal nur fiir die wenigen ausgewihlten Restriktionsenzyme galt, wurde ein Screening von

weiteren Enzymen in Verbindung mit ausgewihlten Genotypen veranlaft.

Weitere Experimente zu Serie 2: Detektion von RFLPs bei Tanne aus riumlich weit
entfernten Populationen

Die Abbildungen 21a und 21b zeigen noch einmal den Schnitt und die Hybridisierung der DNA
zweier Genotypen (B= Tanne aus dem Bayerischen Wald, K= Korsische Tanne). Der Schnitt

erfolgte hierbei mit weiteren ausgewéhlten 4er cuttern.

Abbildungen 22a und 22b demonstrieren die Hybridisierung der DNA der o.g. Genotypen, nach-
dem die DNA mit 6er cuttern geschnitten wurde.

Nachdem es Hinweise auf einen Polymorphismus gab, wurde das entsprechende Enzym (Bam
HI), anhand dessen ein Fragmentmusterunterschied zwischen dem Tannenindividuum aus Kor-
sika und dem Individuum aus dem Bayerischen Wald festgestellt worden war (siehe auch Ab-
bildung 22b), noch einmal getestet. Dabei wurde nicht nur ein weiteres Tannen-Individuum aus
derselben korsischen Population mit Bam HI getestet, sondern der Test mit Bam HI wurde auf je
ein Individuum aus dem Erzgebirge und Polen ausgedehnt. Dariiberhinaus wurde zudem ein
neu erworbenes Restriktionsenzym eingesetzt Dra I, welches laut Literaturangaben (LAURENT
etal., 1993) beim Tabak die sogenannten Spacerlengthpolymorphisms zu detektieren vermoch-
te. AuBerdem wurde die Wirkung eines sogenannten “Doppeldaus” (Eco RI/ Bam HI) auf das
Auffinden eines Polymorphismus gepriift. Die Hybridisierung mit der rDNA-Sonde erfolgte
nun an DNA von drei verschiedenen Genotypen. (E= Tanne aus dem Erzgebirge, P= Tanne aus
Polen, K= Korsische Tanne). Die Ergebnisse des Daus sowie der Hybridisierung finden sich in
den Abbildungen 23a und 23b.



99

Abb. 21a: Restriktionsmuster von DNA zweier Genotypen (4er cutter). 1-2 Hinf I, 3-4 Mbo I, 5-6 Rsa 1,7-8
Hae III,9-10 Taq I, 11-12 Alu I. M= Lingenstandard (KB-Ladder). B= Tanne aus Bayer. Wald, K=
Korsische Tanne.
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Abb. 21b: Hybridisierungsmuster der nach 21a geschnittenen DNA. Die Spuren 1-12 entsprechen denen in
Abb. 214, sind allerdings seitenvertauscht.
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Abb. 22a:  Restriktionsmuster von DNA zweier Genotypen (6er cutter). 1-2 Eco RV, 3-4 Eco RI, 5-6 Hind 111,
7-8 Bam HI, 9-10 Sac I. M= Lingenstandard (KB-Ladder). B= Tanne aus Bayer. Wald, K=
Korsische Tanne.
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Abb. 22b:  Hybridisierungsmuster der nach 22a geschnittenen DNA. Die Spuren 1-10 entsprechen denen in
22a.
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Abb. 23a:  Hybridisierungsmuster von DNA dreier Genotypen. 1-3 Bam HI, 4-5 Eco RI/Bam HI, 6-7 Dra 1. M=
Lingenstandard (A Hind III). E= Tanne aus dem Erzgebirge, P= Tanne aus Polen, K= Korsische
Tanne.
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Abb. 23b: Hybridisierungsmuster der nach 23a geschnittenen DNA. Die Spuren 1-7 entsprechen denen in 23a.
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Auswertung weiterer Bandenmuster aus Serie 2: Detektion von RFLPs aus riumlich
weit entfernten Populationen

Abbildung 21b zeigt deutlich, dal unter Zuhilfenahme der von uns ausgewihlten Restriktions-
enzyme, deren Erkennungssequenz auf 4 bis 5 Basenpaaren (der/Ser cutter) beruhen, kein
Polymorphismus zu detektieren ist; und dieses selbst nicht bei Genotypen, die wie im vorlie-
genden Fall, aus rdumlich und vermutlich auch genetisch weit auseinanderliegenden Populatio-

nen stammen.

Lediglich fiir ein Enzym aus der Reihe der 6er cutter (Bam HI) 148t sich ein Polymorphismus
bei Individuen korsischer Herkunft im Vergleich mit Tannenindividuen &stlicher Herkunft (Baye-
rischer Wald, Erzgebirge, Polen) in zwei Ansitzen auch zweimal ermitteln. So tritt in Abbildung
22b der Polymorphismus in Spur Nr. 8 (Korsische Tanne) als zusitzliche Bande in Hohe der
2027-bp-Bande des Lingenstandards (A Hind IIT) zu Tage. Etwa in Hohe 2036 bp des KB-
Ladders ist dieselbe zusitzliche Bande auch in Abbildung 23b, Spur 3 (Korsische Tanne) zu
erkennen. Die zusitzliche Bande wurde in beiden Fotos mit dem Symbol <— markiert. Alle drei
Individuen aus den genannten Ostlichen Populationen haben die bei den zwei korsischen Indivi-
duen auftretende Bande nicht, zeichnen sich aber nach der Hybridisierung durch dasselbe
Fragmentmuster aus. Anhand der Hybridisierungsexperimente waren letztlich nicht Individuen
innerhalb einer Population bzw. zwischen rdmlich nah beieinander liegenden Populationen un-
terscheidbar, sondern lediglich die zwei siideuropiischen Individuen von den drei 6stlichen In-
dividuen zu unterscheiden. Dieser Befund rechtfertigt noch keine Verallgemeinerung, kénnte
aber fiir andere als die das Teilvorhaben betreffenden populationsgenetischen Fragestellungen
sehr interessant sein. So konnte bei hinreichend grofem Stichprobenumfang aus siideuropéi-
schen und &stlichen Tannenpopulationen der Frage nachgegangen werden, inwieweit der gefun-
dene Polymorphismus in Zusammenhang mit eiszeitlichen Refugien und nacheiszeitlichen
Riickwanderungswegen der Weillitanne zu bringen sind. Zumindest kénnte die tDNA-Sonde

einen ersten wichtigen molekularen Marker fiir derartige Fragestellungen abgeben.

Fiir unser Teilvorhaben wurde aus den Experimenten mit der IDNA-Sonde der Schlu gezogen,
daB die tDNA-Sonde zunichst nicht geeignet ist, die Fragestellung des Projektes zu 16sen. Da
offensichtlich keines der vielen ausgewihlten Restriktionsenzyme im hypervariablen Intergenic
Spacer (IGS) der Tannen rDNA zu schneiden vermag, liefern die Hybridisierungsexperimente
nicht das fiir Parentalanalysen notwendige polymorphe DNA-Fingerprinting. Fiir einige andere
Pflanzen, auch Bdume, sind solche Enzyme, die deshalb auch von uns getestet wurden, bekannt.
Hier konnten aufgrund des Schnitts dieser Enzyme im IGS hinreichend viele Polymorphismen
detektiert werden, so dall Sorten beim Getreide oder aber auch beim Kakao unterschieden wer-
den konnten (SAGHAI-MAROOF et al., 1984; LAURENT et al., 1993). STOEHR und SINGH

(1993) berichten von auf diese Weise gefundener intraspezifischer Variation bei der Pappel,
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KARVONEN und SAVOLAINEN (1994) bei der Kiefer. Die methodisch erlangten durchaus
groBen Erfolge und Erfahrungen bei Extraktion, Restriktion und Hybridisierung eines solch
schwierigen Objektes wie Tannen-DNA lieBen uns noch am Ende der Laufzeit des Projektes die
nachfolgend dargestellten Hybridisierungsexperimente mit synthetischen Oligonukleotiden be-

ginnen.

4.4.5.2 Synthetische oligonukleotide Sonden

Die Genome nahezu aller Organismen zeichnen sich durch hypervariable nicht-kodierende DNA-
Bereiche aus, die in der Regel aus immer wiederkehrenden oligonukleotiden Motiven von Basen-
abfolgen bestehen. Von Minisatelliten spricht man bei Wiederholungsmotiven von 10 bis 35
Basenpaaren, sogenannte “simple sequences” besitzen Wiederholungsmotive von 2 bis 10 bp
(BIERWERTH et al., 1992). Das Motiv und die Anzahl seiner Wiederholungen sind demnach
Faktoren, welche iiber den erfolgreichen Einsatz von synthetischen oligonukleotiden Sonden in
Hybridisierungsexperimenten bestimmen.

Die Gestaltung der Sonde fiir unsere Zwecke wurde nicht zufallsmiBig vorgenommen, sondern
orientierte sich an bereits erfolgten Hybridisierungsexperimenten im pflanzlichen Genom. Da-
bei sind offenbar z.B. (GTG)s, (GGAT), und (GATA), weit verbreitete Motive von repetitiven
Basensequenzen, die von uns auch daraufhin ausgewahlt wurden. Insbesondere von (GATA )4 ist
bekannt, daB dieses Motiv sehr universell vor allem im Pflanzenreich auftritt (EPPLEN et al.,
1989; WEISING et al., 1989; BEYERMANN et al., 1992; BIERWERTH et al., 1992; NEU-
HAUS et al., 1993).

Die Hybridisierungsexperimente wurden nicht-radioaktiv nach dem Protokoll von BIERWERTH
et al. (1992) durchgefiihrt. Die Abbildungen 24a, b und 25a, b zeigen die ersten Ergebnisse der
Hybridisierung mit (GTG)s zum einen und (GATA), zum anderen.

Die Hybridisierung mit der (GTG)s-Sonde basiert auf einer Restriktion von jeweils 3 mg Tan-
nen-DNA von Individuen aus dem Bayrischen Wald (Abbildungen 24a und b). Fiir zwei En-
zyme konnte die DNA von jeweils zwei Tannenindividuen (1 und 2) aus dem Bayrischen Wald
zugrunde gelegt werden. Bei der elektrophoretischen Auftrennung der geschnittenen DNA wur-
de nicht zwischen 4er und 6er cuttern unterschieden. Gellaufbedingungen: 0.8% Agarose, 3

Volt/cm Lauflidnge, Hybridisierung: Spmol Sonde/ml Hybridisierungslosung).

Die Hybridisierung mit der (GATA),-Sonde erfolgte als letztes Experiment im Projekt (Abbil-
dungen 25a und b). Um den Hybridisierungserfolg abschitzen zu kdnnen, wurde neben der
Tannen-DNA auch DNA von zwei Grisern eingesetzt, da von den Grisern bekannt ist, daf3 ihr
Genom GATA-Motive besitzt. Zudem wurden Griser- und Tannen-DNA (Tanne wiederum aus
dem Bayerischen Wald) in unterschiedlichen Ausgangsmengen geschnitten, um die Optimum-

Bedingungen kennenzulernen. Da es in diesem Gel im wesentlichen auf den Test und die Opti-
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mierung der DNA-Ausgangsmengen ankam, wurde die Restriktion einzig und allein mit dem
Enzym Alu I durchgefiihrt. Von diesem Enzym ist bekannt, daf es fiir viele Arten einen beson-
ders fiir DNA-Fingerprintings geeigneten Schnitt der DNA herbeifiihrt. (Gellaufbedingungen:
1.5% Agarose, 1.5 Volt/cm Lauflinge; Hybridiserungsbedingungen: 10 pmol Sonde/ ml
Hybridisierungslésung).

M1 2 3 4 sMgse 7 8 9 j0M

bp

- 2122

- 5148, 4973
68

- 3530

~ 2027
- 1904

- 1584
- 1375

- 7
- &

- 564

I I T 1

Abb. 24a:  Restriktionsmuster von Tannen-DNA nach dem Schnitt mit 1 Sac I, 2 Bam HI, 3 Hind I, 4 Hinf1,
5 Pst, 6 Pvu Il, 7-8 Hae 111, 9-10 Eco RI, M= Lingenstandard (7L Hind III), I = Tannenindividuum 1,
II = Tannenindividuum 2.

10 9 8 76 5 4 3 21

Abb. 24b:  Hybridisierungsmuster der nach 24a geschnittenen DNA. Die Spuren 1-10 entsprechen denen aus
Abb. 24a, sind allerdings seitenvertauscht.



105

bp

- 21226

- 7421

- 5804, 5643
- 4878

- 3530

Abb. 25a: Restriktionsmuster von Tannen- und Griser-DNA nach dem Schnitt mit Alu 1. 1 Tanne 40 |\g, 2
Tanne 20 g, 3 Tanne 10 g, 4 Spartina anglica 40 |\g, 5 Sp. anglica 20 |Ag, 6 Sp. anglica 10 g, 7
Panicum boliviense 3.5 |Lg, M= Lingenstandard (KB-Ladder)

Abb. 25b:  Hybridisierungsmuster der nach 25a geschnittenen DNA auf dem Rontgenfilm. Die Spuren 1-7
entsprechen denen in Abb. 25a.
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5. Schluf

Die Einzelergebnisse des Projektes finden sich jeweils am Ende der Berichte aus den Teilvor-

haben in umfassenden Zusammenfassungen bzw. Diskussionen.
3.1 Zusammenfassung und Schlufifolgerungen

* Die in 44 Sichsischen Forstdmtern gefundenen Tannenvorkommen sind zumeist ein-
zelbaumweise oder horstweise, seltener in zusammenhéngenden Bestianden anzutreffen. Ins-
gesamt wurde das Tannenvorkommen im Séchsischen Erzgebirge sowie Elbsandsteingebirge
auf 2000 Exemplare beziffert. Dies bedeutet eine Reduzierung auf ca. 4% der im Jahr 1956
vorhandenen Vorkommen. 94% der aufgenommenen Alttannen sind geschadigt, so daB mit

dem Abgang weiterer Exemplare zu rechnen ist.

* Die Untersuchungen der genetischen Struktur bei den Alttannen der Restpopulationen erga-
ben, daB sowohl genetische Vielfalt als auch genetische Diversitit und genetische Differen-
zierung an den untersuchten Genorten allgemein gering sind.

Die Auswertung der gefundenen genetischen Strukturen im Untersuchungsgebiet erbrachte
eine klare geographische Differenzierung. Danach unterscheiden sich die Populationen des
Elbsandsteingebirges deutlich von denen des Erzgebirges. Auch konnte iiber diesen Vergleich

nachgewiesen werden, daf in einigen Forstimtern nicht-autochthone Weitannenvorkommen

aufgenommen wurden.

* Die in Teilvorhaben A und B vorgenommenen Vergleiche der genetischen Strukturen der
Tanne im Untersuchungsgebiet mit denen benachbarter westlicher Populationen (Bayerischer
Wald, Frankenwald und Fichtelgebirge) sowie benachbarter 6stlicher Populationen (Siidwest-
polen, Nordwesttschechien) hatten folgende Ergebnisse.

Aufgrund geringer genetischer Abstinde zueinander bilden die Populationen des Elbsandstein-
und Osterzgebirges mit den Populationen des Bayerischen Waldes eine Gruppe. Die
Westerzgebirgstanne zeigt hohe genetische Ahnlichkeit mit der Tanne aus Fichtelgebirge und
Frankenwald, sie bildet mit diesen eine weitere Gruppe. Der genetische Abstand zwischen
den beiden Gruppen ist allerdings relativ gering.

Die insgesamt geringe genetische Variation der Sichsischen Erzgebirgstanne findet ihre Ent-
sprechung in den angrenzenden siidpolnischen und nordwesttschechischen Populationen. Dort
wurden dhnliche Werte der genetischen Vielfalt und Diversitéit ermittelt. Analysen der gene-
tischen Differenzierung ergaben zudem, daB sich diese Populationen nur geringfiigig vonein-
ander unterscheiden.

Mit diesen Ergebnissen rundet sich das Bild tiber postulierte glaziale Refugien und post-
glaziale Riickwanderungswege der Tanne ab. Fiir die Tanne des Erzgebirges sind zwei grofie

Riickwanderungswege relevant. Zum einen ist sie aufgrund der genetischen Untersuchungen
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in den sogenannten Ostalpenbogen einzuordnen, mit einem TannenvorstoB tiber das Erzge-
birge hinweg bis nach Mittelpolen. Zum anderen 148t ihre genetische Néhe zu den Vorkom-
men in Polen und Tschechien eine genetische Beeinflussung durch die Tanneneinwanderung
aus den Ostkarpaten vermuten, wobei eine prizise Lokalisierung der postulierten Kontakt-
zone der beiden groBen Riickwanderungswege noch nicht méglich ist. Fest steht dagegen,
daB sich die postglaziale Geschichte der Erzgebirgstanne mit diesen Befunden eindeutig von

der siidwestdeutschen Weitanne im Schwarzwald abgrenzen 145t..

Der Vergleich genetischer Strukturen in unterschiedlich geschadigten Teilpopulationen lief3
keine deutliche genetische Differenzierung zwischen toleranten und sensitiven Kollektiven
erkennen. Dies ist vermutlich das Ergebnis einer seit tiber einem Jahrhundert bestehenden
starken gerichteten Selektion durch Immissionen, die die sensiblen Teile der urspriinglichen

Population eliminiert hat. Hierfiir spricht auch die geringe genetische Diversitit.

Die zur Schitzung des Anteils an Fremd- bzw. Selbstbefruchtung herangezogenen Verglei-
che der genetischen Struktur von Eltern und Nachkommen erbrachten auf Isoenzym-Basis
einen erstaunlich hohen Fremdbefruchtungsanteil von ca. 80%. Nicht hinreichend erklért
werden konnte dabei, ob ein hoher Anteil von Selbstungsnachkommen bereits einer starken
Selektion wihrend ihrer friilhen Ontogenese zum Opfer gefallen ist. Andere Erklérungs-
moglichkeiten wiren im Rahmen einer genotypenabhingigen Fertilitdtsselektion unter
Schadgasbelastung zu suchen. Aus friitheren in vitro Untersuchungen ist ndmlich bekannt,
daB das Pollenschlauchwachstum in sauren Keimmedien genotypenabhingig gehemmt sein
kann. Eine weitere Ursache fiir den auf Isoenzymebene gefundenen hohen Fremdbefruchtungs-
anteil konnte darin bestehen, daB die untersuchten jungen Tannen Nachkommen von bereits
abgingigen Elternindividuen sind. Hier sollten die in denselben Bestdnden durchgefiihrten
vergleichenden molekularbiologischen Untersuchungen Aufkldrung durch eindeutige
Elternschaftszuordnungen bringen. Das Ziel einer molekularen Elternschaftsanalyse konnte
jedoch noch nicht erreicht werden. Die Tanne erwies sich schon bei der experimentellen
Eingangsbedingung, der Extraktion von DNA aus der Nadel, als ein zunéchst hochst proble-
matisches Untersuchungsobjekt. Wesentliche Teilziele wurden jedoch erreicht: Extraktion
der DNA, Schnitt der DNA mit verschiedensten Restriktionsenzymen und anschlieffende
nicht-radioaktive Hybridisierung mit heterologen Sonden. Vor allem die als Minipréparation
gelungene Extraktion der Tannen-DNA fiihrt zu einer optimalen Nutzbarkeit des Verfahrens
in 6kologisch-genetischen Fragestellungen mit hohem Probendurchsatz, da das Verfahren
den Aufwand auf 1/10 der herkdmmlichen Extraktionsprozeduren reduziert. Auf dieser Basis
wird der molekularbiologische Teil des Verfahrens in einem EU-Projekt weitergefiihrt. Die

Befunde des Verbundprojektes sind hierfiir eine gute Voraussetzung.
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SchluBfolgerungen

Die Erhaltung und Wiederausbreitung der WeiBStanne im Erzgebirge ist gleichermafBen Ziel
von Forstwirtschaft und Naturschutz. Die vorliegende Arbeit konnte anhand okologisch-geneti-
scher Untersuchungen belegen, daf die Erhaltung und Wiederausbreitung der Tanne im Sichsi-
schen Erzgebirge aufgrund ihrer geringen genetischen Variabilitit, der geringen Zahl und GroRe
sowie fehlenden Vitalitit der Restvorkommen nicht alleine aus diesen Restvorkommen heraus
bewerkstelligt werden kann. Bis auf wenige Vorkommen sind weder Naturverjiingung noch die

Entnahme und Verbringung von Saatgut aus genetischer Sicht empfehlenswert.

Die Erhaltung der Sichsischen Tanne als authentische Population ist demzufolge vorwie-
gend ex sizu im Rahmen von Erhaltungssamenplantagen méglich, in denen eine Zusammenfiih-
rung der jetzigen isolierten Vorkommen geplant ist. Dabei kénnen sowohl die Erhaltung seltener
Allele als auch genetische Neukombinationen nur iiber eine hohe Anzahl beteiligter Klone ge-
wihrleistet werden. Eine ex situ Frhaltung von Saatgut der Restpopulationen in Genbanken
scheidet wegen des vermutlich ingeziichteten Einlagerungsmaterials sowie fehlender aus gereif-
ter Verfahren der Langzeitlagerung von Tannensaatgut aus. Einer dynamischen Konservierung

ist somit Vorzug zu geben.

Eine besondere Situation, die die Bedeutung 6kologisch-genetischer Untersuchungen im Rah-
men von Naturschutzstrategien aufzeigt, ergibt sich fiir die Tannenrestvorkommen in Natur-
schutzgebieten. Hier scheint das Einbringen von Vermehrungsgut, welches nicht von derselben
Flache stammt, unumginglich. Ein lediglich konservierender Ansatz zur Wahrung des derzeit
Bestehenden fiihrt aus den genannten Griinden zu deren Verlust. In den N aturschutzgebieten ist
eine Ergdnzung durch Tannenvermehrungsgut aus anderen S#chsischen Forstimtern empfeh-
lenswert.

Die langfristige waldbauliche Planung fiir eine Wiederausbreitung der WeiBtanne ist nur iiber
die Einbringung nicht autochthonen Vermehrungsgutes moglich. Die auf Isoenzym-Basis ge-
wonnenen Ergebnisse liber den genetischen Abstand geben die Herkunft solchen Vermehrungs-
gutes klar vor. Fiir den Bereich des Westerzgebirges wird Vermehrungsgut aus den Bestinden
des Bayerischen/Bohmischen Waldes und fiir den Bereich Elbsandsteingebirge/Osterzgebirge

Material aus den Sudeten bzw. Beskiden empfohlen.
5.2 Bewertung der Ergebnisse und Ausblick

Der Bericht stellt die Ergebnisse eines ost-/westdeutschen Projektes der “ersten Stunde” nach
der Wiedervereinigung dar, das zugleich ein Gemeinschaftsprojekt je einer Forschungsinstitution

von Bund und Lindern und einer Universitit war.
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Die vielfiltigen Ergebnisse des vorliegenden Vorhabens sind u.a. das Resultat eines hohen

Integrationsgrades seiner Teilprojekte.

Das Ziel des Projektes, der Schutz der WeiBtanne im Erzgebirge, forderte ein enges Zusammen-
wirken zwischen Forschung auf der einen und der forstlichen Praxis sowie dem Naturschutz auf
der anderen Seite. Bei der Durchfiihrung erfuhr das Vorhaben vor Ort ein hohes Ma8 an Unter-
stiitzung durch die zusténdigen Behorden und die beteiligten Forstamter. Dadurch konnten die
wissenschaftlichen Arbeiten auf die Bediirfnisse der Praxis abgestimmt werden, so daf die ge-

wonnenen Ergebnisse in konkrete Empfehlungen Eingang fanden.

Die wissenschaftlichen Arbeiten verfolgten eine Reihe von Fragestellungen mit verschiedenen
methodischen Ansitzen an definiertem Pflanzenmaterial desselben Ursprungs. Dabei zeigte sich,
daB zum gegenwirtigen Zeitpunkt Isoenzyme als Genmarker noch immer die Methode der Wahl
sind, wenn es darum geht, 6kologisch-genetische Fragestellungen auf Populationsebene zu be-
arbeiten. Fiir bestimmte Fragestellungen hat das Projekt wertvolle Erfahrungen zur Verwen-

dung molekularbiologischer Methoden erbracht.

Das Vorhaben hat gezeigt, daB dkologisch-genetische Untersuchungen fiir das Verstandnis der
Funktion von WaldSkosystemen unerléBlich sind und die Ergebnisse in der Praxis von Forst-

wirtschaft und Naturschutz wichtige Entscheidungshilfen liefern.
Ausblick

Mit dem vorliegenden Bericht ist das Vorhaben abgeschlossen, die genetischen Arbeiten an der

WeiBtanne werden jedoch weitergefiihrt.

Die Sichsische Landesanstalt fiir Forsten wird neben der Einleitung der im Projekt empfohle-
nen MaBnahmen eine Vervollstindigung des Bildes iiber die genetische Konstitution der ortli-

chen Weitanne vornehmen.

Die Ergebnisse des Teilvorhabens B finden Eingang in weiterfithrende Untersuchungen iiber die

adaptive Bedeutung von Isoenzym-Genorten.

Die im Projekt geleisteten molekularbiologischen Ansétze werden im Rahmen eines EU-Pro-
jektes weiterverfolgt: “Development and adaptation of rapid molecular screening technics for

assessing genetic diversity in forest trees”.
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