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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Im Rahmen des von der Deutschen Bundesstiftung Umwelt (DBU) geférderten Projektes
»Entwicklung und praktische Umsetzung naturschutzfachlicher Mindestanforderungen an
einen Herkunftsnachweis fir gebietseigenes Wildpflanzensaatgut (ohne B&ume und
Strducher) — Regiosaaten” untersucht diese Studie die Grundlagen und technischen
Maoglichkeiten der Herkunftskontrolle mit speziellem Fokus auf Arten des Griinlandes. Dabei
wurden aufbauend auf einer Literaturauswertung vor allem die genetischen und in geringerem
Umfang auch die isotopenchemischen Grundlagen fur die Differenzierung von Herkinften
und deren praktischen Nachweismdglichkeiten untersucht.

Genetische Differenzierung verschiedener regionaler Herkiinfte kann entweder auf
Anpassung und Selektion beruhen oder auf selektions-unabhéngigen Effekten der genetischen
Drift und historischen Ausbreitung. Lokale Anpassung ist bei Pflanzen weit verbreitet, so dass
grundsatzlich davon auszugehen ist, dass Pflanzen an ihrem Standort besser gedeihen als
standortsfremde Pflanzen. Hierbei spielen sowohl das Klima als auch die abiotischen und
biotischen Standortsverhéltnisse eine Rolle. Das Einbringen von nicht angepasstem Saatgut
kann verschiedene negative Effekte haben wie reduzierter Fitness der Nachkommen oder die
Verdrangung der lokalen Herkiinfte und ihres genetischen Potentials.

Aus historischer Sicht ist die genetisch-geographische Struktur der mitteleuropdischen
Flora stark gepragt von der nacheiszeitlichen Wiederbesiedlung. Durch die Wiederbesiedlung
aus genetisch differenzierten Refugialpopulationen sind in Mitteleuropa bei vielen Arten
mehrere innerartliche Linien eingewandert. Die dabei entstandenen phylogeographischen
Muster konnen bis heute erhalten sein und bilden neben der lokalen Anpassung genetisch
differenzierte Gruppen aus.

Die biologischen Eigenschaften der Pflanzenarten beeinflussen deren raumliche genetische
Struktur und insbesondere den Grad der genetischen Differenzierung zwischen Populationen.
Dabei spielt die Ausbreitungsfahigkeit der Samen und Pollen eine entscheidende Rolle fir die
genetische Struktur der Populationen auf lokaler und regionaler Skala. Selbstbestdubte Arten
und solche mit geringer Samenausbreitungskapazitdat zeigen in der Regel groRe
Differenzierung zwischen Populationen, wahrend ausgekreuzte wind- oder insektenbestiubte
Arten, solche mit effizienter Samenausbreitung und langlebige Arten weniger stark
differenziert sind. Die Mehrzahl der Griinlandarten ist auskreuzend und mehrjahrig, so dass
mit maRiger Differenzierung zwischen Populationen zu rechnen ist.

Insgesamt ist zu erwarten, dass Grundlandarten auf Grund von historischen Ursachen und
aufgrund von lokaler Anpassung genetische Differenzierung innerhalb von Deutschland
aufweisen. Inwieweit diese Differenzierung sich mit den definierten Herkunftsregionen deckt,
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ist offen. Aufgrund der h&ufig nicht-linearen Beziehung zwischen genetischer Divergenz und
geographischer Entfernung ist es fraglich, ob fur eine Pflanzenprobe eindeutig eine
Herkunftsregion bestimmt werden kann, wenn nicht gleichzeitig eine aus derselben Herkunft
stammende Referenzprobe vorhanden ist. Fur ein Kontrollsystem auf genetischer Basis ergibt
sich daraus, dass neben einer Referenzdatenbank, die stichprobenhaft einen moglichst grof3en
Teil des Areals der Art abdeckt, alle fraglichen Herkinfte in Form einer Rickstellprobe zur
Verfligung stehen missen.

Von den heute Ublichen molekularen genetischen Fingerprint-Systemen erscheinen
Mikrosatelliten-Marker, AFLPs und Chloroplasten-Marker am besten geeignet fir den
Herkunftsnachweis. Es wird ein Kontrollsystem fur den genetischen Herkunftsnachweis
entworfen, das zwei parallele Strategien verfolgt. (1) Einerseits kann allein die
Ubereinstimmung oder Nicht-Ubereinstimmung der fraglichen Herkunft mit der hinterlegten
Riickstellprobe untersucht werden. Daflir gentigen die Analyse der fraglichen Probe und der
Riickstellprobe und die Festlegung eines kritischen Males der genetischen Distanz, das Nicht-
Ubereinstimmung anzeigt. (2) Andererseits kann eine unabhéngige Herkunftsidentifikation
angestrebt werden, indem eine fragliche Probe mit vielen potentiellen Herkunftsregionen
verglichen wird. Daflr und fir die Festlegung der kritischen Distanz muss eine vergleichende
genetische Analyse aller potentiellen Herkunftsregionen erfolgen. Eine solche ,,genetische
Karte* miisste als Vorleistung fiir ein Kontrollsystem erbracht werden. Eine Reihe von Fragen
uber die spezifische Eignung verschiedener Markersysteme flr einzelne Pflanzenarten, den
dabei ndétigen Probenumfang und die Eignung statistischer Auswerteverfahren mdisste in
einem praktischen Pilotprojekt untersucht und geklart werden.

Verschiedene geographische Regionen unterscheiden sich aufgrund klimatischer und
geologischer Gegebenheiten in der Isotopensignatur verschiedener chemischer Elemente.
Unabhéangig von ihrer genetischen Konstitution nehmen Pflanzen wéhrend des Wachstums
die typische Isotopensignatur des Wuchsortes an. Diese kann mit isotopenchemischen
Analysen zur Herkunftsbestimmung benutzt werden. Prinzipiell ist die Methodik damit
geeignet, bei Wildpflanzensaatgut den Sammelort bzw. den Vermehrungsort nachzuweisen.
Auch hier erfolgt der Herkunftsnachweis, indem die Ubereinstimmung mit einer
Riickstellprobe bestimmt wird.

Der genetische und der isotopenchemische Herkunftsnachweis ergeben komplementére
Informationen zur genetischen und stofflichen Herkunft. Diese sind nicht austauschbar. Je
nach dem ob der Ort der Erzeugung oder die genetische Identitat gefragt ist kdnnen sie
differenziert eingesetzt werden.
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2 Einleitung

Die vorliegende Studie wurde im Rahmen des von der Deutschen Bundesstiftung Umwelt
(DBU) geforderten Projektes ,,Entwicklung und praktische Umsetzung naturschutzfachlicher
Mindestanforderungen an einen Herkunftsnachweis flir gebietseigenes Wildpflanzensaatgut
(ohne Baume und Straucher) — Regiosaaten* angefertigt.

Die Studie basiert auf der Auswertung relevanter wissenschaftlicher Literatur. Sie kann auf
anderen Arbeiten aufbauen, die die Bedeutung der genetischen Vielfalt und die regionale und
standortliche genetische Differenzierung und Anpassung von Wildpflanzen und deren
Bedeutung fiir den Arten- und Naturschutz dargelegt haben (z.B. Rogers & Montalvo 2004)
und auch speziell fiir das Gebiet und die Gegebenheiten in Deutschland spezifiziert wurden
(Seitz et al. 2005; Seitz et al. 2007; Seitz & Kowarik 2008). Die in dieser Arbeit behandelten
genetischen Muster und Prozesse gelten grundsatzlich fur Baume, Strducher, Kréauter und
Gréser in gleicher Weise. Sie werden hier aber mit dem Schwerpunkt auf den Nicht-
Baumarten ausgefuhrt (vgl. dazu z.B. Seitz et al. (2007), Gebhardt (2008); Nielsen & Kjer
(2008)).

Die Ausbringung von Wildpflanzen in der freien Landschaft bei Rekultivierungs- oder
Begrinungsmalinahmen beriihrt Fragen des Naturschutzes und des Ressourceschutzes. Bei
PflanzmaRnahmen in der freien Landschaft sollten zlichterisch veranderte Kultursippen nicht
verwendet werden, weil sie eine eingeschrankte genetische Vielfalt besitzen (Seitz et al.
2007). In dem Ubereinkommen (ber Biologische Vielfalt (CBD) haben sich die
Unterzeichner verpflichtet, auch die innerartliche Vielfalt zu erhalten, was auch den Schutz
der genetischen Vielfalt in ihrer naturlichen Struktur umfal3t. Da die genetische Vielfalt von
Pflanzenpopulationen somit ein eigenstandiges Schutzobjekt des Naturschutzes ist
(Klingenstein & Wingender 2000), muss dieser Aspekt entsprechend einbezogen werden.

Die genetische Vielfalt von Pflanzenarten, also die innerartliche Variabilitat, betrifft dabei
zwei  Ebenen: einerseits die genetisch festgelegten Anpassungen an lokale
Standortsverhéltnisse und klimatische Faktoren wobei lokal angepasste Genotypen
(Okotypen) Fitness-Vorteile gegeniiber fremden Genotypen haben. Lokale Anpassung kann
sich dabei bei Eigenschaften wie Frostresistenz, Phanologie oder Toleranz gegeniber der
Nutzung entwickeln. Andererseits existiert genetische Vielfalt in solchen genetischen
Merkmalen, die nicht zwingend einen 6kologischen Anpassungswert haben und die vor allem
durch die Einwanderungsgeschichte und durch begrenzte lokale Ausbreitungsfahigkeit
geographisch differenziert sind.
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Das Einbringen von nicht angepasstem Material kann verschiedene negative
Auswirkungen haben (Mijnsbrugge et al. 2009). Intraspezifische Hybridisierung zwischen
lokalen und fremden Genotypen kann zu ,,Auszucht-Depression flihren, d.h. reduzierter
Fitness in spateren Generationen (Edmands 2007; Hufford & Mazer 2003). Nicht
standorttypische Herkiinfte konnen so die Genpools standorttypischer Herkinften verandern
und letztlich verdrangen (Rhymer & Simberloff 1996). Generell kénnen fremde Genotypen
nicht an die lokalen Bedingungen angepasst sein und haben deswegen eine reduzierte Fitness.
Diese ist oft schwer festzustellen, da spate Wachstumsstadien relevant sind, oder bestimmte
selten eintretende Umweltbedingungen selektiv wirken. Gelegentlich kdnnen fremde
Genotypen erfolgreicher sein als die lokal angepassten und invasiv werden. Solche
»kryptischen Invasionen® sind schwer festzustellen (Hufford & Mazer 2003; Saltonstall
2002).

Aus diesen kurz umrissenen Ursachen folgt das Ziel, die natlrliche genetische Vielfalt zu
erhalten durch die Verwendung genetisch vielfaltigen gebietseigenen Wildpflanzensaatgutes.
Vor allem bei Rekultivierungsvorhaben wird dies schon lange propagiert (Van Andel 1998).
Obwohl Diese Frage hat auch in der 6kologischen Wissenschaft einen hohen Stellenwert und
wird aktuell diskutiert (z. B. Broadhurst et al. 2008; Mijnsbrugge et al. 2009). In anderen
Landern gibt es z. T. bereits anerkannte Regelungen fiir die Gewinnung und Verwendung von
gebietseigenem Wildpflanzen-Saatgut (Schweiz: Skew 2003) bzw. Unterstlitzung solcher
Initiativen  durch  staatliche  Institutionen  (USA: Usda 2009,  Australien:
http://www.florabank.org.au/).

Der zentrale Begriff ,,gebietseigenes Wildpflanzensaatgut hat zwei unterschiedliche
Bedeutungsebenen, eine genetische und eine rein stoffliche, die klar zu unterscheiden sind.

Unter genetischen Gesichtspunkten ist das Ziel, die gebietseigene genetische Vielfalt zu
erhalten (genetische Ressource). Dabei ist auch relevant, ob es genetisch verankerte
Merkmale gibt, die sich zwischen geographischen Regionen unterscheiden, méglicherweise in
Folge lokaler Anpassung, und die als solche erhalten werden sollen, z.B. in Form von
regionstypischen Sorten oder Genotypen. Die genetischen Merkmale sind ausschlieRlich von
den jeweiligen Elternpflanzen ererbt und damit im Prinzip unabhingig vom Anbauort.

Unter rein stofflicher Sicht ist das Ziel, gebietseigene Erzeugung bzw. Vermehrung zu
sichern, also sicherzustellen, dass Pflanzen in einer bestimmten Region erzeugt wurden,
unabhangig von ihrem Genotyp. Hier kdnnen chemische oder isotopenchemische Methoden
herangezogen werden, um den Erzeugungsort festzustellen.

Folglich kdnnen vier verschiedene Falle unterschieden werden, je nach dem, ob Genotyp
und/oder Erzeugungsort gebietseigen oder gebietsfremd sind. Nur dann, wenn Saatgut direkt
am Standort gesammelt wurde, stimmt die genetische Herkunft mit der stofflichen Herkunft
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Uberein, und das Saatgut kann sowohl Uber den Genotyp als auch die stofflichen
Eigenschaften identifiziert werden (Fall 1). Genetisch fremdes Saatgut wird bei Vermehrung
innerhalb einer bestimmten Region die Isotopensignatur dieser Region annehmen (Fall 2).
Sobald gebietseigenes Saatgut aber an einem anderen Ort vermehrt wird, entsprechen die
stofflichen, z.B. isotopenchemischen Merkmale denen des Vermehrungsstandortes, wahrend
der Genotyp zunachst unverandert bleibt (Fall 3).

Genetische Herkunft
e Von Elternpflanzen ererbt
e Genetische Merkmale
Gebietseigener Gebietsfremder
Genotyp Genotyp
Stoffliche Herkunft Gebietseigene 1 5
e Am Wuchsort Erzeugung
erworben
e Isotopenchemische und | Gebietsfremde 3 4
chemische Merkmale | Erzeugung

Die vorliegende Studie hat dementsprechend zwei Haupt-Ziele:

1. Darstellung der fachlichen Grundlagen zum Komplex der genetischen Vielfalt innerhalb
von Arten (Kapitel 3). Der Fokus liegt dabei auf genetischen Unterschieden zwischen
Regionen Deutschlands und der Mdglichkeiten ihres Nachweises mittels molekular-
genetischer Fingerprint-Methoden, inklusive eines Entwurfes fur ein Kontrollsystem (Kapitel
4 und 5).

2. Darstellung der Nachweismoglichkeiten fir die gebietseigene Vermehrung mittels
stofflicher Analysen, insbesondere durch nattiirliche Isotopenverhaltnisse (Kapitel 6).
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3 Genetische Vielfalt und biogeographische und
Okologische Arealstrukturen

Die Verwendung lokalen Saat- oder Pflanzgutes dient dem Ziel, lokal angepasste und/oder
genetisch differenzierte und aus der betreffenden Region stammende Herkinfte far
Anpflanzungen zu verwenden. Die Grundlage dafur ist der Befund, bzw. die Annahme, dass

1. lokale Anpassung an die biotische und abiotische Umwelt stattgefunden hat, so dass
lokale Herkiinfte bessere Uberlebenschancen haben als fremde; lokale Anpassung ist
genetisch determiniert und nicht ausschlielich durch phanotypische Plastizitat bedingt.

2. eine raumliche Differenzierung des Genpools vorliegt aufgrund von neutralen, d.h. nicht
der Selektion unterliegenden Prozessen, z.B. historischen Effekten (z.B. Nacheiszeitliche
Wiedereinwanderung aus unterschiedlichen Refugien), oder aufgrund der Biologie der Arten
(z.B. lokale Differenzierung durch raumliche Isolation und geringen Genfluss zwischen
Teilpopulationen). Das Vorhandensein solcher Differenzierungsmuster ist eine notwendige
Voraussetzung fir eine spatere Kontrolle. Wére eine Pflanzenart tber ihr gesamtes Areal im
stdndigen Gen-Austausch und lage keine genetische Differenzierung vor, wére eine
Herkunftskontrolle 6kologisch nicht begrindbar und praktisch nicht durchfuhrbar. Im
Folgenden wird dazu dargelegt, Pflanzenarten innerartlich genetisch strukuriert sein kénnen.
Es wird nach verallgemeinerbaren Mustern gesucht innerhalb bestimmter Gruppen mit
bestimmten pflanzlichen Merkmalen wie Wuchsform (Gras, Kraut, Strauch, Baum), Arealtyp
(z.B. mutmaBliche glaziale Refugien), Ausbreitungsform (Wind, Tier, Selbstausbreitung) oder
Bestdubungs- und Befruchtungssystem (Wind, Insekten, Selbstbestaubung).

Genetische Vielfalt (= genetische Diversitat), die letztlich das Vorhandensein
unterschiedlicher Nukleotidsequenzen in der genomischen DNS beschreibt, kann sich auf
zwei verschiedene Ebenen beziehen, wenn man die Wirkung der unterschiedlichen
genetischen Formen beriicksichtigt: neutrale genetische Variation und adaptive genetische
Variation. Die ublicherweise mit molekularen Markern (Mikrosatelliten, AFLP, DNA-
Sequenzen) untersuchte Variation bezieht sich in der Regel auf neutrale Loci ohne direkte
physiologische Funktion. Diese Variation unterliegt vor allem Zufallseffekten und erlaubt so,
die Effekte demographischer Veranderungen, wie z.B. Verédnderungen der PopulationsgroRen,
und stochastische Ereignisse in der Vergangenheit zu beobachten. Neutrale genetische
Variation ist relativ einfach tber Laboranalysen quantifizierbar.

Merkmale, die der Selektion unterliegen und direkten Anpassungswert haben, werden in
aller Regel von mehreren genetischen Loci kodiert, und diese sind in aller Regel auch nicht
genau bekannt. Deswegen kann die genetische Vielfalt an adaptiven Loci vor allem Uber
quantitative Merkmale untersucht werden, wie z.B. morphologische Merkmale,

10
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Biomasseproduktion oder Samenerzeugung. Quantitative genetische Variation ist nur mit
Hilfe von common-garden- und Gewéchshausversuchen durch Anzucht und Vermessung von
Samen-Familien messbar.

Wiéhrend molekulare genetische Variation 100% erblich ist, d.h. jedes beobachtete Allel
stammt aus der vorigen Generation und wird an die n&chste weitergegeben, ist die Erblichkeit
quantitativer Merkmale unterschiedlich. Der beobachtete Phanotyp einer Pflanze ist Produkt
der ererbten Gene und der Umwelt. Unterschiedliche Merkmale zeigen eine groRRe Bandbreite
der Erblichkeit, die zwischen 20% und 100% liegen kann. So liegt etwa die Erblichkeit beli
den gut untersuchten Baumarten bei ca. 20% fur Dicken- und Hohenwachstum, bei ca 50%
fur die Holzdichte, 60% fir Holzfaserlange und Geradschaftigkeit. Der Zeitpunkt des
Austriebes ist zu 80% genetisch festgelegt und die Blitenfarbe zu 100% (Geburek 2004).

Zwel Seiten der genetischen Vielfalt

7\
— =
B

3.1 Lokale Anpassung und adaptive genetische Variation
Pflanzenarten, die Uber ein groRes Verbreitungsareal vorkommen, sind dazu in der Lage,
weil sie entweder phénotypisch plastisch sind, hohe genetische Variabilitat aufweisen, oder
beides. Phanotypisch plastische Arten weisen einen Genotyp auf, der in der Lage ist, unter
verschiedenen Umweltbedingungen verschiedene Phénotypen auszubilden. Im Gegensatz
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dazu konnen Populationen auch genetisch differenziert sein durch Anpassung an lokale
Bedingungen. Viele Pflanzenarten zeigen lokale Anpassung (Ubersicht bei Linhart & Grant
(1996)) und dies wurde auch stark unter dem praktischen Aspekt von Wiederbegriinungs- und
PflegemaRnahmen untersucht. Dabei gibt es eine Reihe von Arbeiten aus Nordamerika
(Gordon & Rice 1998; Knapp & Rice 1998; Rice & Knapp 2008) und in den letzten Jahren
wurde auch fur mitteleuropdische Griinlandarten (z.B. Becker et al. 2008; Bischoff et al.
2006a; Bischoff et al. 2006b; Hufford & Mazer 2003; Smith et al. 2009). Es liegt somit eine
gute Informationsbasis fir Grinlandarten vor. Insgesamt zeigen diese Studien, dass
unterschiedliche Herkiinfte in Bezug auf Wachstumsmerkmale und Fitness genetisch bedingte
Unterschiede zeigen und dass lokale Anpassung in Grinlandpflanzen héufig ist.

Lokale Anpassung

Lokale Anpassung setzt genetische Variation in den betroffenen Merkmalen voraus und
erfolgt als Antwort auf rdaumlich unterschiedliche Umweltbedingungen. Der wichtigste
groRraumig adaptiv wirkende Faktor ist das Klima. Bodenbedingungen sind dagegen
kleinrdumiger wirksam, und biotische Interaktionen wie Pathogene oder Fressfeinde kdnnen
noch Kleinrdumiger wirken und zu lokaler Anpassung fuhren. Der Grad der Anpassung ist von
der Unterschiedlichkeit der selektiven Bedingungen abhéngig.

Eine groRe Zahl von Studien hat nachgewiesen, dass Genotypen an ihrem
Ursprungsstandort eine hohere Fitness aufweisen als an einem fremden Ort, was ein Zeichen
von lokaler Anpassung ist (Smith & Bradshaw 1979,Joshi et al. 2001; Leimu & Fischer
2008). Grundsatzlich gilt damit die Regel, dass Pflanzen am Standort ihrer Herkunft
einen Heimvorteil haben. Allerdings ist ein Heimatvorteil nicht immer festzustellen, sondern
kann auf bestimmte Orte, bestimmte Arten, bestimmte Merkmale oder im Vergleich zu
bestimmten andern Herkinften beschrénkt sein. Andererseits ist zu bedenken, dass
experimentelle Untersuchungen zeitlich begrenzt sind und somit Anpassungen an seltene oder
extreme klimatische Ereignisse wie Spatfrost moglicherweise unentdeckt bleiben kénnen.

Nicht alle Herkilinfte zeigen einen Heim-Vorteil. So fanden (Becker et al. 2008), dass
Hypochoeris radicata einen Heimvorteil hatte, allerdings nicht bei allen Herklinften, und dass
dieser zwar beim Samenansatz, nicht aber fir andere Merkmale wie die Uberlebensrate und
die RosettengroRe bemerkbar war. Das schlechte lokale Abschneiden einzelner Herkiinfte
kann damit erklart werden, dass die Population bei ihrer Griindung nicht genligend genetische
Variation mitbrachte um eine optimale Anpassung zu entwickeln (Abdala-Roberts & Marquis
2007; Rapson & Wilson 1988; Rice & Mack 1991)

Nicht alle Merkmale zeigen lokale Anpassung. So wurde insbesondere flir ontogenetisch
frihe Merkmale, wie die Keimungsrate festgestellt, dass es genetisch bedingte Unterschiede
zwischen verschiedenen Herkinften von Graslandarten gab (Bischoff et al. 2006b), ohne aber
einen Heimvorteil aufzuweisen. Andererseits konnten (Raabova et al. 2007) zeigen, dass
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lokale Herkinfte von Aster amellus nach Aussaat 42-68% mehr Jungpflanzen hervorbrachten
als fremde Herkdinfte.

Neben den abiotischen Verhéltnissen, die das Wachstum beeinflussen, tben biotische
Interaktionen, also z.B. Konkurrenz durch andere Pflanzen, Fressfeinde oder Pathogene eine
starke Selektionswirkung aus und bieten Gelegenheit zur lokalen Anpassung. Der Grad der
lokalen Anpassung zeigt sich somit teilweise erst unter Konkurrenzbedingungen. So war der
Heimvorteil von Plantago lanceolata unter Konkurrenzbedingungen in einer Wiesen-
Artengemeinschaft starker als ohne Konkurrenz (Bischoff et al. 2006a). Bei P. lanceolata
wurden signifikante Unterschiede zwischen Herkiinften in der Empfindlichkeit gegentber
spezialisierten laubfressenden Kéfern festgestellt und es wurden lokale Herkiinfte weniger
befallen als fremde (Cremieux et al. 2008). Allerdings wurde in der gleichen Studie
festgestellt, dass lokale Herkiinfte von H. lanatus stérker von Rostpilz befallen waren als
fremde.

Auch wurde mehrfach in Experimenten beobachtet, dass eine bestimmte Herkunft an allen
Standorten am besten abschneidet. So fanden Bischoff et al (2006), dass eine schweizerische
Herkunft von Lotus corniculatus alle anderen européischen Herktnfte tUbertraf.

Eine wichtige Frage ist die nach der raumlichen Skala der lokalen Anpassung. Flr
Hypochoeris radicata als Art mit hoher Ausbreitungskapazitat der Samen zeigten Becker et
al. (2008), dass die Fitness kontinuierlich mit der Entfernung zum Herkunftsregion abnahm.
Ahnliche lineare Abnahme der Fitness mit der Entfernung wurden fir mehrere Arten
gefunden, z.B. Carlina vulgaris (Becker et al. 2006), insbesondere auch flir weitverbreitet
haufige Graslandarten wie Trifolium pratense, Dactylis glomerata, und Plantago lanceolata
(Joshi et al. 2001). Die bisherigen Studien geben keine Hinweise darauf, dass Arten mit
unterschiedlicher Ausbreitungsfahigkeit systematische Unterschiede im Grad der lokalen
Anpassung aufweisen wirden. Zu &hnlichen Ergebnissen kommen auch (Leimu & Fischer
2008) in einer grolien vergleichenden Studie tber lokale Anpassung von krautigen Arten, in
der sie feststellen, dass lokale Herkiinfte am Herkunftsort meist besser wachsen und dass dies
auch unabhéangig von pflanzlichen Merkmalen der Lebensgeschichte war.

Bei den meisten genannten Studien waren die unterschiedlichen Standorte zwar rdumlich
getrennt, aber 6kologisch sehr ahnlich. Lokale Anpassung an stark kontrastierende Standorte
kann starker sein und ist dann auch starker durch die standértliche Ahnlichkeit bestimmt als
durch die Entfernung. So waren die genetischen und Fitness-Unterschiede zwischen Lotus
scoparius Populationen in Kalifornien besser durch die Umweltvariablen zu erkléaren als
durch die Entfernung (Montalvo & Ellstrand 2000). Unabhdngig von einer generellen
Abnahme der Fitness mit zunehmender Entfernung zeigten sich dhnliche Ergebnisse auch in
den Européischen Versuchen mit Grinlandarten. Fir Hypochoeris radicata wurde festgestellt,
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dass Fitnessunterschiede zwischen Standorten (3-50 km) innerhalb einer Region ebenso grof
sein kénnen wie die zwischen den Regionen (Becker et al. 2008). Dies legt nahe, dass auch
uber relativ kurze Entfernungen von wenigen Kilometern lokale Anpassung stattfinden kann.
Dies ist insbesondere dann der Fall, wenn die Standortbedingungen unterschiedlich sind. So
zeigten P. lanceolata, H. lanatus und L. corniculatus in manchen Merkmalen stérkere
Differenzierung zwischen benachbarten Herkinften auf kontrastierenden Standorten
(mesophile Wiese vs. Feuchtwiese) als zwischen weit entfernten aber standértlich &hnlichen
Herkilinften (Bischoff et al. 2006a). Auch fir Aster amellus wurde festgestellt, dass die
Anhnlichkeit der Standortfaktoren wichtiger war als die geographische Entfernung, die
allerdings maximal 70km betrug (Raabova et al. 2007).

Allerdings gibt es auch Studien, die keine lokale Anpassung Uber grofle Distanzen
feststellten, z.B. zeigte Chamaecrista fasciculata unterhalb von 1000 km keine lokale
Anpassung (Galloway & Fenster 2000). Auch flr Lotus corniculatus fanden (Macel et al.
2007) keine Anpassung an das Klima. Leimu & Fischer (2008) stellten in einer
vergleichenden Arbeit fest, dass, obwohl lokale Herkiinfte meist einen Vorteil haben, dies oft
keinen Selektionsvorteil darstellte. Mit diesem Befund wird langfristige die Bedeutung von
lokaler Anpassung etwas relativiert.

Lokale Anpassung wird beeinflusst von der Starke des Genflusses mit der Gene von nicht
angepassten Genotypen aus anderen Populationen wirken und lokale Anpassung ,,verdiinnen*.
Ahnlich dem Effekt von ,,Aussterben durch Hybridisierung* kann durch starken Genfluss
benachbarter, aber anders angepasster Genotypen die Ausbildung eines lokal angepassten
Genotyps erschwert oder verhindert werden (Rhymer & Simberloff 1996).

Auch das Beispiel des Wiesen-Schwingels (Festuca pratensis, Abbildung 3.1) aus drei
schweizerischen Regionen zeigt, dass die Regionen sowohl in neutralen wie adaptiven
Merkmalen genetisch differenziert sind, somit lokale Anpassung vorliegt (Peter-Schmid et al.
2008a; Peter-Schmid et al. 2008b). Die Regionen sind durch die Geologie und héhenbedingt
klimatisch differenziert und erstrecken sich zusammen nur tber eine Breite von ca. 100 km.
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Abbildung 3.1. Genetische Differenzierung von neutralen Markern (Mikrosatelliten) und
quantitativer Fitnessrelevanter Merkmale bei Festuca pratensis fur drei Regionen der Schweiz
(Peter-Schmid et al. 2008a; Peter-Schmid et al. 2008b).

Kann morphologische Differenzierung mit molekular-genetischen Markern ermittelt
werden ?

Lokal angepasste Populationen sind genetisch differenziert in Bezug auf Fitness-relevante
Merkmale. Der Grad der Differenzierung lasst sich quantitativ beschreiben als das Verhaltnis
der Varianz zwischen den Populationen zu der Summe der Varianz zwischen den
Populationen und der additiven genetischen Varianz innerhalb der Populationen (Qsr = %, /
(6% + 2 o), wobei o% die Varianz zwischen den Populationen und o?, die additive
genetische Varianz innerhalb der Populationen ist. Der Qsr -Werte liegt zwischen 0 und 1 und
beschreibt demnach den Grad der Unterschiedlichkeit von Populationen in quantitativen
Merkmalen.

Da die Ermittlung von quantitativ-genetischer Variation methodisch aufwéndig ist, liegt
die Frage nahe, ob deren Muster mit den Mustern der neutralen genetischen Variation
zusammenhéngen, deren Ermittlung einfacher ist. AufRerdem ist zu fragen, ob quantitativ-
genetische Differenzierung zwischen Populationen wirklich adaptiv ist, oder nicht durch
historische Effekte bedingt sind ohne klaren Anpassungswert. Um dies zu kléaren, vergleicht
man Qs -Werte, die die Differenzierung quantitativ-genetischer Merkmale beschreibt mit den
Fst -Werten der neutralen genetischen Differenzierung. Die bisher umfassendste Analyse zu
dieser Frage legten Leinonen et al. (2008) vor. Sie zeigten (Abbildung 3.2), dass Qst -Werte
in der Regel hoher sind als Fst -Werte, was darauf hindeutet, dass naturliche Selektion starker
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auf quantitativ-genetische Variation wirkt als genetische Drift. Insbesondere bei geringer
neutraler Differenzierung wurden kleine bis grof3e Qsr -Werte gefunden. Die mit neutralen
Marker geschéatzten Fst -Werte stellen somit in der Regel einen minimalen Schéatzer fir die
Differenzierung Fitness-relevanter Merkmale dar, der jedoch bei Werten von Fsr <0.2 sehr
unzuverldssig ist. Dies gilt unabhangig davon ob Bdume oder Krduter untersucht wurden,
abgesehen davon, dass Baumarten meist sehr niedrige Fst —Werte zeigen. Bei Arten mit
grolRer Differenzierung, wie z.B. Selbstbestdubern, ist die Differenzierung in neutralen
molekularen Markern ein gutes Mal flir die Unterschiede in Fitness-relevanten Merkmalen,
wie z.B. an Bromus tectorum gezeigt wurde (Ramakrishnan et al. 2004).

Graser, Krauter EST alstNuIIhypothese far die
o Biume rwartung von Qsr
Qst > Fst: gerichtete Selektion
1.0 o beeinflullt Qs tiber neutrale
I . Differenzierung hinaus
© o081, .
1 ' O . . .
S Qst = Fst: genetische Drift alleine
= ¢ o reicht aus, um quantitative
8 0.6 1 ° . ! "
= . Differenzierung zu erklaren
>
[ ]
_g 0.4 1, ° . Qst < Fs1: stabilisierende Selektion
8 o . o reduziert Qst gegeniiber neutraler
g 0.2 #.%,° e Differenzierung
o 0% e °
0.0 « w w x x x
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neutrale Variation - F;

Abbildung 3.2 Zusammenhang zwischen quantitativ-genetischer Differenzierung zwischen
natlrlichen Populationen und neutral-genetischer Differenzierung fir Baume und Nicht-
B&ume. Jeder Punkt stellt eine Art dar. Daten aus Leinonen et al. 2008.

3.2 Neutrale genetische Variation

Chromosomen-Variation

Genetische Variation innerhalb von Arten kann sich zunéchst auf chromosomaler Ebene
zeigen in Form von unterschiedlichen Cytotypen oder Ploidie-Stufen und anderen
Chromosomen-Rassen. So sind von 552 Pflanzenarten (= 18.5%) Deutschlands verschiedene
Chromosomenrassen bekannt (Durka 2002). Bei einer Auswahl von 60 wichtigen
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Grinlandarten (Tabelle 3.4) haben 11 Arten zwei Cytotypen (18.3%). Allerdings ist in der
Regel unbekannt, wie die Chromosomenrassen geographisch verteilt sind und wie hdufig die
unterschiedlichen Rassen sind. Ploidie-Unterschiede ziehen nichtgenetische und genetische
Effekte nach sich, so dass zu erwarten ist, dass Chromosomenrassen auch physiologische und
Okologische Unterschiede zeigen (Durka 2002). Exemplarische Untersuchungen am Weil3en
StrauBgras (Agrostis stolonifera) zeigten allerdings, dass trotz grofler Ploidie-Variation
innerhalb und zwischen verschiedenen Habitaten und Populationen nur geringe Variation der
Morphologie und anderer Lebensgeschichtlicher Merkmale zu beobachten war (Kik et al.
1992, 1993; Kik et al. 1990). Dennoch gilt zunachst, dass Chromosomenrassen innerhalb von
Arten bei Managementplanungen mit berlicksichtigt werden sollten (Severns & Liston 2008).

Pflanzliche Genome

Entsprechend dem Vorhandensein mehrerer Genome in Pflanzlichen Zellen und
unterschiedlichen Vererbungsmechanismen ist bei der genetischen Variation zu unterscheiden
zwischen dem Kerngenom, das biparental vererbt wird und der Rekombination unterliegt und
dem wesentlich kleineren Plastidengenom (Chloroplast, Mitochondrium), das bei
Angiospermen maternal vererbt wird und nicht rekombiniert (Tabelle 3.1). Das Kerngenom
ist wesentlich variabler als Plastiden-DNA. Die haufig verwendeten neutralen molekularen
Marker Mikrosatelliten und AFLP bilden das Gesamtgenom ab und damit quantitativ vor
allem das Kerngenom. Insbesondere Chloroplasten-DNA (cpDNA) wird bei Pflanzen hdufig
verwendet, um die maternale Linie zu untersuchen, z.B. bei Phylogeographien.

Tabelle 3.1 Wichtige Unterschiede zwischen den Genomen und Markern fir mitochondriale,
chloroplasten und Kern-DNA (nach Nielsen & Kjer 2008).

Eigenschaften Mitochondrium Chloroplast  Zellkern
Genomgrolie Klein Klein grof3

Ploidie-Stufe haploid haploid diploid oder polyploid
Marker-Variabilitat niedrig niedrig hoch

Vererbung maternal maternal bi-parental
Geographische Struktur hoch hoch niedrig

Anzahl pro Zelle viele viele zwei (bis viele)
Rekombination nein nein ja

Mal3zahlen der genetischen Diversitat
Die wichtigsten quantitativen Mal3zahlen der neutralen genetischen Diversitat innerhalb

von Populationen sind die Gendiversitat, die &quivalent zur erwarteten Heterozygotie ist und
mit H bezeichnet wird. Je nach Bezugspopulation kann ein Wert der genetischen Diversitat
innerhalb aller Subpopulationen, Hs, und die Diversitat in der Gesamt-Population, Hr,
angegeben werden.

17



Machbarkeitsstudie Herkunftskontrolle

Die genetische Differenzierung zwischen Populationen wird mit der sogenannten F-
Statistik beschrieben (Wright 1951), die die mittlere Diversitat der Subpopulationen zur
Gesamtdiversitat ins Verhéltnis setzt: Fst = (Hr-Hs)/Ht. Dieser Fixierungs-Index liegt
zwischen 0 und 1 und man bezeichnet Werte von 0 bis 0.05 als gering, von 0.05-0.15 als
maRig, von 0.15-0.25 als stark und von >0.25 als sehr starke Differenzierung (Wright 1978).
Es gibt verschiedene Schatzer fir den Fst —Wert, z.B. die Parameter Gsr, Fst, und ®gr.

Unter bestimmten Voraussetzungen kann aus dem Grad der genetischen Differenzierung
auf die effektive historische Migrationsrate zwischen den Populationen abgeschatzt werden.
Fst = 1/ (4Nem +1), wobei N, die effektive PopulationsgroRe, m die Migrationsrate und Nem
die effektive Zahl von Migranten pro Generation ist. Da die Voraussetzungen in der Natur
selten gegeben sind, sind die entsprechenden Werte allerdings mit sehr grof3en Unsicherheiten
behaftet (Whitlock & Mccauley 1999).

Faktoren die zur genetischen Differenzierung zwischen Populationen fihren sind
genetische Drift, also die zuféllige Veranderung von Allelfrequenzen, die sich vor allem in
kleinen Populationen auswirkt. Der Differenzierung entgegen wirkt der Genfluss durch
Einwanderung von Samen oder dem Eintrag von Pollen. In einem Versuch, einfache Regeln
fur das Populationsmanagement aufzustellen hat man versucht, aus der
populationsgenetischen Theorie ber den Zusammenhang von genetischer Differenzierung
und Migration die Zahl der pro Generation nétigen Einwanderer zu berechnen. Wie viele
Einwanderer werden benétigt, um Differenzierung aufgrund von Drift zu verhindern? Es
wurde die sogenannte “one migrant per generation” —Regel aufgestellt (Spieth 1974) die
besagt, dass ein Migrant pro Generation den Verlust bzw. die Fixierung von Allelen
verhindert, wenn man einen maximal tolerierbaren Fsr-Wert = 0.2 annimmt. Allerdings
beruht diese Regel auf einer Reihe von unrealistischen Annahmen, die die Migration
uberschdtzen (Insel-Modell, keine Selektion, ideale Population, demographisches
Gleichgewicht). Deshalb wurde eine verénderte Regel vorgeschlagen: Minimal 1 Migrant und
maximal 10 Migranten pro Generation verhindern den Verlust bzw. die Fixierung von Allelen
(Mills & Allendorf 1996). Damit gilt als Faustregel: 0.022 < Fsr < 0.2 als tolerierbare
Differenzierung. Viele der untersuchten Pflanzenarten liegen mit ihren empirisch erhobenen
Fsr-Werten genau in diesem Bereich, oft auch dartiber, so dass grundsétzlich mit signifikanter
Differenzierung zwischen Population zu rechnen ist.
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Abbildung 3.3 Die Beziehung zwischen Genfluss und genetischer Differenzierung unter der
Annahme eines Inselmodells. Ein Migrant pro Generation reicht aus, um die Differenzierung
auf Fs; = 0.2 zu begrenzen.

3.2.1 Genetische Diversitat und Merkmale der Lebensgeschichte

Die genetische Diversitat in Pflanzenpopulationen wurde schon an vielen Arten untersucht,
so dass es mdoglich ist, nach generellen Zusammenhédngen zwischen den Parametern der
genetischen Vielfalt und Merkmalen der Lebensgeschichte von Pflanzen zu suchen.

Die genetische Diversitat in Pflanzenpopulationen (Tabelle 3.2, Tabelle 3.3, He, Hs, Hpop)
ist nur wenig von der Lebensdauer abhéngig, da annuelle und kurzlebige Arten sich nicht
unterscheiden. Lediglich langlebige Arten (Bdume) zeigen hohere Diversitét als die tbrigen
Arten. Bezogen auf die geographische Verbreitung ist eine Tendenz festzustellen, dass die
Diversitdat positiv mit der GroRe des Gesamtareals korreliert ist, da einerseits bei den
Allozym-Studien weitverbreitete Arten erhdhte Werte zeigen und bei den Mikrosatelliten-
Studien endemische Arten reduzierte Werte aufweisen. Das Befruchtungssystem hat einen
starken Einfluss auf die Diversitadt auf Populationsebene. Selbstbestdubte Arten haben bei
allen Methoden die geringste Diversitat, wéhrend entweder die gemischt-bestaubten
(Allozyme) oder die streng auskreuzenden Arten (RAPD) die hochsten Werte zeigen. Eine
Ursache flr reduzierte Diversitat der Selbstbestauber ist einerseits die genetische Drift, die
zum Verlust von Allelen fuhrt und andererseits der geringe Genfluss zwischen Populationen,
so dass neue Mutationen nur sehr eingeschrankt ausgebreitet werden. Die Samenausbreitung
hat einen gewissen Einfluss auf die Diversitdt, da Arten ohne spezielle
Ausbreitungsmechanismen die geringere Diversitat aufweisen als Arten, die von Tieren oder
durch Wind ausgebreitet werden. Das Sukzessions-Stadium hat einen gewissen Einfluss, da
meist frihe Stadien (Ruderal-Arten, Annuelle) geringere Diversitat aufweisen als spatere
Stadien (Graslandarten, Waldarten). Interessanterweise ist es bei den Grésern nicht so, da hier
die frihen Stadien hohere Diversitét zeigen als spatere. Dies wird allerdings dadurch erklart,
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dass diese Kategorie durch die Getreide-Arten stark beeinflusst wird, die aufgrund von
Zuchtung hoch divers sind (Godt & Hamrick 1998).

Die genetische Differenzierung, also der Anteil der Diversitat zwischen den Populationen
(Tabelle 3.2, Tabelle 3.3, @st , Fst , Gsr) zeigt grofle Unterschiede bezogen auf die
Lebensdauer. Annuelle Arten sind am stérksten differenziert und haben je nach Methode
zwischen 30% und 60% ihrer genetischen Variabilitat zwischen den Populationen verteilt. Bei
mehrjahrig-kurzlebigen Arten ist die Differenzierung geringer und liegt zwischen 23% und
40%. Die geringsten Werte zeigen mehrjahrig-langlebige (Baume) die nur zwischen 8% und
25% der Variabilitat zwischen Populationen aufweisen. Die geographische Verbreitung hatte
nur bei den Allozym-Untersuchungen, aber nicht bei RAPD und Mikrosatelliten einen
signifikanten Einfluss auf die Differenzierung. A priori wird flr weitverbreitete Arten eine
starkere Differenzierung erwartet, diese zeigte sich allerdings nicht bei den Grasern. Dies
wird wiederum dadurch erklart, dass viele der weitverbreiteten Graser Nutzpflanzen sind, und
so durch menschlichen Transport eine Homogenisierung der Genpools erfolgte. Wiederum
den starksten Effekt auf die genetische Differenzierung hat das Befruchtungssystem.
Selbstbestaubte Arten haben 40% bis 60% ihrer Diversitat zwischen Populationen, wéhrend
gemischt bzw. fremdbestdubte je nach Methode nur Werte zwischen 10% und 22%
aufweisen. Windbestdubte Arten zeigten jeweils geringe Differenzierung als tierbestdubte,
was zeigt, dass Windbestaubung einen héheren Genfluss zwischen Populationen gewéhrleistet
als Tierbestaubung. Die Samenausbreitung hat nur einen geringen Einfluss auf die genetische
Differenzierung und konnte nur aus den Mikrosatelliten-Studien belegt werden. Arten ohne
spezielle Samen-Ausbreitungsmechanismen zeigen die stérkste Differenzierung. Das
Sukzessionsstadium zeigt ebenfalls einen gewissen Einfluss, da Arten friiher Stadien starker
differenziert sind als spatere. Dies durfte im Wesentlichen dadurch bedingt sein, dass friihe
Sukzessionsstadien  starkeren  PopulationsgréfRenveranderungen  einschlielflich  des
Aussterbens von Populationen unterliegen. Populationsneugriindungen verbunden mit
demographischen und genetischen Flaschenhdlsen fiihren zu stérkerer Differenzierung.

Da Pflanzenpopulationen in der Regel rdumlich gegliedert sind und aus getrennten
Populationen bestehen, ist eine Grundfrage, wie hoch die genetische Vielfalt innerhalb einer
Art ist, und wie diese auf die einzelnen Populationen (Subpopulationen) verteilt ist. Hier zeigt
sich ein negativer Zusammenhang zwischen der Diversitat innerhalb von Populationen (He)
und der Diversitat zwischen Populationen (Fst) (Abbildung 3.4). Je geringer die mittlere
Diversitét in Populationen ist, desto groRer ist in der Regel deren genetische Differenzierung;
umgekehrt ist bei genetisch sehr diversen Populationen zu erwarten, dass Populationen nur
relativ geringe Unterschiede aufweisen.
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Abbildung 3.4. A. Zusammenhang zwischen genetischer Diversitat in Populationen (He) und
zwischen Populationen (Fst, Gst (offene Symbole) und @st (volle Symbole)). Jeder Punkt
reprasentiert eine Pflanzenart. Aus Nybom & Bartish 2000. B Derselbe Zusammenhang von
Pflanzenarten, deren Allozym-Diversitat untersucht wurde, aus diversen Quellen.

Tabelle 3.2. Der Einfluss von Lebensform, geographischer  Verbreitung,
Befruchtungsssystem, Samenausbreitung und Sukzessionsstatus auf die Allozym-Diversitét
innerhalb von Populationen (He) und zwischen Populationen (Gst). Daten fiur alle
Pflanzenarten aus Hamrick & Godt 1990, fir Gréaser (Poaceae) aus Godt & Hamrick 1998. N:
Anzahl untersuchter Arten. ***: p< 0.001, **: p< 0.01, *: p<0.05, ns: nicht signifikant.

Kategorien Alle Arten Gréser (Poaceae)
N He Gst N He Gst

Lebensform FRK L Kkk ns ns
Annuell 146 020 036 80 0.147 290
Mehrjahrig-kurzlebig 119 022 023 56 0.125 .252
Mehrjahrig-langlebig (Bdume) 131  0.27 0.08

Geographische Verbreitung ** ikl
endemisch 23 0.122a .23la
regional 53 0.104a  .398b
weitverbreitet 59 0.174b  .190a

Befruchtungssystem Frk o KRk foleka ikl
Selbstbefruchtung 78 0.15 051 80 0.109a .415a
Gemischt-Tier 60 022 0.22
Gemischt-Wind 11 034 010 9 0.218b  .156b
Fremdbestdubung-Tier 124 024 0.20
Fremdbestaubung-Wind 134 026 010 47 0.175b  .112b

Samenausbreitung FhE Kk * ns
Schwerkraft 161 21 .28 67 0.117a  .315
Klett 52 24 .26 66 0.160b  .239
Endozoochor 39 31 22
Wind/Wasser 121 24 14 3 0.131

Sukzession ** ns
frih 115  0.150a .275
mittel 21 0.066b  .264
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Tabelle 3.3. Der Einfluss wvon Lebensform, geographischer  Verbreitung,
Befruchtungsssystem, Samenausbreitung und Sukzessionsstatus auf die genetische Diversitat
innerhalb von Populationen (Hpop, He) und auf die genetische Diversitat zwischen
Populationen (@st , Fst) basierend auf RAPD- und Mikrosatelliten-Analysen (aus Nybom
2004). N: Anzahl untersuchter Arten. ***: p< 0.001, **: p< 0.01, *: p<0.05, ns: nicht
signifikant.

RAPD SSR
Kategorien N Hpop Dst N He Fst
Lebensform * * folekel *
Annuell 6 13a .62a 15 .46a 40a
Mehrjahrig-kurzlebig 17 20ab 41b 29 55a  .3lab
Mehrjahrig-langlebig 37 .25b .25¢ 59 .68b .19b
Geographische Verbreitung ns ns * ns
endemisch 7 .20 .26 7 42a .26
klein 8 .28 .34 16 .56ab .23
regional 25 .21 42 41 65b .28
weitverbreitet 20 .22 34 31 .62b .25
Befruchtungssystem ikl falea Fhx *
Selbstbefruchtung 10 .12a .65a 15 4la 42a
Gemischt 8 .18a 40D 15 .60b .26ab
Fremdbestdubung 38 .27b 27¢ 71 .65b  .22b
Samenausbreitung ns ns Fkx *
Schwerkraft 24 .19 .45a 29 A47a 34a
Klett 3 .16 46ab 8 bS6ab  .33ab
Endozoochor 22 24 270 29 .73c 21ab
Wind/Wasser 7 27 .25b 28 .61b 13b
Sukzession ** el folekel *
frih 15 .17a 37a 24 46a  .38a
mittel 28 .2la 3%9a 40 .63b .22b
spat 16 .30b 23b 34  70b  .17b

Wie der Vergleich der Merkmale und der genetischen Diversitatsparameter gezeigt hat,
sind die wichtigsten direkten Parameter, die sich auf die Weitergabe genetischer Information
innerhalb und zwischen Populationen auswirken (Genfluss) das Bestaubungs- und
Befruchtungssystem und die Art der Samenausbreitung. Dementsprechend zeigen Arten
mit unterschiedlichem Pollen-Vektor oder Bestdubungssystem unterschiedliche Verteilung
der genetischen Diversitat innerhalb und zwischen den Populationen (Abbildung 3.4).

Die Genome der Plastiden, also Chloroplasten und Mitochondrien werden in der Regel nur
uniparental vererbt, rekombinieren nicht, und unterliegen stérkeren Selektionsfaktoren.
Deshalb zeigen sie verringerte Variabilitdt als das Kerngenom und in der Regel auch
groRraumigere und klarer abgegrenzte Muster der genetischen Differenzierung, z.B. der bei
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phylogeographischen Analysen. Der Vergleich der genetischen Differenzierung von Kern-
und Plastidengenom zwischen Populationen (Abbildung 3.5) zeigt, dass 1. die
Differenzierung der Plastidengenome unabhangig von der des Kerngenoms ist; 2. dass beim
Plastidengenom héufig extrem starke Differenzierung (Fst > 0.5) vorliegt, die vor allem durch
Fixierung einzelner Populationen zu erklaren ist; 3. dass Kréauter und Zwergstraucher sich
beim Plastidengenom nicht grundsétzlich vom Muster der Bd&ume unterscheiden, dass sie aber
beim Kerngenom oft starker differenziert sind als Bdume.
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Abbildung 3.5. Zusammenhang zwischen der genetischen Differenzierung von Kern-Genom
und Organell-Genom von krautigen/Zwergstrauchern im Vergleich mit Baumen (Daten von
40 Kraut- und Zwergstraucharten und 118 Strauch- und Baumarten aus Petit et al. 2005).
Krauter und Zwergstraucher sind nicht weniger genetisch differenziert als Baume, sie
tendieren eher zu stérkerer Differenzierung des Kerngenoms.

3.2.2 Okologisch-Genetische Charakterisierung wichtiger Griinlandarten

Um spezifischere Aussagen ber die bei Grinland-Arten zu erwartenden Muster der
genetischen Diversitat machen zu kdnnen, werden sie zun&chst anhand einer Liste von 60
haufigen und oft fir Ansaaten verwendeten Arten charakterisiert (Tabelle 3.4). Die meisten
Arten (85%) sind mehrjahrig und nur wenige sind einjahrig (3%), zweijahrig (7%) oder
hapaxanth (5%). Das Bestaubungssystem der meisten Arten ist obligate Fremdbefruchtung
(56%), z.B. aufgrund von Selbstinkompatibilitat, und fakultative Fremdbefruchtung (28%).
Relativ selten sind dagegen gemischte Befruchtung (13%) oder fakultative Selbstbefruchtung
(4%).

Hieraus kann die Erwartung abgeleitet werden, dass in der Regel eine hohe genetische
Vielfalt in den Populationen vorliegt und diese nur méaRige genetisch voneinander
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differenziert ist. Dabei ist zu erwarten, dass die Differenzierung zwischen Regionen bzw.
Populationen bei Krautern starker ist als bei Gréasern. Viele der Arten sind weit verbreitet und
weisen oft eine breite 6kologische Amplitude auf, so dass davon auszugehen ist, dass sie
geographisch differenziert sind und Anpassungen an verschiedene Umweltbedingungen
aufweisen. Bei wenigen kurzlebigen Arten mit hoherem Anteil an Selbstbestdubung ist von
vornherein mit starkerer Populationsdifferenzierung zu rechnen. Bei selbstbestaubenden
Arten ist Inzuchtdepression und Genfluss zwischen lokal angepassten Populationen wenig
wahrscheinlich. Dagegen ist es wahrscheinlicher, dass die Populationen differenziert sind und
wenig genetische Variation fir zukinftige Anpassung und Evolution aufweisen. Im
Gegensatz dazu ist bei stark auskreuzenden Arten weniger mit kleinrdumig lokaler Anpassung
zu rechnen, wohingegen Inzuchtdepression und eine Rolle spielen kénnen.

Tabelle 3.4 Sechzig weitverbreitete Arten des Grinlandes und deren wichtige Merkmale:
Chromosomenzahl, Ploidie (d=diploid, p=polyploid), Lebensdauer, Vorkommen in
Klimazonen und Biotoptypen, Selbstkompatibilitat (SC=selbstkompatibel,
Sl=selbstinkompatibel), Befruchtungssystem (AO=obligat selbstbefruchtend, AF=fakultativ
selbstbefruchtend, XF= fakultativ fremdbefruchtend, X = obligat fremdbefruchtend),
Apomixis (Daten aus BIOLFLOR, Klotz et al. 2002) und publizierte Mikrosatellitenmarker.

Chromo- Anzahl Anzahl Kom- Befruch- Mikro-
somen- Ploi- Lebens- Floren- Biotop- patibi- tungs- Apo- satelliten-

Krauter zahl die dauer zonen  typen  litdt  system  mixis Marker *
Achillea millefolium 54 p ausdauernd 4 12 SI X
Agrimonia eupatoria 28 p ausdauernd 3 3 SC AF
Anthemis tinctoria 18 d ausdauernd 4 4
Anthyllis vulneraria 12 d ausdauernd 2 9 SC X 1
Campanula patula 20/40 dp  zweijéhrig 3 1 SI X
Campanula
rotundifolia 68/102 p ausdauernd 2 8 SI X 2
Carum carvi 20 d  zweijdhrig 4 1 SC XF
Centaurea cyanus 24 p einjahrig 4 2 selten
Centaurea jacea 22/44 p ausdauernd 3 6 Sl X selten
Centaurea scabiosa 20/40 dp ausdauernd 4 10 Sl X
Cichorium intybus 18 d ausdauernd 4 6 SC X 3
Crepis biennis 40 p  zweijahrig 3 2
Daucus carota 18 d  hapaxanth 4 6 SC XF 4
Dianthus
carthusianorum 30 p ausdauernd 2 2 SC XF
Dianthus deltoides 30 p  ausdauernd 3 2 SC XF
Echium vulgare 32 p  hapaxanth 3 6 SC XF 6
Galium album 44 p  ausdauernd 4 6 AFXF
Galium verum 22/44 p ausdauernd 4 4

fakul-
Hypericum perforatum 18/32 dp ausdauernd 4 11 SC AFXF  tativ 7
Hypochaeris radicata 8 d ausdauernd 3 4 Sl X
Knautia arvensis 20/40 dp ausdauernd 4 3 SC XF
Lathyrus pratensis 14 d ausdauernd 4 SC XF
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Chromo- Anzahl Anzahl Kom- Befruch- Mikro-
somen- Ploi- Lebens- Floren- Biotop- patibi- tungs-  Apo- satelliten-
Kréuter zahl die dauer zonen  typen litdt  system mixis Marker *
Leontodon autumnalis 12 d ausdauernd 4 5 Sl X
Leontodon hispidus 14 d ausdauernd 3 8 Sl X
Leucanthemum
ircutianum 36 p  ausdauernd 3 2 SC AFXF
Lotus corniculatus 24 p ausdauernd 4 9 SC X
Malva moschata 42 p  ausdauernd 3 2 SC XF
Medicago lupulina 16 d ausdauernd 3 7 SC AF
Onobrychis viciifolia 28 p  ausdauernd 2 2 Sl X
Origanum vulgare 30 p ausdauernd 3 7 SC XF 9
Papaver rhoeas 14 d einjahrig 3 2 Sl X
Pastinaca sativa 22 p  zweijéhrig 3 5 SC AFXF
Pimpinella major 20 d ausdauernd 3 3 SC XF
Pimpinella saxifraga 36/40 p ausdauernd 4 2 SC XF
Plantago lanceolata 12 d ausdauernd 4 3 Sl X 10
Plantago media 24 p ausdauernd 3 4 Sl X 11
Prunella vulgaris 28 p ausdauernd 4 3 SC X
Ranunculus acris 14/16 d ausdauernd 5 5 Sl X selten 12
Rumex acetosa 14/15 d ausdauernd 5 1 X
Salvia pratensis 18 d ausdauernd 2 5 SC XF
Sanguisorba minor 28 p ausdauernd 3 5 X
Sanguisorba officinalis ~ 28/56 p ausdauernd 4 2
Silene dioica 24 p ausdauernd 3 3 SC X
Lychnis flos-cuculi 24 p  ausdauernd 3 2 SC XF 13
Thymus pulegioides 28 p ausdauernd 2 7 SC XF 14
Tragopogon pratensis 12 d hapaxanth 3 2 SC AFXF
Trifolium pratense 14 d ausdauernd 4 9 Si X 15
Gréser:
Agrostis capillaris 28 p  ausdauernd 3 5 Sl X
Anthoxanthum
odoratum 20 p ausdauernd 4 4 SC XF
Arrhenatherum elatius 28 p ausdauernd 3 7 Sl X
Cynosurus cristatus 14 d ausdauernd 2 2 Sl X
Briza media 14 d ausdauernd 2 3 Sl X
Bromus erectus 56 p  ausdauernd 3 4 Sl X
Festuca guestfalica 28 p ausdauernd 2 10 Sl X
Festuca nigrescens 42 p  ausdauernd 2 6 Sl X
Festuca pratensis 14 d ausdauernd 4 3 Sl X 16
Poa angustifolia 54/72 p  ausdauernd 4 1 SC AFXF
fakul-
Poa pratensis 42 ausdauernd 4 1 SC AFXF  tativ
Trisetum flavescens 24 ausdauernd 3 3 Sl X

* Mikrosatelliten-Marker: 1: Van Glabeke et al. 2007, 2: Aegisdottir et al. 2000 (C. thyrsoides), 3: Gemeinholzer &
Bachmann 2005, 4: Hyman et al. 2004, 5: Smulders et al. 2000, 6: Korbecka et al. 2003, 7: Sharbel et al. 2006, 8: Mix et al.
2004, 9: Novak et al. 2008, 10: Hale & Wolff 2003, 11: Squirrell & Wolff 2001, 12: Noel et al. 2005 (R. flammula), 13:

Galeuchet et al. 2002, 14: Landergott et al. 2006 (T. praecox), 15: Kélliker et al. 2006, 16: Studer et al. 2006
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3.2.3 Biogeographische Muster in Europa

Die Pflanzenwelt Mitteleuropas ist historisch stark geprégt durch die nacheiszeitliche
Wiederbesiedlung der durch die Eiszeiten weitgehend vegetationslosen Regionen. Soweit
bekannt, erfolgte die Wiederbesiedlung aus den glazialen Refugien in Studeuropa (Abbildung
3.6A): Iberische Halbinsel (R1), Apennin-Halbinsel (R2), Balkan (R3) und weiter Gstlich
gelegene Refugien. Durch die lange andauernde Trennung und Isolation dieser
Refugialgebiete kam es zu einer genetischen Differenzierung der Refugialpopulationen.
Inwieweit Pflanzen-Populationen in Mittel- und Nordeuropa in unvereisten Gebieten
innerhalb der geschlossenen Eisdecke (Nunataks) oder im Periglazialgebiet iberdauert haben,
ist unklar. Da dies aber fur eine Reihe von alpinen Sippen gezeigt wurde, muss auch im
Mitteleuropdischen Flachland mit solchen Phanomenen gerechnet werden.

Die postglazialen Besiedlungswege lassen sich aus den phylogeographischen Mustern
ableiten. Sie sind artspezifisch, dennoch lassen sich vereinfacht einige Syndrome
verallgemeinern (Abbildung 3.6B). Ein westlicher Ausbreitungspfad ausgehend von der
Iberischen Halbinsel konnte Uber Frankreich und Mitteleuropa bis nach Skandinavien, aber
auch bis nach Osteuropa reichen. Ein Ostlicher Ausbreitungspfad ausgehend vom Balkan
verlief nach Norden und Westen uber Mitteleuropa bis zu den Pyren&en. Ein zweiter,
mdoglicherweise unabhéngiger Ostlicher Pfad aus weiter norddstlich gelegenen Regionen
fihrte von Osten Uber die skandinavische Halbinsel. Der Pfad von der Appenin-Halbinsel
konnte westlich um die Alpen ebenfalls nach Mitteleuropa fuhren. Die Gebirge der Pyrenéden
und Alpen behinderten teilweise die Ausbreitung, so dass sich heute hier verschiedene
Ausbreitungslinien treffen und relativ scharfe Grenzen stark differenzierter innerartlicher
Gruppen ausgebildet haben. Aber auch im weniger stark strukturierten Mitteleuropa wurde fir
einige Arten das Zusammentreffen von westlichen und 6stlichen Ausbreitungslinien
festgestellt, was, wegen seiner zentralen Lage, haufig im Gebiet Deutschlands auftritt.
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Abbildung 3.6 A. Maximale Ausdehnung der letzten Vereisung (18.000-20.000 ybp) und
Hauptrefugien (R1-R3). B. Hauptwege der postglazialen Wiederbesiedlung und Nahtzonen
durch Zusammentreffen verschiedener refugialer Linien (aus Taberlet et al. 1998).
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Abbildung 3.7. Verteilung von Chloroplasten-Haplotypen européischer Eichen-Arten (Q.
robur, petraea, pubescens, etc). Die Eichen besitzen durch gelegentliche Hybridisierung einen

im wesentlichen gemeinsamen Chloroplasten-Genpool (aus Petit et al. 2002). Die Genpools
A, B und C sind in den drei genannten Arten vertreten.
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Von der mitteleuropéischen Flora am besten phylogeographisch untersucht sind die
zahlenmaRig Uberschaubaren Baumarten, insbesondere die forstlichen Hauptbaumarten
(Demesure et al. 1996; Dumolin-Lapegue et al. 1997; Grivet & Petit 2002, 2003; Hampe et
al. 2003; Vendramin et al. 2000).

Das Beispiel der an Hand von cpDNA untersuchten mitteleuropéischen Eichenarten
(Quercus robur, Q. petraea, Q. pubescens), zeigt, wie sich auf dem Gebiet Deutschlands
verschiedene refugiale Linien ausbreiteten und zu komplexen Mustern innerhalb von
Deutschland flihrten (Abbildung 3.7, Petit et al. 2002). Die drei relevanten refugialen Linien
bilden teilweise gebietsweise relativ reine Vorkommen (Sachsen, Sudbayern), andererseits
gibt es Gebiete mit starker Durchmischung (Nordost-Deutschland, westliche
Mittelgebirgsregion). Der Vergleich mit den einfach strukturierten Verteilungen in Grof3-
Britannien und Frankreich mach klar, wie komplex die Situation durch das Zusammentreffen
verschiedener refugialer Linien in Mitteleuropa ist.

Fur Arten des mitteleuropéischen Grundlandes existiert nur eine geringe Zahl von Studien,
aus denen phylogeographische Gliederungen und rédumliche genetische Gruppen fur das
Gebiet von Deutschland abgeleitet werden kénnen. Einige Arten zeigen das typische Muster
von wenigen genetischen Linien mit relativ deutlicher geographischer Gliederung.

Das Gemeine Ruchgras (Anthoxanthum odoratum) wurde mit europaischer Skala RAPD
charakterisiert (Pimentel et al. 2007). Dabei zeigten sich zwei genetische Gruppen: eine
westliche, die aus Populationen der iberischen Halbinsel, und Sudskandinaviens bestand; und
eine oOstliche mit Populationen der Alpen, der Sudeten und aus Nord-Skandinavien.
Populationen aus Deutschland wurden nicht untersucht, allerdings ist deutlich dass sich im
Gebiet die beiden Linien treffen bzw (berlappen.

Der Wiesen-Schwingel (Festuca pratensis) wurde in seinem gesamten Areal auf
Chloroplasten-Polymorphismen untersucht (Abbildung 3.8, Fjellheim et al. 2006). Es zeigte
sich zunéchst nur eine geringe genetische Diversitdt, da nur drei Haplotypen gefunden
wurden, von denen nur 2 eine grélRere Ausbreitung erfahren haben. Der westliche Haplotyp,
dessen glaziales Refugien auf der iberischen Halbinsel war, hat sich Gber Mitteleuropa bis
Nordskandinavien ausgebreitet. Der ostliche Haplotyp, dessen glaziales Refugium nicht
identifiziert werden konnte, tritt in den Alpen, dem Balkan, Ost-Europa bis nach
Skandinavien auf. Mdéglicherweise anthropogen verschleppt tritt er auch auf den Britischen
Inseln auf. Beide Haplotypen treffen in Mitteleuropa aufeinander, in Deutschland treten beide
Typen auf. Wo genau die Grenze zwischen beiden verlduft, ist aufgrund geringer
Probendichte unklar.
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Die Studie mit der derzeit besten Datengrundlage bezogen auf das Gebiet Deutschlands ist
die Untersuchung der Phylogeographie der Roten Lichtnelke (Silene dioica) an Hand von
cpDNA Polymorphismen von Prentice et al. 2008. Die Art stellte sich als sehr divers heraus
mit 4 weit verbreiteten Haplotypen, die sich von Norden, Osten, Stidwesten und Stidosten
ausbreiteten. Sie zeigen jeweils ein charakteristisches Verbreitungsbild und bilden in
Mitteleuropa weite  Uberlappungsbereiche  (Abbildung 3.9). Uberlagert man die
Verbreitungsgebiete, so ergeben sich in Deutschland drei breite Zonen von SW nach NO mit
einer zunehmenden Zahl von Haplotypen.

Fur andere Arten sind wieder genetisch diverse Populationen typisch ohne starke
Differenzierung zwischen Refugialgebieten, so dass auch wiederbesiedelte Gebiete genetisch
divers sind.

Ein Beispiel einer solchen Verteilung der Diversitat zeigt die Frihlings-Kuhschelle
(Pulsatilla vernalis, Ronikier et al. 2008). Hier treten sowohl in den sldlichen
Refugialgebieten als auch verschiedenen ndrdlichen Teilarealen mehrere cpDNA-Haplotypen
in kleinrdumigem Mosaik auf. Dies wird so erklart, dass die in den Refugien erhaltene
Diversitdt in mehreren unabhéngigen Schritten postglazial nach Norden gewandert ist und
dort lokal differenzierte Gebiete besiedelte.

Ahnlich beim Heidekraut (Calluna vulgaris), das eine groRe cpDNA-Vielfalt sowohl in
stdlichen wie nordlichen Populationen zeigt (Rendell & Ennos 2002). Zwar kénnen Refugien
in Std-Frankreich/Spanien nachgewiesen werden, aber auch ein nordliches Refugium wird
gefordert. Viele Populationen sind genetisch divers und die Differenzierung zwischen den
Populationen ist stark (Gst = 0.43), aber es lassen sich keine Gebiete abgrenzen.
Madglicherweise gab es mehrere nérdliche Refugien im Periglazialgebiet, so dass eine schnelle
Wiederbesiedlung und Durchmischung verschiedener Typen erfolgte.

w

@ haplotype A
o haplotype B

Abbildung 3.8 Phylogeographische Struktur des Wiesen-Schwingels (Festuca pratensis), bei
dem nur zwei genetische Linien gefunden wurden (Fjellheim et al. 2006).
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Abbildung 3.9 A. Verbreitung von vier cpDNA-Haplotypen der Roten Lichtnelke (Silene
dioica) und mogliche Einwanderungswege. B. Uberlagerung der Haplotypenverteilungen.
Nach Prentice et al. 2008.

Fazit der phylogeographischen Arbeiten fur die Gebietsabgrenzung von Regiosaatgut

Aufgrund seiner zentralen Lage in Mitteleuropa liegt Deutschland im Bereich aller von den
glazialen  Refugien  ausgehenden und  grundsétzlich  Nordwérts  gerichteten
Wiederbesiedlungsrouten. Dabei ist es mdglich, dass sich wahrend der Einwanderung
genetische Gradienten entwickelt haben. Bei Arten, die mehrere glaziale Refugien aufweisen,
ist damit zu rechnen, dass mehrerer Typen eingewandert sind. Nahtzonen zwischen
verschiedenen Linien sind bevorzugt in Deutschland zu erwarten, z.B. parallel zum Nordrand
der Alpen und weiterhin grundsatzlich N-S verlaufend zwischen westlichen und 6stlichen
Besiedlungswegen. Die Existenz und die genaue Lage solcher Nahtzonen sind nicht
vorhersagbar, zudem artspezifisch. Die bisher gezeigten phylogeographischen Strukturen
legen nahe, das Gebiet von Deutschland sowohl in E-W wie in N-S-Richtung in mehrere
Teile zu gliedern, wenn Herkunftsregionen die natlrlichen Wiederbesiedlungseinheiten
teilweise wiedergeben sollen.
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3.2.4 Genetische Variation und Radumliche Skalen

Auch ohne kategoriale Gebietsunterteilung durch Einwanderung von genetisch alternativ
fixierten Linien kommt es durch die Effekte von Genfluss und Gendrift zwischen
Populationen  zur  entfernungsabhéngigen  genetischen  Differenzierung.  Unter
Modelbedingungen entwickelt sich die so genannte ,,isolation by distance Beziechung, eine
lineare Zunahme der paarweisen genetischen Differenzierung (Fst) mit der geographischen
Entfernung von Populationen (Abbildung 3.10, Hutchison & Templeton 1999; Wright 1943).
Dies beruht darauf, dass Genfluss mit Samen und Pollen benachbarte Populationen verbindet
und angleicht, gleichzeitig alle Populationen aber durch Drift dazu tendieren, sich zu
verandern. Je nach der Stirke des Genflusses verandert sich die Beziehung, so dass bei
starkem Genfluss entfernungsunabhéngig nur geringe Differenzierung vorliegt, wéahrend bei
sehr geringem Genfluss entfernungsunabhéngig sowohl groRe und geringe Differenzierung
zwischen Populationen vorliegen kann.

Genfluss - Drift
Gleichgewicht

Genfluss > Drift Genfluss < Drift

Genetische
Differenzierung, Fgr
Fsr

Distanz Distanz Distanz

Abbildung 3.10 Beziehung zwischen genetischer Differenzierung (Fst, Gst, @st) und
geographischer Distanz in Abhangigkeit von Genfluss und genetischer Drift. Nach Hutchison
& Templeton 1999.

Die Muster der genetischen Differenzierung als Funktion der geographischen Entfernung
sind stark artspezifisch (Abbildung 3.11). Folgende Verallgemeinerungen lassen sich dennoch
ableiten: 1. Weit verbreitete auskreuzende Arten zeigen im Bereich bis 50km z. T. sehr
geringe Differenzierung ohne Zusammenhang zur geographischen Distanz (z.B. Sanguisorba
officinalis); 2. Die Differenzierung ist bis mehrere 100 km sehr variabel und zeigt keine
regelhafte Beziehung zur geographischen Distanz (z.B. Arrhenatherum elatius,
Corynephoreus canescens) und erst bei groBen Entfernungen (> 500km) ist eine Klare
Erhohung der Differenzierung zu beobachten. 3. Seltene, oder auf isolierte Standorte
beschrankte Arten zeigen hdufig deutlichere Muster der entfernungsabhdngigen
Differenzierung (z.B. Geum reptans, Campanula thyrsoides, Pulsatilla vulgaris).

Bei der Betrachtung der wichtigen Futtergrédser muss natirlich auch der menschliche
EinfluB berucksichtigt werden. So zeigen Arrhenatherum elatius und Corynephorus
canescens zwar ein dhnliches Muster (Abbildung 3.11), allerdings ist die Kurve bei C.
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cansecens nach oben verschoben, zeigt als insgesamt wesentlich starkere Differenzierung.
Dies kann dadurch bedingt sein, dass Glatthafer schon lange mittels Massensaatgut
weitverbreitet eingebracht wurde und damit genetisch homogenisiert wurde. Im Gegensatz
dazu kann davon ausgegangen werden, dass das Silbergras nicht ausgeséht wurde, so dass die
hohere genetische Differenzierung naturlichen Ursprungs ist. Zu ahnlichen Ergebnissen
kamen Bolaric et al. (2005), fiir die weit verbreiteten auskreuzenden Lolium-Okotypen in
Deutschland und Europa. Die Individuen clusterten populationsspezifisch, ohne allerdings ein
Muster der Isolation durch Distanz zu zeigen. Teilweise waren Populationen innerhalb einer
Region stérker voneinander differenziert als zwischen Regionen.

Welche Konsequenzen lassen sich aus diesen raumlichen-genetischen Mustern mit
Hinblick auf die Herkunftszuordnung von Regiosaatgut ableiten? Da genetische
Differenzierung zwischen Populationen die Regel ist, aber nicht unbedingt eine klare
Entfernungsabhangigkeit der genetischen Distanz vorliegt, kann es schwierig sein, spezifische
genetische Marker fiir jede Herkunftsregion zu definieren. Es wére dann nicht mdglich, eine
fragliche Probe ohne weitere Kenntnis einer Herkunftsregion zuzuordnen. Andererseits ist in
der Regel jede einzelne Herkunft genetisch von den Gbrigen differenziert, womit fragliches
Material der urspriinglichen Herkunft zugeordnet werden kann, wenn deren Genotyp aus
Ruickstellproben bekannt ist.
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Abbildung 3.11 Beispiele fir die Abhéngigkeit der genetischen Differenzierung zwischen
Populationen (Fsr) von der geographischen Entfernung fiir verschiedene Arten des Grinlandes.
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3.3 Genetische Marker und die Abgrenzung von Herkunftsgebieten

Die bisher dargestellten Prozesse und darauf beruhenden réaumlich-genetischen Mustern
lassen sich nutzen, um Herkunftsregionen oder Saatzonen zu identifizieren. Die Abgrenzung
von Herkunftsgebieten erfolgt in aller Regel nach biogeographischen und standértlichen
Gegebenheiten und nutzt die naturradumlichen Einheiten. Beispiele sind die forstlichen
Herkunftsgebiete fir die Saatgutgewinnung, aber auch jetzt vorgelegte Abgrenzung fir
Regiosaatgut in Deutschland und z.B. die Gebietsabgrenzung fir die Saatgutgewinnung fir
Renaturierungszwecke und Buntbrachen in der Schweiz (Skew 2003). Aber auch mittels rein
genetischer Methoden wurden in Einzelfallstudien Gebietsabgrenzungen vorgenommen, vor
allem wiederum bei den forstlichen Hauptbaumarten. Eine einheitliche Methodik liegt hierzu
allerdings nicht vor. So wurden mittels Isoenzymen fir die Buche in Tschechien acht Zonen
abgegrenzt (GOmory et al. 1998). Fir die Fichte wurden in Europa 16 Regionen auf der Basis
von genetischer Variation von Chloroplasten-Markern identifiziert (Bucci & Vendramin
2000). Fir die Hainbuche wurde aufgrund von AFLP-Markern fiir das Gebiet von Flamen
eine Saatzone als ausreichend betrachtet (Coart et al. 2005). Idealerweise flieRen in eine
Gebietsabgrenzung verschiedene Datenbenen ein: neutrale genetische Marker, quantitativ-
genetische morphologische Eigenschaften und standértliche Voraussetzungen. Dies wurde
z.B. exemplarische am Sandelholz gezeigt, wobei die genannten Bereiche jeweils
unabhéngige Beitrage zu einem Gesamtbild lieferten (Bottin et al. 2007).

Fur krautige Pflanzen sind derartige auf genetischer Basis durchgefiihrte
Gebietsabgrenzungen nicht bekannt. Allerdings wird gerade bei der Problematik wvon
Rekultivierung die Frage von lokal angepasstem Saat/Pflanzgut seit langem diskutiert (Knapp
& Rice 1996; Mckay et al. 2005; Smith et al. 2007). Es wurden im Rahmen von
Rekultivierungsprojekten verschiedentlich Untersuchungen tber genetische Differenzierung
potentieller Herkunftsgebiete angestellt. Dabei war jeweils das Ziel, die Spenderpopulationen
danach auszusuchen, wie stark die entsprechenden Pflanzenpopulationen genetisch von der
Zielpopulation differenziert waren. So untersuchten Krauss & He (2006) und Bussell et al.
(2006) in einem australischen Projekt flr insgesamt 15 Pflanzenarten die genetische
Differenzierung maoglicher Spenderpopulationen im Umkreis von ca. 50 km um ein
Rekultivierungsprojekt in  Australien. Dabei zeigten die Arten unterschiedliche
Differenzierungsmuster, insgesamt aber herrschte starke genetische Differenzierung vor. Es
wurden drei Kategorien gebildet, mit (1) enger (alle moglicher Spenderpopulationen sind
differenziert von Zielpopulation) (2) lokaler (ndchstgelegene Population ist nicht
differenziert), und (3) regionaler Bindung (keine der untersuchten Populationen ist
differenziert). Solche Projekte verlaufen in der Regel in relativ kleinriumigem Malstab, so
dass sie nur eingeschrénkt auf die Regiosaatgutproblematik tbertragen werden kénnen, sie
zeigen aber klar, dass Populationen stark differenziert sein kénnen und dass aufgrund
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unterschiedlicher Arteigenschaften eine einheitliche Festlegung von Herkunftsregionen im
Einzelfall eine suboptimale Ldsung darstellen kann.

3.4 Schlussfolgerungen fir Herkunftsgebiete

» Es ist zu erwarten, dass Griindlandarten auf Grund von historischen Ursachen, vor
allem der nacheiszeitlichen Wiederbesiedlung, eine genetische Differenzierung innerhalb von
Deutschland aufweisen in Bezug auf neutrale genetische Marker. Der Grad der
Differenzierung zwischen Populationen wird grundsétzlich von Merkmalen wie
Befruchtungssystem, Samenausbreitungs-Vektor und Lebensdauer bestimmt.

» Standort- und Klima-bedingte Selektion fuhrt zusatzlich zu lokaler Anpassung und
genetischen Differenzierung in adaptiven Merkmalen (adaptive genetische Marker). Lokale
Anpassung ist fir viele Arten zu erwarten. Adaptive genetische Variation kann mit
gangigen molekularen Markersystemen nicht, oder nur eingeschrankt erfasst werden (s.
Kap. 4). Genetische Differenzierung in potentiell adaptiven Markmalen ist mindestens so
stark wie die Differenzierung von neutralen Markersystemen.

» Fir die meisten Grinlandarten ist mit hoher genetischer Diversitat innerhalb der
Populationen und maRiger genetischer Differenzierung zu rechnen. Auf der weiten
Verbreitung der meisten Arten ist damit zu rechnen, dass die Differenzierung der quantitativ
genetischen Variation hoch ist.

» Es liegen nur sehr wenige systematischen flachendeckenden Untersuchungen uber
genetische Differenzierung von Griinlandarten vor, die einen Grof3teil Deutschlands und der
umgebenden Lander erfassen und gleichzeitig sowohl Kerngenom wie Chloroplastengenom
untersucht haben. Viele Arbeiten haben nur eine geographische Reichweite von unter 100 km
und lassen deswegen keine Schliisse tber grélRere geographische Rdume zu. Es ist eindeutig
ein Forschungsbedarf vorhanden, an einzelnen Grinlandarten exemplarisch die
genetische Struktur in Europa und insbesondere den Grad der genetischen
Differenzierung in Deutschland zu untersuchen.

» Aufgrund der phylogeographischen Gliederung und der klimatischen und standortlichen
adaptiven Differenzierung sind Herkunftsregionen an diesen Parametern zu orientieren, die
sich z.B. in der biogeographischen und naturrdumlichen Gliederung Deutschlands
widerspiegelt (vgl. Mckay et al. 2005). Ohne aus den bisherigen genetischen Erkenntnissen
direkt Grenzen ableiten zu koénnen, legen die populationsgenetischen Befunde nahe, die
Ausdehnung von Herkunftsregionen auf unter ~150-300 km zu begrenzen.
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» Die Beziehung von genetischer Differenzierung neutraler Marker (z.B. AFLP) zu
geographischer Distanz hat, wenn signifikant, oft eine geringe Vorhersagequalitat. Genetische
Differenzierung, die eine tolerierbare Schwelle von Ggsr = 0.1 bis 0.2 Ubersteigt, tritt innerhalb
einer Art oft Uber einen weiten Distanzbereich auf (0 bis mehrere 100 km).

Daher ist es fraglich, ob fur eine Pflanzenprobe eindeutig eine Herkunftsregion
bestimmt werden kann, wenn nicht eine aus derselben Herkunft stammende
Referenzprobe vorhanden ist.

Fur ein Kontrollsystem auf genetischer Basis ergibt sich daraus der Schluss, dass neben
einer Referenzdatenbank, die stichprobenhaft einen moglichst groRen Teil des Areals der Art
abdeckt, alle fraglichen besammelten Herkiinfte als Referenz zur Verfuigung stehen missen.
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4 Genetische Markersysteme zur Kontrolle lokaler
Herktnfte

Im Folgenden werden verschiedene genetische Markersysteme vorgestellt, die haufig im
Rahmen von Studien an Pflanzenpopulationen verwendet werden, um Populationsstrukturen,
Metapopulationen, Genfluss oder phylogeographische Muster darzustellen. Diese
Markersysteme erzeugen genetische Fingerabdriicke von Pflanzen und kommen auch fir die
Herkunftskontrolle prinzipiell in Frage: z.B. Mikrosatelliten, AFLP, RAPD, Isoenzyme,
Chloroplasten-DNA-Marker, SNP, DArt, DNA-barcoding. Darlber hinaus werden kurz die
mdoglichen statistischen Werkzeuge dargestellt, die Zuordnung von fraglichen Proben zu
Herkiinften bzw. den Ausschluss ermdglichen.

4.1 Markersysteme

4.1.1 Allozym-Analyse

Die Allozym-Analyse, manchmal auch Isoenzym-Analyse genannt, macht sich die
Tatsache nutzbar, dass viele Enzyme des primaren Stoffwechsels, in verschiedenen Allelen
vorkommen, die mittels Gel-Elektrophorese getrennt werden konnen. Nach der
Elektrophorese werden die Enzyme dadurch nachgewiesen, dass sie Substrate ihrer
enzymspezifischen Reaktion umsetzen, wobei Farbstoffe erzeugt werden, die zu
Bandenmustern flihren. Da die untersuchten Enzyme in allen Pflanzenarten gebildet werden,
ist die Methode universell einsetzbar. Obwohl Enzyme mit physiologischer Funktion
untersucht werden, geht man in der Regel davon aus, dass die Variation neutral ist, d.h. die
verschiedenen Allele nicht der Selektion unterliegen. Ublicherweise werden ca. 8-15 Enzym-
Loci untersucht (Hamrick & Godt 1990), wovon ca. die Halfte polymorph ist, mit in der
Regel wenigen (2-3) Allelen. Allozyme werden in der Regel biparental vererbt und sind co-
dominante Marker. Bei polyploiden Arten kann die Analyse durch Bandeniiberlagerung
schwierig bis unmoglich werden.

Da die Enzyme U(ber ihre spezifische Enzymreaktion dargestellt werden, muss flr die
Analyse frisches lebendes oder gefrorenes Gewebe eingesetzt werden, was hohe
Anforderungen an die Probenahme und Lagerungslogistik stellt. Die Allozym-Analyse ist die
klassische Methode der Populationsgenetik und war bis zur Entwicklung der PCR die
vorherrschende Methode zur Analyse von Populationsstrukturen. lhre Bedeutung nimmt
derzeit ab, da sie einen relativ hohen Aufwand im Labor bendtigen, der nicht automatisierbar
ist.
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4.1.2 Mikrosatelliten

Mikrosatelliten, auch SSR (simple sequence repeats) oder VNTR (variable number of
tandem repeats) genannt, sind DNA-Bereiche, die aus einer Wiederholung desselben kurzen
Motives bestehen. Die Wiederholungssequenz kann 2-5 Basenpaare lang sein, in der Regel
werden 2-3 bp Motive untersucht, z.B. CA, GA, GAT. Eine Mikrosatelliten-Region zeichnet
sich durch eine unterschiedliche Anzahl dieser Motive aus. Mikrosatelliten haben keine
bekannte physiologische Funktion, sondern werden als tberfliissige DNA betrachtet. Daher
sind sie sehr variabel dartber hinaus sind sie im Genom aller Pflanzen und Tiere weit
verbreitet. Mikrosatelliten-Marker werden tber PCR erzeugt und mittels hochauflésender
Gel-Elektrophorese dargestellt, was entweder Uber Polyacrylamid-Gele oder mittels
automatischer Kapillar-Elektrophoresegerite (,,DNA-Sequencer”) erfolgt. Es gibt keine
universell einsetzbaren primer, sondern fur jede Art missen neue primer entwickelt werden,
was pro Art eine Investition von ca. 15.000€ voraussetzt.

Ublicherweise werden 5-10 Mikrosatelliten untersucht, die alle hoch polymorph sind.
Damit ist die Anzahl genetischer Loci relativ begrenzt und kann nach der
Methodenentwicklung nicht erweitert werden. In der Regel hat jedes untersuchte Individuum
einen individuellen Genotyp (genetischer Fingerabdruck).

Da eine hochspezifische PCR verwendet wird, die relativ kurze, in der Regel zwischen
100bp und 300bp lange Fragmente erzeugt, kann die Mikrosatelliten-Analyse auch mit
schlechter Probenqualitdt noch erfolgreich durchgefiihrt werden. Fir die Analyse geniigen
wenige Milligramm frischen oder getrockneten Gewebes. Insbesondere kann die Analyse in
der Regel direkt mit Samenmaterial durchgefuhrt werden und ist nicht auf Blattmaterial
angewiesen. Mikrosatelliten-Analysen bilden die Grundlage fir forensische Untersuchungen
und von Vaterschafts-Tests beim Menschen, da sie individuelle Fingerabdriicke erzeugen
kdnnen, was aber voraussetzt, dass viele verschiedene Mikrosatellten-Loci bekannt und gut
untersucht sind. Im Bereich von Pflanzen werden Mikrosatelliten zu Analyse von
Populationsstrukturen, Genfluss und Vaterschaftsanalysen verwendet. Mikrosatelliten sind flr
eine Reihe von Griinland-Arten bekannt (Tabelle 3.4). Mikrosatelliten-Marker werden
grundsétzlich als genetisch neutral betrachtet, da sie keine abgelesenen Gene sind. Aufgrund
der geringen Zahl untersuchter Loci ist die Wahrscheinlichkeit gering, physikalisch an
adaptive Genloci gekoppelte Mikrosatelliten loci zu identifizieren.

Die Datengrundlage fir die Charakterisierung einer Population oder Herkunft ist die
Identitdt und die Frequenz aller an jedem Mikrosatelliten-Locus festgestellter Allele.
Aufgrund des hohen Polymorphie-Grades der Mikrosatelliten missen deshalb pro Population
eine relativ grof3e Zahl von Individuen untersucht werden, um verlassliche Aussagen tiber das
Vorhandensein bestimmter Allele und Uber ihre Frequenz zu erhalten. In Populationsstudien
werden ublicherweise 20-40 Individuen beprobt.
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4.1.3 RAPD

Bei der RAPD (random amplified polymorphic DNA) Analyse werden PCR Produkte
erzeugt, indem zufallig erzeugte 10bp Oligonukleotide als primer einer durch niedrige
Anlagerungstemperatur unspezifischen Reaktion eingesetzt werden. Die so erzeugten DNA
Fragmente werden mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die hiermit gewonnenen
Bandenmuster werden in eine bindre Datenmatrix Ubersetzt. RAPD-Marker liefern dominante
Daten.

Aufgrund der unspezifischen PCR Reaktion gelten RAPD als wenig reproduzierbar und
stark abhangig von den Laborbedingungen.

4.1.4 AFLP

Amplified Fragment Length Polymorphisms (Vos et al. 1995), sind genetische
Fingerabdriicke. Sie werden erzeugt, in dem DNA mit zwei Restriktionsenzymen verdaut
wird, und nach Ligation von Adaptoren zwei zunehmend selektive PCR Reaktionen der
entstandenen DNA-Fragmente durchgefuhrt werden. Die Selektivitat der PCR entsteht durch
die Verwendung unterschiedlicher Primer, die den Adaptoren entsprechen und zusétzlich 2
bis 4 selektive Basen tragen. Durch Einsatz unterschiedlicher selektiver Primer in
Kombination lassen sich sehr viele Polymorphismen erzeugen. Die Fragmentldngen-Analyse
erfolgt Ublicherweise Uber einen DNA-Sequenzierautomaten in einem Bereich von 50 bis 500
(800) Basenpaaren (bp). Die Adaptoren ermdglichen eine hoch spezifische PCR Reaktion und
sichern so die Reproduzierbarkeit. Als Ergebnis der AFLP entsteht fur jedes Individuum ein
Charakteristisches Bandenmuster (DNA-Fragment) von ca. 50 bis 150 Banden, wobei die
Prasenz oder Absenz der Banden ausgewertet wird. Je nach Variabilitat der Art werden mit
typischerweise 4 Primer-Kombinationen 80 bis 300 polymorphe Banden identifiziert. Die
Genotypisierung kann dabei entweder rein manuell oder vollautomatisch erfolgen (Arrigo et
al. 2009), wobei letzteres flr grol3e Datensatze zu bevorzugen ist.

Zur Etablierung der Methode werden typischerweise an einer kleinen Zahl von Individuen
verschiedene Primer-Kombinationen getestet und diejenigen mit der groRten Zahl gut
ansprechbarer, gut reproduzierbarer Banden ausgewahlt.

Aufgrund der universellen Anwendbarkeit, des hohen Polymorphiegrades, der grof3en Zahl
der erzeugten Marker und der teilweisen Automatisierbarkeit sind AFLP zur Zeit eine
weitverbreitete Methode fur verschiedenste populationsgenetische  Anwendungen,
einschlieBlich Untersuchungen zur Phylogeographie, Genfluss, Populationsstruktur und
Befruchtungssysteme (Bonin et al. 2007a). Die einzelnen AFLP-Marker sind DNA-
Fragmente, Uber deren Funktion nichts bekannt ist. Deswegen werden sei prinzipiell als
neutrale Marker angesehen. Jedoch ist es mit Hilfe statistischer VVerfahren maglich, potentiell
adaptive Loci zu identifizieren (Bonin et al. 2007b; Jump et al. 2006). Aufgrund der grof3en
Zahl untersuchter AFLP Loci ist die Wahrscheinlichkeit relativ hoch, potentiell adaptive Loci
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zu treffen. Die Moglichkeit, potentiell adaptive Loci zu identifizieren bietet somit die
Mdglichkeit, Marker zu identifizieren, die lokale Anpassung zeigen (Storz 2005) und
gegebenenfalls fir die Herkunftsabgrenzung und Herkunftszuordnung zu nutzen. Potentielle
Nachteile von AFLP sind, dass eine relativ grole DNA-Menge bendtigt wird und eine hohe
DNA-Qualitat vorhanden sein muss. Dies bedeutet, dass in der Regel junges Blattmaterial
gewonnen werden muss also nicht direkt mit Samenmaterial gearbeitet werden kann. Nur bei
grol3-samigen Arten kann auch direkt mit Samen gearbeitet werden. Obwohl die PCR-
Bedingungen sehr stringent sind, treten Genotypisierungsfehler auf (Bonin et al. 2004;
Pompanon et al. 2005) und mussen aktiv bewertet werden, um konsistente Genotypisierungen
zu ermdglichen, wofir spezielle Programme zur Verfligung stehen (Whitlock et al. 2008).
Obwohl aus den Bandenmustern unterschiedliche Genotypisierungsergebnisse abgeleitet
werden konnen, wurde gezeigt, dass die Populationsstruktur davon weniger betroffen ist als
die Malle der Diversitdit auf Populationsebene (Arrigo et al. 2009), was fur die
Herkunftszuordnung von Bedeutung ist. Problematisch kann die Analyse von Arten mit
grolem Genom sein, da diese eine grofRe Zahl von Fragmenten liefern (z.B. Polyploidie) mit
z.T. komplexen schwer auswertbaren Bandenmustern. Allerdings gilt fur polyploide Arten
grundsétzlich, dass unabhéngig von der Methode die Genotypisierung wesentlich komplexer
ist als bei diploiden.

Die Datengrundlage fir die Charakterisierung einer Population oder Herkunft ist die
Frequenz der beiden Allele an jedem AFLP-Locus. Aufgrund des geringen Polymorphie-
Grades pro AFLP-Locus kann die zu untersuchende Zahl von Individuen geringer sein als fur
die Untersuchung von Mikrosatelliten. Zur Erhohung der Prazision der Quantifizierung von
Populationsunterschieden kann entweder die Zahl der untersuchten Individuen oder die Zahl
der analysierten AFLP-Loci erhéht werden (Medina et al. 2006). Wahrend flr klassische
populationsgenetische Analysen meist zwischen 10 und 30 Individuen untersucht werden,
kann bei einer systematischen Probenahme auch mit noch weniger Individuen gearbeitet
werden. So wurden im Projekt INTRABIODIV, das eine Reihe von Pflanzenarten der
europdischen Gebirge untersuchte, nur 4 Individuen pro Population analysiert, allerdings bei
einer systematischen flachendeckenden Probenahme, die bis zu 170 Populationen umfasste
(Gugerli et al. 2008).

4.1.5 Chloroplasten-DNA-Marker (cpDNA)

Die Chloroplasten enthalten ein kleines Genom, das bei den héheren Samenpflanzen in der
Regel Uber die Eizellen vererbt wird. Ausnahmen bilden die Koniferen und einzelne
Angiospermen-Arten. Als einziger der hier vorgestellten Markersysteme sind die
Chloroplasten-Marker haploid und rekombinieren nicht. Das Chloroplastengenom zeigt
innerhalb von Arten im Vergleich mit den anderen Markersystemen eine geringe Diversitat
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aufgrund der Haploidie, der fehlenden Rekombination und weil dieses Genom zum gréf3ten
Teil aus unter Selektion stehenden kodierenden Genen besteht. Die Tatsache, dass dieses
Genom maternal vererbt wird und nicht rekombiniert fiihrt dazu, dass Mutationen
ausschlieBlich Gber die Samen weitergegeben werden. Somit ist cpDNA gut geeignet, z.B.
Ausbreitungswege und phylogeographische Muster nachzuvollziehen (z.B. Ziegenhagen et al.
2003).

Variabilitat im Chloroplasten-Genom kann mit drei Methoden erfasst werden:

1. Sogenannte ,,Chloroplasten-Mikrosatelliten®, poly-A-Einheiten unterschiedlicher Lange,
fur die universelle primer vorliegen und somit direkt Uber PCR und Fragmentlangen-
Analysen untersucht werden kénnen (Weising & Gardner 1999). Allerdings sind diese Marker
nicht in allen Arten polymorph.

2. Direkte Sequenzierung von cpDNA mit Hilfe universeller Sequenzierungsprimer zur
Detektion variabler Sequenzen.

3. Eine Kombination aus selektiver PCR eines bestimmten cpDNA Fragmentes mit
nachfolgender  Restriktions-Fragment-L&ngen-Polymorphismen-Analyse  (cpDNA-PCR-
RFLP). Bei dieser Methode wird in einem ersten Schritt ein Chloroplasten-DNA-Fragment
mit PCR vervielfaltigt. AnschlieBend wird es mit Hilfe eines Restriktionsenzyms in
Fragmente zerlegt die schlieflich mit Hilfe eines kostenglnstigen Agarosegels oder in
Sequenzierautomaten auf Fragmentlangenunterschiede untersucht werden. Fir die
Etablierung des Verfahrens werden mit einer kleinen Anzahl von Pflanzenproben
verschiedene cpDNA-Fragmente mit verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut, um
Polymorphismen zu entdecken. Die so entdeckten Polymorphismen werden dann im
Routineverfahren an allen zu untersuchenden Proben angewendet.

4.1.6 SNP

Single-Nucelotide-Polymorphisms (SNP), also Veranderungen einzelner Nukleotide in der
DNS, sind die h&ufigsten Polymorphismen im Genom (berhaupt. Sie sind fur viele
verschiedene Anwendungen nutzbar und werden z.B. hdufig diagnostisch in der Medizin
eingesetzt, sind aber genauso fiir evolutionar-genetische Fragen einsetzbar (Morin et al. 2004;
Morin et al. 2009). Die Methode basiert auf Sequenz-Information fiir Teile des Genoms des
Zielorganismus und wird deshalb bisher vor allem in Modellorganismen eingesetzt (z.B.
Arabidopsis, Soja, Mais). SNPs werden schon erfolgreich fir die Identifikation von
Herkunften bei bestimmten Fischarten benutzt (Negrini et al. 2009). Die Methode wére damit
prinzipiell auch fur die Herkunftskontrolle von Pflanzenarten einsetzbar, allerdings sind die
Entwicklungskosten zu hoch.
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4.1.7 DNA-barcoding

DNA barcoding beschreibt ein Verfahren, bei dem mit Hilfe weniger DNA-Sequenzen die
Art-ldentitat festgestellt werden kann. Fir verschiedene Tiergruppen liegen entsprechende
Methoden vor, wéhrend fur Pflanzen noch keine Einigkeit besteht, welche Loci zu verwenden
sind. Moglicherweise ist es bei den Pflanzen nicht moglich mit nur einem Set an DNA-
Sequenzen zu arbeiten, und es mussen flr bestimmte Gruppen spezielle Marker analysiert
werden. Die Methode zielt auf die Art-Ebene und ist nicht geeignet, innerartliche Variabilitat
abzubilden. Deswegen kommt sie fiir den Herkunftsnachweis nicht in Frage.

4.1.8 DArt

Die Diversity Arrays Technology (DArt) ist junges System zur Erzeugung von genetischen
Fingerprintdaten und stellt eine Verknipfung von AFLP und array-Technologie dar (Jaccoud
et al. 2001). Das Verfahren ist gut geeignet, Akzessionen von Kulturpflanzen zu
charakterisieren und zu unterscheiden (z.B. White et al. 2008) und ware prinzipiell fir die
Herkunftszuordnung einsetzbar. DArT ist eine kommerzielle Anwendung, die hohe
artspezifische Entwicklungskosten mit sich bringt und scheidet deshalb zunachst fir den
Herkunftsnachweis aus.

Tabelle 4.1. Genetische Markersysteme und ihre Eigenschaften. Der Preis bezieht sich
lediglich auf die Verbrauchsmittel pro Genotypisierung.

Marker-System  Preis (€) Varia- Reproduzier- Handhabung Bemerkungen
bilitat barkeit

Allozym- ca. 10 mittel hoch schwierig

Analyse

Mikrosatelliten  ca. 8 hoch hoch mittel

RAPD ca. 4 hoch mittel mittel Reproduzierbarkeit
fraglich

AFLP (4 Primer ca.8 hoch hoch schwierig Genotypisierung

Kombinationen) Benutzer-abhéngig

(cpDNA) PCR- ca.5-8' mittel hoch mittel

RFLP

SNP i sehr hoch hoch schwierig AT fu_r Nitge| =
Organismen

DArt ? sehr hoch hoch kommerziell

DNA-barcoding ca.5 niedrig  hoch mittel Art-Abgrenzung

' je nach Methode: Agarose-Gel: 5€, Sequenzierautomat: 8€

4.1.9 Bewertung und Eignung
Aus den in Tabelle 4.1 zusammengestellten Eigenschaften der verschiedenen

genetischen Markersysteme in Bezug auf genetische Variabilitat (Barcoding < cpDNA <
Allozyme < SNP = RAPD = AFLP = DArt < Mikrosatelliten), Preis (RAPD < cpDNA <
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Mikrosatelliten = AFLP < DArt < SNP) und Reproduzierbarkeit (RAPD < AFLP <

Mikrosatelliten = Allozyme) ergibt sich die Eignung fiir ein Konktrollsystem:

Geeignete Methoden: Mikrosatelliten
cpDNA-PCR-RFLP
AFLP

Ungeeignete Methoden: RAPD (Reproduzierbarkeit umstritten)
DNA-barcoding (nur fur Zwischen-Artniveau relevant)
SNP (Preis fur Markerentwicklung)
DArt (Markerentwicklung, kommerzielle Anwendung)
Isoenzyme (Frischproben notig)

Welche der hier als prinzipiell geeignet eingeschatzten Methoden sich praktisch umsetzen
lassen, muss in Fallstudien fur einzelne Pflanzenarten gepriift werden. In einem Pilotversuch
ware weiter zu bewerten wére, ob eine einzelne Methode oder eine Kombination z.B. aus
Mikrosatelliten-Markern (biparentale Vererbung, hoch polymorph) und cpDNA-Marker
(maternale Vererbung, wenig polymorph) zielfuhrend und praktikabel ist. Fur Pflanzenarten,
bei denen keine Mikrosatelliten-Marker verfugbar sind, oder aber auch generell, kénnen
AFLP-Marker eingesetzt werden.

Es gibt bisher nur vereinzelte angewandte Arbeiten bzw. Vorschldgen fur den
Herkunftsnachweis mittels genetischer Methoden fiir Forstbaum-Saatgut oder zur
Identifikation von Baumstdmmen. In diesen werden als Markersystem angewandt bzw.
vorgeschlagen: Mikrosatelliten (Nielsen & Kjeer 2008; Wypukol et al. 2008), AFLP (Nielsen
& Kjaer 2008) und cpDNA (Deguilloux et al. 2003; Deguilloux et al. 2004).

4.2 Statistische Verfahren der Herkunftszuordnung

Es existieren eine Reihe von Verfahren, die es erlauben, eine fragliche Einzel- oder
Sammel-Probe einer Ursprungspopulation zuzuordnen, je nachdem, welche genetischen
Marker vorliegen und wie genetisch variabel und wie stark differenziert die Populationen
sind. Es kann hier nur ein kurzer Abriss Uber die verschiedenen Ansatze gegeben werden,
ohne die Verfahren im Detail zu beschreiben.

4.2.1 Privat-Allele

Ist eine Herkunft durch eine ausreichende Zahl oder Frequenz von einem oder mehreren
Privat-Allelen gekennzeichnet, kénnen diese ausreichen, um die Herkunft zu bestimmen.
Privat-Allele sind solche Allele, die ausschlie3lich in einer Population vorkommen, so dass
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das Vorhandensein des Privat-Allels ausreicht, um die Herkunft anzuzeigen. So konnten
Wypukol et al. (2008) mehrere Buchenbestdnde anhand von Privat-Allelen unterscheiden. Die
Privat-Allel-Methode setzt allerdings voraus, dass bekannt ist, in welchen Populationen
welche Allele vorkommen, um Fehl-Zuordnungen zu vermeiden.

4.2.2 Deskriptive Parameter auf Populationsebene

Die beschreibenden Parameter der genetischen Diversitat auf Populationsebene wie
Allelanzahl (A, A), Gendiversitat (He) oder der Inzuchtkoeffizient (Fis, s.0.) charakterisieren
die Populationen. Sie sind aber nur schlecht geeignet, diese zu identifizieren, da sie keine
Auskunft tiber die allelische Identitat geben. Sie konnen jedoch die Nicht-Ubereinstimmung
anzeigen, wenn die fragliche Population sich von potentiellen Herkiinften stark unterscheiden.

Computerprogramme (Auswahl): AFLPSurv (Vekemans 2002), GenAlEx (Peakall &
Smouse 2006), FStat (Goudet 1995).

4.2.3 Genetische Distanz und genetische Differenzierung

Der Grad der genetischen Unterschiedlichkeit von Populationen ist keine objektive GroRe,
sondern kann durch diverse Distanzmalle bestimmt werden (z.B. Nei’s genetische Distanz
(Nei, 1972), Cavalli-Sforza Distanz (Cavalli-Sforza and Edwards, 1967), Reynolds Distanz
(Reynolds et al. 1983) und diverse andere). Diese verschiedenen Male unterscheiden sich in
den Annahmen in Bezug auf die wirksamen Faktoren (Drift, Mutation), und auf die Art und
Weise wie Allele und Allelfrequenzen behandelt werden. Auch der oben schon dargestellte
Fst-Wert und seine verschiedenen Schatzer stellt ein MalR der Unterschiedlichkeit von
Populationen dar. Alle diese MaRe erlauben es, die Ahnlichkeit von fraglichen
Pflanzenpopulationen mit potentiellen Herkiinften zu quantifizieren und im Falle der
Ubereinstimmung sollte die Distanz fiir alle DistanzmaRe nahe Null sein.

Mit Hilfe einer Matrix von AhnlichkeitsmaRen zwischen verschiedenen Herkiinften und
Referenzproben kann mittels Clusteralgorithmen, wie z.B. UPGMA, ein Abbild der
Ahnlichkeitsmuster erstellt werden (Phanogramm, Ahnlichkeitsbaum), bei dem im Idealfall
eine fragliche Herkunft mit minimaler Distanz ihrer Herkunftspopulation zugeordnet wird.
Die Qualitat einer solchen Ahnlichkeits-Analyse muss mit Hilfe von boostrap-Analysen
festgestellt werden, da aufgrund von Zufallseffekten bei der Sammlung und begrenzter
Probenzahlen nicht mit 100%iger Ubereinstimmung gerechnet werden kann.

Computerprogramme (Auswahl): AFLPSurv (Vekemans 2002), Phylip (Felsenstein 1989),
GenAlEx (Peakall & Smouse 2006), NTSys (Rohlf 1998), FStat (Goudet 1995).
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4.2.4 Zuweisungs-Tests flr einzelne Individuen

Einzelne Pflanzenindividuen kénnen aufgrund ihres Genotypes den
Ursprungspopulationen  zugewiesen werden. Diese sogenannten ,assignment-tests®
beschreiben die Wahrscheinlichkeit, dass ein Individuum eines bestimmten Genotyps einer
bestimmten Population angehdrt. Die entsprechenden Algorithmen beruhen in der Regel auf
gewissen Annahmen (z.B. Hardy-Weinberg-Gleichgewicht) und quantifizieren auch die
Unsicherheit einer Zuordnung. Eine hohe Zuweisungswahrscheinlichkeit liegt immer dann
vor, wenn die Populationen stark differenziert sind, d.h. unterschiedliche Allele oder
zumindest unterschiedliche Allelfrequenzen aufweisen, womit die Wahrscheinlichkeit hoch
ist, dass einzelne Individuen charakteristische Genotypen aufweisen.

Computerprogramme: AFLPOP (Duchesne & Bernatchez 2002), Arlequin (Excoffier et al.
2005), BayesAss (Wilson & Rannala 2003), GeneClass2 (Piry et al. 2004)

4.2.5 Bayesische Clusterverfahren

Bayesische Clusterverfahren erlauben es, eine Zahl von genotypisierten Individuen in
Gruppen einzuteilen, die wiederum sogenannten ,,gene-pools“ zugeordnet werden,
unabhéngig von einer vorherigen Einteilung in Populationen. Die so ermittelten Gruppen bzw
gene-pools stellen dann homogene genetische Einheiten dar. Die Herkunft einer fraglichen
Population kann so uber die Zugehérigkeit zu bestimmten gene-pools bestimmt werden, falls
sich diese mit Herkunftsregionen decken.

Computerprogramme: STRUCTURE Falush et al. 2007, BAPS Corander & Marttinen
2006, PSMIX (Wu et al. 2006)
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5 Herkunftskontrolle: Struktur und Kostenschétzung

Das Ziel der Herkunftskontrolle ist es, fur Pflanzen fraglicher Herkunft feststellen zu
kdnnen, aus welcher Herkunftsregion sie stammen, bzw. ob sie aus einer bestimmten
bekannten Herkunft stammen.

Die Herkunftskontrolle mit genetischen Methoden basiert auf Unterschieden zwischen
verschiedenen Herkinften in Bezug auf vererbte, d.h. in der DNS festgelegte Merkmale, die
unabhéngig vom Wuchsort nachgewiesen werden kénnen.

Ein System zur Kontrolle der Herkunft besteht aus mehreren Teilen: (1) einer
Referenzdatenbank, die alle Informationen und Methoden (ber die geo-referenzierten
genetischen Merkmale einer Art enthélt, (2) eine auf der Basis der in der Datenbank
gesammelten genetischen Merkmale erzeugte ,,genetische Karte“, die den Grad der
genetischen Differenzierung zwischen Regionen darstellt und (3) ein statistisches Verfahren,
das die Uberprifung einer fraglichen Herkunft ermdglicht. Die nétigen Elemente eines
Herkunftskontrollsystems werden im Folgenden skizziert (Abbildung 5.1).

5.1 Dokumentation und Referenzdatenbank

Die Basis eines Herkunftskontroll-Verfahrens ist eine Sammlung der genetischen Daten
aller untersuchter Herkiinfte. Hierzu zahlen Ruckstellproben von besammelten und
vermehrten Pflanzen Bestdnden, und weitere, moglichst das gesamte Areal einer Art
umfassende Aufsammlungen. Diese Daten ermdglichen es, einheimische Herkiinfte von
nicht-einheimischen abzugrenzen. Alle Methoden, Verfahren und Ergebnisse sind zu
dokumentieren und in einer Datenbank zu erfassen.

1. Proben-Stammdaten

Datensatznummer = Herkunft

Pflanzenart

Art der Probe: Freilandsammlung, Vermehrungsgut (z.B. F1, F2)
Art des Materials: Blatt, Samen

Anzahl beprobter Individuen

Geographische Herkunft (GauR-Kruger-Koordinaten)
Sammel-Datum

Sammler/Anbieter

Angaben zum Standort

2. Methoden-Datenbank

Protokolle zur Probenahme

Markersysteme (AFLP, Mikrosatelliten, copDNA-PCR-RFLP): Detaillierte Darstellung der
Labormethoden, wenn nétig nach Pflanzenart differenziert inklusive Nennung der genetischen
Loci.

Statistische Auswerte-Methoden, z.B. F-Statistik, assignment-Tests, Bayesische
Clustermethoden (STRUCTURE, BAPS) siehe 4.2
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3. Genotyp-Datei

Individuelle Genotypen: Allel-Angaben aller Loci in Form einer Tabelle (Abbildung 5.2).
Jeder Genotyp ist identifiziert durch eine individuelle Genotyp-Nummer und eine
Herkunftskennung. Die Tabelle ist geeignet, mit gangigen Auswerteprogrammen gelesen zu
werden. Diese Datei ist die Grundlage flr genetisch-statistische Analysen und stellt den Kern

der Datenbank dar.

Populations-Daten: Kennzahlen auf Herkunftsebene, z.B. Allel-Frequenzen der Loci,

Herkunfts-diagnostische Marker.

Herkunftskontrolle

Referenzdatenbank

Proben-Stammdaten
-Datensatznummer

-Pflanzenart

-Geographische Herkunft
-Sammel-Datum
-Sammler/Anbieter

-Angaben zum Standort

-Anzahl genotypsierter Individuen

Genotyp-Datei

-Individuelle Genotypen: Allel-
Angaben aller Loci
-Populations-Daten: Allel-Frequenz-
Angaben aller Loci (0/1-Matrix)

Methoden-Datenbank

-Markersystem (AFLP, cp-DNA-
Sequenzen, cpDNA-PCR-RFLP)

-Beschreibung der Loci bzw Allele

-statistische Methoden, F-Statistik,
assignment-Tests

Labor

Genotypisierung
Datenanalyse
Datenbank-Abgleich

Abbildung 5.1 Schematische Darstellung eines Systems zur

genetischer Fingerabdruck-Analysen.

Herkunftskontrolle

Referenz-Sammlung
-Regionen
-Europa

Ruckstell-Proben
Regiosaatgut
-Original-Herkunfte

-vermehrtes Material, F1, F2, etc.

Fragliches Material

Zuordnung zu:
-Region
-Original-Herkunft

Herkunftskontrolle mittels
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Abbildung 5.2. Beispiel-Datensatze
Mikrosatelliten-Daten; Zeile 1 = Tabellenkopf; Spalte 1 = Herkunfts-Bezeichner; Spalte 2 =
Individuen-Identifikation; (A) dominante AFLP-Daten; Spalte 3 bis 51 = 49 AFLP-Loci,
gekennzeichnet durch selektive Basen und Fragmentlange (B) codominante Mikrosatelliten-
Daten; Spalte 3 bis 16 = je 2 Spalten bilden den diploiden Genotyp an 7 Mikrosatelliten-Loci.
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5.2 Referenzproben und Genetische Karte

Mit den oben genannten Methoden muss zunéchst fir jede zu kontrollierende Pflanzenart
eine Datenbasis erzeugt werden, die eine ,,genetische Grundkarte* liefert. Diese gibt
Auskunft Gber die genetische Diversitat innerhalb der Art und ihre geographische Verteilung
zwischen den einzelnen Populationen und Regionen. Sie zeigt, wie stark die Regionen
voneinander differenziert sind und kann so zur Herkunftszuordnung herangezogen werden.

Es werden Referenzproben gewonnen, so dass alle Herkunftsregionen mit mindestens 2
Herkunften vertreten sind. Daruber hinaus sind Herkiinfte auBerhalb Deutschlands zu
gewinnen, vorzugsweise in Gebieten, die als Saatgutlieferanten bekannt sind oder in Frage
kommen. Nach Mdglichkeit ist das gesamte Verbreitungsgebiet der Art mit weiteren Proben
abzudecken. Als ,,Probe einer Herkunft wird hier eine Zahl von bis zu 30 Pflanzen-
Individuen angesehen, die zufallig in der gesamten Population (besammelte Wildpopulation,
Kultur) beprobt werden (Blattprobe) und als Einzelprobe getrennt behandelt werden. Fur jede
zu analysierende Pflanzenart sind somit, je nach Grolie der Stichprobe mit 540 bis mit bis zu
1800 Pflanzenproben zu untersuchen (>54 Herkinfte, (>44 aus 22 Regionen + 10 auRerhalb
Deutschlands)) x 10 bzw. x 30 Individuen). Die Zahl der pro Herkunft genetisch zu
analysierenden Proben ist methodenabhéngig, vgl. richtet sich nach der Methode.

Mit Hilfe dieser Referenzproben kann der Herkunftsnachweis optimiert werden, indem
regions- oder populations-spezifische Marker identifiziert werden kdnnen, oder die Anzahl
notiger Proben ermittelt werden kann.

5.3 Verfahren der Herkunftskontrolle

Fur die Herkunftskontrolle kann die Datenbasis der genetischen Karte herangezogen
werden, in der alle Regionen mit Proben vertreten sind. Allerdings ist nicht zwingend zu
erwarten, dass es regionsspezifische Merkmale gibt, die eine unabhédngige eindeutige
Identifikation der Region erlaubt.

Eine sehr hohe Sicherheit zu Identifikation der Herkunft ist dagegen dann gegeben, wenn
Vergleichsmaterial der potentiellen Herkiinfte in Form von Ruckstellproben vorliegt. Somit
ergibt sich die einfacher zu beantwortende Frage, ob fragliches Pflanzenmaterial einer
bestimmten eindeutig benannten Ursprungspopulation entspricht.

1. Anbieter/Sammler liefert von jeder Charge (Pflanzenart, Sammelstandort, Jahr) eine
Riickstellprobe. Diese Probe besteht aus Material von 10-30 Pflanzenindividuen

- Blattmaterial (junges Blatt, d.h. vor der Samenreife gesammelt, rasch getrocknet) vom
Sammelstandort

- oder Samen aus der Wildsammlung

- oder aus Blattmaterial (rasch getrocknet) der F1-Generation der Aufsammlung
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2. Eine fragliche Akzession wird in gleicher Weise beprobt.

3. Die fragliche Akzession, die Rickstellprobe ihrer potentiellen Herkunft und, soweit noch
nicht analysiert, weitere Herkunfte werden zentral genotypisiert und in die Referenzdatenbank
ubernommen.

4. Die Ubereinstimmung einer fraglichen Akzession mit der Riickstellprobe erfolgt durch
Berechnung von genetischen Distanzen (z.B. Nei’s Distanz, Fsr-Werte, Reynolds Distanz)
zwischen diesen beiden und im Vergleich zu weiteren Herkinften. Eine kritische genetische
Distanz, die als ,,Nicht-Ubereinstimmung* zu werten ist, muss vorher durch Parallelversuche
ermittelt werden.

5. Der Herkunftsnachweis einer fraglichen Akzession ohne Riickstellprobe kann je nach
Markertyp und Grad der vorher festgestellten Differenzierung zwischen mdglichen
Herkunftsregionen durch verschiedene Analysen ermittelt werden (s. Kap. 4.2):

1. auf Individuen-Ebene tber individuelle Zuweisungsstatistiken (assignment-Tests), die
fur jedes Individuum angeben, mit welcher Wahrscheinlichkeit es aus welcher der
untersuchten Herkunfte stammt.

2. auf Populationsebene iber die Berechnung genetischer Distanzen (z.B. Nei’s Distanz,
Fst-Werte, Reynolds Distanz) zu vorhandenen Referenzproben (Riickstellproben und
Datenbank mit Europa-weiten Aufsammlungen). Darauf aufbauend erfolgt mittels
UPGMA die Erstellunge eines Ahnlichkeits-Phanogrammes (Ahnlichkeits-Baum)
oder mittels Ordinationsmethoden ein Ahnlichkeitsdiagramm.

3. auf Individuen/Populationsebene durch modellbasierte bayesische Clustermethoden,
die in einer gegeben Gesamt-Population Genpools abgrenzen und
Individuen/Populationen diesen Genpools zuordnen.

5.4 Kostenschéatzungen

Fir die folgenden Kalkulationen gehen hier davon aus, dass fir die Genotypisierung von
Mikrosatelliten-Markern als auch AFLP-Markern ein Kapillar-Sequenzierautomat verwendet
wird, der zu 4-fach multiplexer Analyse féhig ist (z.B. ABI 3130). Dementsprechend werden
fluoreszenzmarkierte PCR-Primer eingesetzt. Die Kosten (netto Verbrauchsmaterial) fir die
Genotypisierung einer Pflanzenprobe (inklusive DNA-Extraktion, PCR und Fragmentanalyse)
sind fir Mikrosatelliten und AFLP &hnlich und liegen bei 8€ bis 10€. Die Durchfiihrung
solcher Analysen durch kommerzielle Anbieter ist erst dann moglich, wenn die genetischen
Marker und Auswerteverfahren optimiert sind. Die Kosten pro Genotypisierung belaufen sich
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dann auf ca. 20€ fiir eine Mikrosatelliten-Genotypisierung inklusive DNA-Extraktion, PCR
und Fragmentanalyse (z.B. Fa. Eurofins-MWG-biotech).

5.4.1 Etablierung von genetischen Markersystemen

Fur jede Pflanzenart muss ein spezifisches genetisches Markersystem entwickelt werden,
das die reproduzierbare Gewinnung von Genotyp-Daten erlaubt, die wiederum zur
Herkunftszuordnung geeignet sein sollten, d.h. geographische Differenzierung effizient
nachweisen kénnen.

1. Mikrosatelliten

Bei solchen Pflanzenarten, fur die Mikrosatelliten-Marker schon beschrieben sind (vgl.
Tabelle 3.1). mussen diese fir die jeweilige Laborsituation angepasst werden. Dazu zéhlt die
Optimierung der PCR-Reaktion der individuellen Marker und Entwicklung von
Multiplexreaktionen, die die spatere Arbeit zeit- und kosteneffizienter machen. Bei einer
typischen Zahl von 8 Mikrosatelliten-Markern pro Art muss hier neben der Grundausstattung
der fluoreszenz-markierten primer (ca. 800€) mit einem Aufwand von mindestens 100
individuellen Analysen gerechnet werden (ca. 800-1000€). Bei Arten ohne beschriebene
Mikrosatelliten-Marker, oder wenn die publizierten Marker nicht praktikabel oder nicht
informativ genug sind, ist fur die kommerzielle Neuentwicklung mit einem Finanzbedarf von
ca. 12.000-15.000€ zu rechnen.

2. AFLP

Die Etablierung von AFLP-Markern besteht im screening verschiedener PCR-
Primerkombinationen Uber eine reprasentative Auswahl von Pflanzenproben einer Art. Es
erfolgt eine Auswahl der Primerkombinationen nach der Zahl hochwertiger Fragmentlangen-
Polymorphismen. In der Regel muss hier mit einem Aufwand von 200 individuellen Analysen
gerechnet werden (ca. 2000€).

5.4.2 Erstellung einer Referenzdatenbank, ,,Genetische Karte*

Der Aufbau einer Referenzdatenbank, die die Markerausstattung (z.B. genetischer
Fingerprint) unterschiedlicher Herkunftsgebiete enthdlt, ist eine Voraussetzung des gesamten
Verfahrens, da nur durch einen grofl angelegten genetischen Vergleich verschiedener
Herkunfte gezeigt werden kann, welche rdumlich-genetischen Strukturen vorliegen, und ob
im Einzelfall eine Unterscheidung verschiedener Herkinfte moglich ist. Der Aufbau dieser
ersten genetischen Karte muss als VVorleistung erbracht werden.

Fur die oben veranschlagten 1800 Proben pro Pflanzenart fir eine alle Herkunftsregionen
umfassende Deutschland- bzw. europaweite genetische Karte ist entsprechend mit Kosten von
ca. 14400 bis 18000€ pro Pflanzenart zu rechnen. Allerdings ist hier zu berticksichtigen, dass
die Zahl der Proben, die pro Population nétig sind, noch zu ermitteln ist und zunéchst von
einer groRen Zahl (30) von zu untersuchenden Individuen ausgegangen wird.
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5.4.3 Routine- oder Kontrolluntersuchungen an Saat- oder Pflanzgut

Eine Kontrolluntersuchung einer fraglichen Herkunft (Pflanzenart einer bestimmten
Herkunft) besteht minimal in der Genotypisierung von Proben der fraglichen Herkunft und
der Rickstellprobe dieser Herkunft und einer statistischen Analyse der genetischen Distanzen
zwischen diesen Proben. Als Positivkontrolle und als Plausibilitatsnachweis sollten zusétzlich
weitere Referenzproben analysiert werden, die aus der geographischen Nahe, also innerhalb
der gleichen Region, und aus geographischer Ferne stammen, soweit diese nicht schon in der
Datenbank vorliegen.

Je nach Genotypisierungsverfahren sind zwischen 10 (AFLP) und 25 (Mikrosatelliten)
Individuen pro Herkunft zu analysieren (Die genannte Zahl der zu untersuchenden Individuen
bedarf noch der Uberpriifung im Einzelfall und kann sich gegebenenfalls nach unten
korrigieren, da sie wiederum vom Grad der genetischen Differenzierung zwischen
Populationen abhéngt).

Im Ernstfall bei einfach gelagerter Fragestellung, bei der die Ubereinstimmung einer
fraglichen Samenprobe und der Rickstellprobe der vermeintlichen Herkunft festzustellen ist,
entsteht unter den dargestellten Voraussetzungen ein Aufwand von minimal 20 bzw. 50
Genotypisierungs-Analysen, und es ist mit Kosten von ca. 200-500€ zu rechnen.

Bei einer erweiterten Frage mit zusatzlich 4 weiteren alternativen Herkinften ist mit einem
finanziellen Aufwand von ca. 600-1500€ zu rechnen.

Fur den Fall, dass die Analyse mit Sammelproben an Stelle von vielen einzelnen
Individuen mdoglich ist, kann sich diese Summe entsprechend erheblich nach unten
korrigieren.

5.5 Offene Fragen

Eine Reihe von methodischen Fragen, die ganz wesentlich die Machbarkeit des
Herkunftsnachweises mittels genetischer Methoden bestimmen, muss offen bleiben und kann
nur durch eine praktische Erprobung, z.B. im Rahmen eines Pilotprojektes geklart werden:

- Analyse von Samenmaterial an Stelle von Blattmaterial. Die Sammlung von
Blattmaterial als Ruckstellprobe ist ein erheblicher Aufwand. Die Verwendung von
Samen wirde den Aufwand auf Seiten der Anbieter stark verringern. Die genetische
Analyse von Samen ist grundsatzlich mdglich, allerdings sind die DNS-Mengen pro
Same z.T. sehr gering, so dass die Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit der
genetischen Analysen beeintrachtigt werden kann. Dies konnte bei der AFLP-Analyse
zu Problemen fihren, da diese Methode auf gute DNS-Qualitdt und eine gewisse
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DNS-Menge angewiesen ist. Bei Mikrosatelliten-Markern ist dagegen davon
auszugehen, dass aus Samen eine Genotypisierung erfolgreich maoglich ist.

Analyse von Sammelproben (bulk-sample) an Stelle von Individuen. Dabei werden
nicht einzelne Blatt- bzw. Samenproben individuell analysiert, sondern mehrere
Proben vor der DNA-Extraktion vereinigt und die genetischen Analysen mit dieser
Mischprobe durchgefiihrt. Dies wirde den Aufwand fur Laboranalysen um Faktor 10
verringern. Bei der Analyse von Sammelproben kann keine Aussage Uber die
genetische Diversitét innerhalb der Probe gemacht werden. Ein Herkunftsnachweis ist
abhangig vom Grad der genetischen Differenzierung zwischen Populationen. Es gibt
einzelne Beispiele fur die erfolgreiche Anwendung von Sammelproben zur
Beschreibung bzw. Identifikation von Kultivaren oder Akzessionen (Divaret et al.
1999; Erschadi et al. 2000; Sweeney & Danneberger 1997). Ob Sammelproben fiir
den Herkunftsnachweis geeignet sind, ist fraglich, da komplexe genetische Muster
entstehen konnen, bzw. unterschiedlich hdufige, insbesondere seltene Allele schlecht
reproduzierbare Ergebnisse liefern. Inwieweit die dominierenden hadufigen Allele
ausreichen, um ein Herkunft zu identifizieren, ist unklar. Die oben genannten Arbeiten
untersuchten Kultivare bzw. Akzessionen selbstbestdubter Arten, bei denen eine
reduzierte genetische Diversitat zu erwarten ist. Dies steht im Gegensatz zu den hier
zu untersuchenden Wildsammlungen, fir die von hoher genetischer Diversitat
auszugehen ist, so dass die Eignung von Sammelproben sehr fraglich ist. Aufgrund
des hohen Einspar-Potenzials sollte dennoch der Versuch unternommen werden, einen
Herkunftsnachweis tiber Sammelproben durchzufihren.

Einfluss durch Vermehrung wahrend des Nachbaues. Es ist zu priifen, wie stark die
genetischen Parameter, wie z.B. die genetische Diversitat, Allelausstattung, Fsr-Werte
oder genetischen Distanzen einer Herkunft sich im reguldren Nachbau durch nicht zu
vermeidende Effekte verdndern. So wurde gezeigt, dass allein durch den
unterschiedlichen Samenertrag der einzelnen Pflanzen der Elterngeneration in der F1-
Generation die Allelfrequenzen verandert sein kdnnen (Johnson 1998). Somit kann
nicht mehr von einer 100%igen Ubereinstimmung der Nachkommen-Generation mit
der ursprunglichen Wildsammlung gerechnet werden. Dieser Effekt kann z.B. wegen
unterschiedlicher Fitness verschiedener Genotypen auf Grund der Bodenverhéltnisse
im Nachbau potentiell gro sein. Wie stark solche Effekte sein kénnen, kann nur durch
Fallstudien gekl&rt werden, die vergleichend alle VVermehrungsschritte untersucht: 1)
die Individuen der Wildsammlung, 2) die Samen der Wildsammlung, 3) F1-
Generation und 4) F2-Saatgut bzw. weitere Generationen. Solche Versuche sollten
begleitet werden von Modellrechnungen, die den Grad der genetischen
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Differenzierung bestimmen der notig ist um mit einem bestimmten Aufwand eine
Herkunftszuordnung erfolgreich durchfihren zu kénnen.

Herkunftsnachweis von Mischpopulationen. Werden zur Vermehrung verschiedene
Herkiinfte vereinigt, die an mehreren Orten innerhalb einer Herkunftsregion
gesammelt wurden, so entsteht ein Herkunftsgemisch. Der Herkunftsnachweis fur
dieses neue Herkunftsgemisch kann einfacher sein als der fiir eine einzelne reine
Herkunft, da weniger Herkinfte zu unterscheiden sind. Andererseits kann es ebenso
sein, dass der Herkunftsnachweis schwieriger wird, wenn stark differenzierte
Herkiinfte gemischt werden.
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6 Nachweismoglichkeiten des Vermehrungs- bzw.
Anbauortes mittels Isotopen-Analysen

Fur die Praxis kann es von Bedeutung sein, einen Nachweis dartber fihren zu kénnen, ob
Saatgut/Pflanzgut aus einem bestimmten Betrieb stammt, unabhdngig von der genetischen
Identitat des Materials. Mdgliche Methoden zur Identifizierung des Anbauortes umfassen die
Analyse von Element/Spurenelement-Gehalten der Pflanzen und die isotopenchemische
Charakterisierung. Ahnliche Fragen wurden schon in anderen Projekten untersucht, und auch
im Bereich der Lebensmittelsicherheit werden entsprechende Techniken bereits eingesetzt.

6.1 Methodische und theoretische Grundlagen

Die Hauptelemente der Biomasse liegen in meist 2 natirlichen stabilen Isotopen vor:
Wasserstoff (H: 1/2; 2 = Deuterium), Sauerstoff (O: 16/18), Stickstoff (N: 14/15), Kohlenstoff
(C: 12/13) und Schwefel (S: 32/34). Allgemein werden die Variationen als Verhéltnisse
zwischen dem seltenen und dem haufigen stabilen Isotop angegeben, also als D/H-, *C/**C-,
BN/AN-, 0/ 0und 3*s/%2S-Verhaltnis. Stabile Isotope werden als so genannte §-Werte in
Promille angegeben und geben an, um wie viel Promille das gegebene Isotopenverhaltnis von
einem allgemein anerkannten Standard abweicht. Positive Werte zeigen eine Anreichung,
negative Werte eine Verdinnung/Abreicherung an. Bei allen chemischen und physikalischen
Prozessen kann es unterschiedlich schneller Reaktion der verschiedenen Isotope desselben
Elementes kommen. Die dabei auftretende Fraktionierung fuhrt zu Veranderung des Anteils
des schweren Isotops. In der Regel reagiert das leichtere Isotop schneller, so dass sich im
Restsubstrat das schwere Isotop anreichert. Dies gilt generell. So steigt in Wasser durch
Verdunstung der D/H- und der *0/*°*0-Gehalt an. Da Verdunstung stark von der Temperatur
abhangt, und das Wasser im globalen Wettergeschehen standig Verdunstungsprozessen
unterliegt, ist weltweit, kontinental und national eine starke Differenzierung der
entsprechenden Isotopen-Signaturen im Regen- Grund- und Oberflachenwasser zu
beobachten (Abbildung 6.1). Pflanzen, die das Wasser an einem bestimmten Ort aufnehmen,
tragen damit die Isotopensignatur dieses Ortes. Wasserstoff- und Sauerstoffmolekiile des
Wassers werden neben dem Luftsauerstoff in die pflanzliche Biomasse eingebaut, so das auch
trockene Bestandteile, wie Samen, die Signatur der aus dem Wasser stammenden Elemente
aufnehmen. Auch Kohlenstoff, Stickstoff und Schwefel zeigen regionale und lokale
Isotopensignaturen bedingt durch lokale Reservoirs (z.B. Diingung) und unterschiedliche
Umsatzraten. Auch im pflanzlichen Stoffwechsel treten Fraktionierungen auf, so dass es zu
unterschiedlichen Isotopensignaturen  zwischen verschiedenen Pflanzenorganen, zu
Unterschieden zwischen Pflanzen derselben Art und zwischen Arten am selben Standort
kommen kann.

55



Machbarkeitsstudie Herkunftskontrolle

Weighted Annual §80

TOM
o | 7
BOH
o5
SOM
45N

408

Abbildung 6.1. Isotopensignatur im Niederschlagswasser tber Europa (IAEA, Wien).

Bei der Analyse der stabilen Isotope werden die Elemente mittels Pyrolyse oder
Verbrennung aus der homogenisierten Probe (wenig mg) gasformig freigesetzt,
elementspezifisch behandelt und mittels Massenspektrometrie in ihrer isotopischen
Zusammensetzung quantifiziert.

Die Analyse der stabilen Isotope wird schon heute erfolgreich zur Herkunftsbestimmung
landwirtschaftlicher Produkte eingesetzt (Forstel & Gebhardt 2008). Es existieren
entsprechende kommerzielle Angebote (http://www.farm-id.de).

Auch die Herkunftsbestimmung von forstlichem Saatgut mittels Isotopensignatur ist
intensiv untersucht worden (Gebhardt 2008b; Gebhardt et al. 2008; Konnert et al. 2008;
Steiner et al. 2008).

Die wichtigsten fur den Herkunftsnachweis relevanten Ergebnisse :

- Es gibt groe Unterschiede der Isotopensignatur zwischen verschiedenen Baumen
desselben Bestandes bei Eschen und Eichen (Steiner et al. 2008), andererseits wird
berichtet, dass eine Identifikation individueller beernteter Baume nicht moglich sei
(Gebhardt 2008b). Insgesamt bedeutet dies, dass pro Bestand die Analyse von
Mischproben mehrerer Individuen geeignet ist (Gebhardt 2008b; Gebhardt et al. 2008;
Gebhardt & Schonfelder 2008). Um die Représentativitdit von Proben groferer
Saatgutpartien sicherzustellen, sind mehrfache Ziehungen und Wiederholungen der
Analysen erforderlich.
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- Unterschiede zwischen Regionen existieren zwar, sie lassen sich aber ohne ein System
von Referenzproben nicht zu unabhéngiger Herkunftsidentifikation nutzen (Steiner et
al. 2008).

- Fur die Lagerung von Referenzproben gibt es klare Regeln: getrocknet in
geschlossenen Behéltern bei konstanter Temperatur (Gebhardt 2008b).

- Bei lokalen Eintragen von Diinger kann es in Bezug auf “N/**N zu groRen
Unterschieden innerhalb eines Bestandes kommen, die einen flachigen Trend
aufweisen, womit die Ergebnisse stark vom Sammelort abh&ngen (Steiner et al. 2008).

- d-Werte aller Elemente, insbesondere aber von Wasserstoff und Sauerstoff weisen
grolle annuelle Unterschiede auf. Referenzproben missen demnach aus jedem Jahr
vorliegen (Gebhardt 2008b; Steiner et al. 2008).

- Die Analyse von zwei Isotopen (**C/C, N/*N) erlaubte die Identifikation der
Herkiinfte von Buchen- und Erlensaatgut unter Einsatz von Diskriminanzanalysen
(Gebhardt 2008b).

- Eine sehr zuverléssige Herkunftszuordnung von Saatgutpartien von Bergahorn, Fichte
und WeiRtanne ist méglich durch multi-Element-Analyse (D/H-, **C/**C-, *N/*N-,
80/**0, **5/%2S) bei Kreuzvalidierung mit Referenzproben und mit Hilfe von
Diskriminanzanalysen (Gebhardt et al. 2008).

6.2 Praktisches Verfahren und Kosten

In Analogie zu den Erfahrungen aus der Lebensmitteluntersuchung und den Versuchen an
forstlichem Saatgut ist davon auszugehen, dass Isotopenanalysen prinzipiell in der Lage sind,
Herkunftszuordnungen auch an Samen von Krautigen / Zwergstrauchern durchzufthren.

Probenahme Rickstellproben
Von jeder in Frage kommenden Charge (Pflanzenart, Anbauort, Jahr) wird eine

reprasentative Stichprobe aus mehreren 1000 Samen bzw. 10 g Samengewicht gewonnen,
getrocknet, luftdicht verpackt und kihl und dunkel gelagert. Es ist vom Vermehrer
sicherzustellen, dass eine Charge homogen ist, d.h. falls z.B. mehrere Ernten vereinigt
werden, muss ausreichend gemischt werden.

Testphase
In einer Testphase ist experimentell zu prifen, ob Herkunftszuordnung von Regiosaatgut

mit Isotopensignaturen mittels einer multi-Element-Analyse (D/H-, *C/*C-, ®N/*N-,
80/*0, *3/°?S) maoglich ist. Dazu werden fir mehrere Pflanzenarten je mindestens 10
Herkunfte charakterisiert und mittels Diskriminanzanalyse die Trennschéarfe und
Zuordnungssicherheit untersucht. Es ist insbesondere zu untersuchen, wie grol3 die
Schwankungsbreiten innerhalb und wie groR die Unterschiede zwischen den
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Herkunftsregionen  sind.  Hierdurch  missen  Teststatistiken  entwickelt  werden
(Konfidenzintervalle), die es erlauben, Ubereinstimmung bzw. Nicht-Ubereinstimmung
festzustellen.

Ernstfall
Tritt der Fall ein, dass fur fragliches Saatgut die Herkunft festzustellen ist, muss die

fragliche Probe, die vermeintliche Ursprungsherkunft und mehrere alternative Herkinfte
isotopenchemisch untersucht werden. Mit Hilfe der unabhéngig davon gewonnenen Kenntnis
uber Konfidenzintervalle kann dann Uber die Identitdt der fraglichen Probe mit der
vermeintlichen Herkunft entschieden werden. Der Abgleich einer einzelnen fraglichen Probe
mit einer Datenbank mit anderweitig gewonnenen Daten ist nicht ausreichend, es sei denn, sie
stammen aus demselben Jahr. Ebenso ist der Aufbau einer flachendeckenden
Referenzdatenbank alleine nicht Ziel fuhrend, da annuelle Schwankungen einen Vergleich
zwischen Jahren unmdoglich machen.

Analyse
z.B. Agroisolab GmbH, Jilich
Fa. traXperts, Liineburg

Kosten
Die Kosten fiir eine sogenannte ,,Vollanalyse* (D/H-, Bet2e-, BNAN-, o0, 348/328)

belaufen sich bei einer Einzelmessung auf ca. 400€ zzgl. MWST. (pers. Mitt. J. Lickfett, Fa.
traXperts, Lineburg)

Die Validierung des Verfahrens wéhrend einer Testphase (mindestens 5 Pflanzenarten x 20
Herkunfte) wirde entsprechend mehrere 10.000€ umfassen.

Im Ernstfall bei einfach gelagerter Fragestellung, bei der die Ubereinstimmung einer
fraglichen Samenprobe und der Rickstellprobe der vermeintlichen Herkunft festzustellen ist,
ist somit fir 2 Vollanalysen mit Kosten von ca. 1000€ zu rechnen.

Bei einer erweiterten Frage mit zusatzlich 4 weiteren alternativen Herkiinften ist mit einem
finanziellen Aufwand von ca. 3.000€ zu rechnen.
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7 AbschlieBende Bewertung

In den vorhergehenden Kapiteln wurde dargelegt, dass sich Pflanzen verschiedener
geographischer Herkiinfte sowohl genetisch als auch isotopenchemisch unterscheiden kénnen.
Somit koénnen die vorgestellten Methoden mittels genetischer bzw. isotopenchemischer
Merkmale zur Charakterisierung von Pflanzenproben verwendet, bzw. einer weiteren Priifung
unterzogen werden, inwiefern die vorhandenen regionalen Unterschiede nachweisbar sind.
Allerdings sind die beiden Methoden in ihrer Aussagekraft nicht austauschbar, sondern
erganzen sich, da sie unterschiedliche Sachverhalte wiedergeben: einerseits die vererbte
genetische Ebene, andererseits die stoffliche, am Wuchsort erworbene Ebene. Die gleiche
genetische Herkunft wird unterschiedliche Isotopensignatur zeigen, wenn sie an
unterschiedlichen Orten vermehrt werden. Andererseits werden genetisch unterschiedliche
Herkiinfte die gleiche Isotopensignatur aufweisen, wenn sie am selben Ort vermehrt werden.

Mit den beiden Methoden kdnnen somit unterschiedliche Sachverhalte geklart werden, so
dass das Ziel eines Herkunftsnachweises gegebenenfalls zu spezifizieren ist:

- Mittels genetischer Methoden kann die genetische Herkunft geklart werden, z.B. von
welchem Standort bzw. aus welcher Region das urspringlich gesammelte
Samenmaterial stammt, was entweder direkt vermarktet oder weiter vermehrt wurde.
Auch bei ber einige Generationen vermehrtem Saatgut ist der Genotyp mit dem der
Ursprungspopulation identisch (abgesehen von Selektionseffekten wéhrend der
Vermehrung)

- Mittels isotopenchemischer Methoden kann der Wuchsort des vermarkteten Saatgutes
unabhdngig von seinem Genotyp geklart werden.

- Handelt es sich bei fraglichem Pflanzenmaterial um nicht weiter vermehrtes, sondern
direkt gesammeltes Saatgut, so ist Wuchsort und genetische Herkunft identisch und
beide Methoden sind geeignet, diesen zu identifizieren. Handelt es sich bei fraglichem
Pflanzenmaterial um vermehrtes Saatgut, so ergeben die beiden Methoden
unterschiedliche, sich erganzende Information zu Herkunft und VVermehrungsort.

Sowohl die genetische wie auch die isotopenchemische Analyse sind mit erheblichem
Finanzaufwand verbunden. Die bisher moglichen Kostenschatzungen belaufen sich fur eine
einfach gelagerte Fragestellung, ob eine fragliche Herkunft einer Pflanzenart einer
bestimmten Ruckstellprobe entspricht, auf mehrere 100€ bis zu 1000€. Durch Optimierung,
insbesondere der genetischen Markersysteme, kann mdglicherweise eine Kostenreduktion
erreicht werden, was nur durch eine Pilotstudie im Praxismalistab erprobt werden kann.
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