Genetische Untersuchungen bei Picea abies mit Hilfe der
|soenzymddentifizierung
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Einleitung

I soenzym-Polymorphismen, deren genetische Kontrolle
bekannt ist, haben schon in vielen Fallen zur Kléarung po-
pulationsgenetischer wie auch evolutionsbiologischer Pro-
bleme beigetragen. Auch bel natirlichen Waldbaum-Po-
pulationen sollte die ldentifizierung derartiger ,,Gen-Mar-
ker" vielfache Mdglichkeiten zur Analyse der genetischen
Variationsmuster auf der Basis von Genhiufigkeits-Ver-
teilungen bieten. Entsprechende Untersuchungen waren
bislang recht selten und beschrankten sich meist auf einige
wenige morphologische und physiologische Merkmalsalter-
nativen, so dal3 bei Forstpflanzen in Uberwiegendem Male
quantitativ-genetische Methoden angewandt werden muf3-
ten.

In ersten |soenzym-analytischen Untersuchungen wurden
bereits fur verschiedene Laub- und Nadelbaum-Arten zahl-
reiche elektrophoretische Enzym-Varianten beschrieben,
doch durfte dabel nur zum Teil auch eine genetische Va-
riabilitdt zugrunde liegen. Wahrend populationsgenetische
Studien verschiedentlich auch schon an Hand von Enzym-
band-Verteilungen durchgefuhrt wurden (Sakai et al. 1971,
Sakal und Park 1971, Sakar und Mivazaki 1972), gelang in
einigen Fallen bereits eine genetische Charakterisierung
der Isoenzym-Variation in Populationen oder Nachkom-
menschaften (BarteLs 1971, Conkie 1971, Ferer und STalrs
1971, Ferer 1972).

In unseren Untersuchungen Uber Isoenzym-Polymorphis-
men bel natirlichen Fichtenpopulationen (Picea abies)
wurde als Pflanzenteil das trockene Endosperm ruhender
Samen bevorzugt, da dieses Nahr- und Speicherzwecken
dienende haploide Gewebe sowohl in methodisch-experi-
menteller Hinsicht (Beramann 1971) als auch wegen der re-
lativ einfachen Gen-analytischen Verfahren einige wesent-
liche Vorteile bietet (Beramann 1973). Nachdem ein Vor-
kommen elektrophoretischer Enzym- und Protein-Muster
bereits im Koniferen-Endosperm beobachtet werden konn-
te (Durzan 1966, Durzan und CHALuPA 1968, BERGMANN 1971),
gelang es uns dann, 3 polymorphe Esterase(EST)- und 2 po-
lymorphe Leucinaminopeptidase(LLAP)-Loci im Fichten-En-
dosperm zu identifizieren (BeraMaANN 1973).

In der folgenden Arbeit soll nun die Verteilung der Allel-
héufigkeiten an 4 dieser Isoenzym-Loci bei geographisch
unterschiedlich lokalisierten Populationen aufgezeigt wer-
den, wobei die Variation innerhalb jeder Population wie
auch die Differenzierung zwischen den Populationen im
Vordergrund steht. Die Untersuchung umfafdte Samenpro-
ben aus 8 autochthonen Herkiinften der schwedischen Fich-
tenpopulation, die sich in Nord-Sud-Richtung Uber das
Verbreitungsgebiet verteilen.

Material und Methodik

Das Samen-Material dieser schwedischen Fichtenbestdn-
de (Picea abies) wurde uns freundlicherweise von Herrn

1y Lehrstuhl f. Forstgenetik und Forstpflanzenziichtung der Uni-
versitat Gottingen, 3 Gottingen-Weende, Bisgenweg 2.
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Dr. P. KrutzscH, Konigl. Forstliche Hochschule zu Stock-
holm, zur Verfigung gestellt. Die einzelnen Proben bestan-
den aus 2—3000 Samen und sollten von vielen Baumen ge-
erntet sein. Die geographische Lage der einzelnen Her-
kinfte wird in Tab. 1 beschrieben. Von jeder Herkunft
wurden 2 X 200 Samen pro Enzym-System analysiert, und
die angegebenen Werte stellen jeweils das arithmetische
Mittel der aus den 2 Stichproben resultierenden Daten dar.

Die Techniken der Aufbereitung und Extraktion der
Endosperm-Gewebe, sowie die Methoden der Gel-elektro-
phoretischen Trennung und Sichtbarmachung der EST- und
LAP-Isoenzyme entsprachen denen in friheren Untersu-
chungen (Beremann 1971, 1973). Durch die Verwendung des
haploiden Endosperms ist fur jeden Isoenzym-Phanotyp
im Zymogramm eine direkte Allel-Zuordnung ermdéglicht
worden (Beremann 1973), so dal3 die Haufigkeiten der ein-
zelnen Alleltypen nach jeder Analyse sofort bestimmt
werden konnten.

Ergebnisseund Diskussion

1. Beschreibung der EST- und LAP-Polymorphismen

In einer ersten Gen-analytischen Untersuchung an Ein-
zelbaum-Saatgut der Herkunft Westerhof konnten drei

Tab. .. — Numerierung und geographische Beschreibung der
schwedischen Herkiinfte
Breitengrad
Nr. d. Name d. Herkunft . . s

: Gebiet/Bezirk Léangengrad

Herkunft (Ortsbezeichnung) Héhe Tb. M.
66011’
1 Kabdalis No”lg?]ttens 200 03'
410 m
650 53’

Norrbottens
2 Boden 13N 210 40
250 m
Arvll(((:{)?naurs 650 49°
3 Sorliden Norrbotiens 19° 14
l5n 450 m
650 44’
X Norrbottens
4 Alvsbyn 14N 20° 52
90m
620 01’
5 Bergso Hélsingland 16° 58’
60 m
61°¢ 22’
6 Edsbyn Héalsingland 15047
250 m
60° 30
7 Gastrikland 16 34’
200 m
59° 57
8 Vastanfors V astmanland 15049’
120 m
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polymorphe EST-Loci (EST A, EST B, EST C) mit jeweils
2 bis 3 Allelen und ein polymorpher LAP-Locus (LAP B)
mit 4 Allelen identifiziert werden, an einem weiteren LAP-
Locus (LAP A) war bei diesem Westerhof-Material bis-
lang keine Variation festzustellen (Beremann 1973). Die
schwedische Fichtenpopulation zeichnet sich durch eine er-
hohte Variation an diesen Isoenzym-Loci aus, wodurch ein
schon qualitativ veridndertes Allel-Muster im Vergleich zur
Westerhofer Herkunft erscheint. Neben dem Vorkommen
weiterer Alleltypen an den Loci EST C und LAP B ist vor
allem der LAP A-Locus im Gegensatz zu Westerhof durch
eine betrdchtliche Variation gekennzeichnet.

Die neu auftretenden Allele wurden an Hand von Segre-
gationsanalysen an Einzelbaum-Saatgut aus schwedischen
und finnischen Fichtenbestinden identifiziert (BeremaNN, in
Vorbereitung). Wihrend die EST- und LAP-Phinotypen
bisher durchweg als Isoenzymband-Varianten in Erschei-
nung traten (siche Beromann 1973), werden nun in 2 Fil-
len Phénotypen der Loci LAP A und LAP B durch das
vollstandige Fehlen einer Enzymaktivitdt charakterisiert,
weshalb die entsprechenden Allele auch als sog. Null-
allele bezeichnet werden. Eine Identifizierung derartiger
Nullallele, die wohl den rezessiven Alleltyp reprisentie-
ren, diirfte in diploidem Material nur nach Kreuzungs-
analysen moglich sein. Die folgende Variations-analytische
Untersuchung erfolgte an den EST-Loci EST A mit den Al-
lelen (EST A4, A,), EST B (EST B,, B,, By) und an den LAP-
Loci LAP A mit den Allelen (LAP A,, A,, A;, A) und LAP
B (LAP B,, B,, B;, B;).

In den Samenproben einiger Schweden-Herkiinfte treten
mit einer Hiufigkeit von 5—10% EST-Muster auf, welche
von den bisher analysierten Mustern vollig abweichen. Sie
lassen keine den EST A- und EST B-Phinotypen entspre-
chende Isoenzym-Varianten in der jeweiligen Zymogramm-
Region erkennen, stattdessen erscheint in starker Auspri-
gung nahe dem sonstigen EST B-Bereich eine fiir f-Naph-
thylacetat Substrat-spezifische Aktivitdtszone, die mogli-
cherweise von einer Acetylcholinesterase stammen kénnte,
jedoch bei den ,normalen“ EST-Mustern ebenfalls vor-
handen ist. Betrichtliche EST-Aktivitit (speziell mit a-

Naphthylacetat reagierend) findet sich dagegen in der
EST A-Zymogrammregion, doch weisen die Enzymband-
Komplexe keine Ahnlichkeit mit den bisher gefundenen
Isoenzym-Varianten auf. Das Zustandekommen dieser
sabnormen“ EST-Muster wird z. Zt. untersucht; ein Vor-
kommen EST-Muster stérender Faktoren im Endosperm
mancher Samen mul} ausgeschlossen werden, da Misch-
homogenate von ,normalen“ und ,,abnormen“ Endosperm-
geweben selbst im Verhiltnis 1 :2 keine Verdnderung der
typischen EST-Muster hervorriefen. Es ist nicht ausge-
schlossen, daB8 diese neuen Muster evtl. in frithen Ent-
wicklungsstadien des Makrogametophyten auftreten und
dann bei unvollstindiger oder fehlender Samenreifung im
Endospermgewebe erhalten bleiben; eine Verbindung zu
friihen Keimstadien der Samen sollte nicht in Betracht
kommen, da noch 120 Std. nach Keimungsbeginn die ,nor-
malen“ EST-Muster erkennbar sind. Fir die folgenden po-
pulationsgenetischen Untersuchungen wurden die ,abnor-
men“ EST-Muster nicht berticksichtigt.

II. Geographische Verteilung der EST- und LAP-Allelhdu-
figkeiten

Die 4 hier untersuchten Isoenzym-Loci sind in allen 8
Schweden-Herkiinften vollstindig polymorph, d. h. in kei-
ner Population erscheint auch nur ein Genlocus mit einem
fixierten Alleltyp. Die Allel-Hiufigkeiten der verschiede-
nen Loci in den 8 Herkilinften zeigt Tab. 2. Es fillt sofort
auf, daf3 die allgemein hiufiger vorkommenden Alleltypen
in allen Populationen vertreten sind, ein vereinzeltes Feh-
len betrifft immer nur die selteneren Allele. Da mit nur
zwei Ausnahmen (bei LAP B,B,) an jedem Genlocus ein
und dasselbe Allel filir alle 8 Herkilinfte dominierend ist,
und zudem drastische Verschiebungen der Genhiufigkeiten
iiber einen Bereich von mehr als 25% nicht beobachtet
werden, erreicht die genetische Differenzierung zwischen
den einzelnen Fichtenpopulationen nicht das Ausmaf, das
man bei anderen Organismenarten flir entsprechende Iso-
enzym-Loci schon wiederholt nachweisen konnte.

Betrachtet man jetzt die EST- und LAP-Loci im einzel-
nen, so findet man jedoch in einigen Féllen eine konti-

Tab. 2. — Allelhdufigkeiten (in %) an den Isoenzym-Loci in 8 Schweden-Herkiinften

Locr1 EST A EST B LAP A LAP B
ALLELE Al A, B, B, By Ay A, Ay Ay By B, By By
Herkunft 1 24,3  75.7 69.4 28.7 1.9 44,8 38,9 13.3 3.0 42.9 49.3 7.8 -
Herkunft 2 15.6 8h.lb 67.6 29.6 2.8 43,8 35,2 16.8 4,2 52,1 40,8 7.1 -
Herkunft 3 16,3 83,7 65.0 32.9 2.1 48.1 32,1 14.1 5.7 45.0 47.8 7.2 -
Herkunft 4 10.6 BY.4 65.1 34,9 - 48,5 32.5 13.9 5.1 54,6 38.1 7.3 -
Herkunft 5 5.1 94.9 62.7 37.3 - 46,9 36.1 10.4 6.6 50,5 U41.6 7.9 -
Herkunft 6 3.8 96.2 57.5 39.2 3.3 45.7 39.6 8.6 6.1 51.7 37.8 9.3 1.2
Herkunft 7 3.1 96.9 57.8 L2,2 - 47.3 38,0 7.9 6.8 52.8 36.9 8.8 1.5
Herkunft 8 4.3 95.7 54,4 44,0 1.6 46.7 37.1 7.4 8.8 51,5 35.8 9.1 3.6
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nuierliche Verschiebung der Allelhdufigkeiten ausgehend
von der am nérdlichsten gelegenen Herkunft 1 und fort-
laufend bis zur sudlichsten Herkunft 8 (siehe Tab. 1). Be-
sonders ausgepragt ist diese klinale Variation am EST A-
Locus, an dem das Allel EST A, mit einer Haufigkeit von
fast 25% in der Herkunft 1 auftritt, aber in den silidlicheren
Herkiinfter. nur noch mit einer Haufigkeit von 3—4% ver-
treten ist (Tab. 2). Die Haufigkeit des Allels EST A, nimmt
entsprechend in Nord-Siid-Richtung zu. Eine #dhnliche kli-
nale Verdnderung ist, wenn auch in einem engeren Va-
riationsbereich, bei dem Allelpaar EST B,/B, zu beobach-
ten, das seltene Allel EST B; tritt hier nur sporadisch auf.
Auch in norwegischen Fichtenpopulationen wurde bei den
entsprechenden Allelen schon ein &hnlicher Hiufigkeits-
gradient gefunden (Barters, personliche Mitteilung). Beide
LAP-Loci sind innerhalb der einzelnen Herkiinfte hoch-
gradig polymorph, zwischen den Populationen existiert je-
doch keine sofort augenfillige Variation. Allein die beiden
Nullallele LAP A, und LAP B; lassen eine graduelle Hiu-
figkeitszunahme in fortschreitend siidlicheren Herkilinften
erkennen, allerdings kann das Allel LAP B; erst ab Her-
kunft 6 nachgewiesen werden. Wahrend LAP B, allgemein
das weitaus hiufigste Allel am LAP B-Locus darstellt
(560—55%), erscheint in 2 Fillen das Allel LAP B, mit der
groBBeren Haufigkeit. Inwieweit jedoch die relativ hohe
Lage der betreffenden Herkiinfte 1 (410 m) und 3 (450 m)
fiir eine derartige Verschiebung eine Rolle spielt, kann mo-
mentan aus Ermangelung weiterer Beispiele nicht festge-
stellt werden. Fir eine eindeutige Herkunfts-Identifizie-
rung von Samen-Material sind die bislang gefundenen
Unterschiede innerhalb der schwedischen Fichtenpopulation
noch nicht vollig ausreichend, doch sollte durch die Einbe-
ziehung weiterer Enzym-Systeme eine deutlichere Diffe-
renzierung auch in einem relativ einheitlichen Gebiet mog-
lich sein.

Fir eine vergleichbare Darstellung der genetischen Un-
terschiede zwischen einzelnen Populationen ist es h&ufig
von Vorteil, alle festgestellten Daten durch eine einzige
MaBzahl auszudriicken. Daher wurden an Hand der Gen-
hiaufigkeiten die Identitits- und Distanz-Mafle nach Ner
(1972) zwischen allen 8 Fichten-Herklinften berechnet. Die
genetische Identitdt (I) zwischen zwei Populationen be-
rechnet sich zu

. EXl * Yi
V szi * ZYzi

bei Berlicksichtigung eines Genlocus, wobei X; und Y; die

Xy

Hiaufigkeiten des i-ten Allels in den Populationen X und Y
bezeichnen. Bei gleichzeitiger Betrachtung mehrerer Loci
wird das arithmetische Mittel der Werte 2X; - Y;, 2X2, und
2Y? {ber alle Loci gebildet. Die genetische Distanz (D)
zwischen 2 Populationen ist definiert als

D = —log, I

Die unter Einbeziehung aller Isoenzym-Loci erhaltenen
Werte sind in Tab. 3 zusammengefait. Da bei identischen
Populationen I =1 ist, lassen die gefundenen Identitats-
Werte zwischen den einzelnen Herkiinften insgesamt eine
nur geringe genetische Differenzierung erkennen, doch
nehmen die Werte in allen Fallen mit fortschreitender Ent-
fernung zwischen den Populationen ab, wodurch ein Dif-
ferenzierungsgradient parallel zur geographischen Verbrei-
tung sichtbar wird. Ein wenig deutlicher kommt dies bei
den Distanz-Werten (D = 0 bei vollstdndiger Identitit) zum
Ausdruck, die fast ein Spiegelbild zur geographischen Di-
stanz darstellen.

Die Vorstellung, daB ein groBler Teil der genetischen
Varianten an Isoenzym-Loci keiner funktionellen Adapta-
tion unterliegt und somit als selektiv neutrale Allele aufzu-
fassen ist, wird durch unsere Resultate jedenfalls nicht ge-
stiitzt. Die auf dieser Hypothese basierende Driftwirkung
wirde zu zufallsméBigen Differenzierungs-Mustern fiith-
ren. Eine klinale Variation an einzelnen Loci, wie auch ein
Differenzierungsgradient parallel zur geographischen Ver-
breitung lassen demgegeniiber aber einen spezifischen Se-
lektionseffekt in kontinuierlich verdnderter Umwelt er-
kennen. Die Kausalbeziehung zwischen den untersuchten
Isoenzym-Polymorphismen und ihrem adaptiven Vorteil
konnte bisher aber noch nicht sichergestellt werden.

Anmerkung

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sei fiir eine Sachbeihilfe,
Herrn Dr. P. Krurzscu und der Konigl. Forstl. Hochschule zu
Stockholm fiir die Bereitstellung des Samen-Materials gedankt.

Zusammenfassung

Die geographische Variation zwischen 8 schwedischen
Fichten-Herkiinften wurde an 2 EST- und 2 LAP-Loci un-
tersucht. Die betreffenden Allelhdufigkeits-Verteilungen
lassen insgesamt keine stark ausgeprigte genetische Dif-
ferenzierung erkennen, doch wird in mehreren Fillen eine
klinale Variation in Nord-Siid-Richtung sichtbar.

Die zur vergleichenden Darstellung berechneten geneti-
schen Identitdts- und Distanz-Werte zwischen allen Popu-
lationen zeigen eine mit fortschreitender Entfernung zu-

Tab. 3. — Genetische Identitidts-Werte (oben) und Distanz-Werte (unten) zwischen allen 8 Her-

kiinften
Herkunft 1 2 3 4 5 6 7 8

1 0.993 0.994 0.983 0.977 0.970 0.966 0.962
2 0.007 0.995 0.994 0.991 0,987 0,985 0,981
3 0.006 0.005 0.994 0.992 0.987 0.983 0,981
4 0.017 0.006 0,006 0.996 0,994 0.993 0,992
5 0.023 0,009 0.008 0.004 0.997 0.997 0.995
6 0.030 0.013 0.013 0.006 0.003 0.998 0.996
7 0,035 0.015 0.017 0,007 0.003 0.002 0.999
8 0,039 0.019 0,019 0.008 0,005 0,004 0,001
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nehmende Differenzierung an, so daff die fur Isoenzym-
Allele diskutierte Neutralitits-Hypothese durch unsere
Resultate nicht gestlitzt werden kann.

Schlagworte: Fichtenherkiinfte, geographische Variation, Isoen-

zym-Gene, genetische Identitatswerte.

Summary

Geographical variation among 8 provenances of the Swe-
dish spruce population (Picea abies) was approached by the
analysis of genetic polymorphisms at 2 EST and 2 LAP
loci in the endosperm of dormant seeds. The resulting gene
frequency distributions indicate highly polymorphic pat-
terns within populations but only a minor differentiation
between individual populations. Clinal variations from
north to south, however, were observed in several cases.

Genetic identity and genetic distance values between all
pairs of the 8 provenances calculated for better compari-
sons of the obtained data show an increasing degree of ge-
netic differentiation in parallelism to increasing distance
between populations. All results obtained are not in accord
with the neutrality hypothesis concerning most isozyme
variants.
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Cytology of some Himalayan trees

Thalamiflorae
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Introduction

The Himalayas are exceedingly rich in woody species
which inhabit varied types of forests. About 180 species
of this region are exploited as commercial timbers. Cyto-
logical studies on these forest trees which are a prerequisite
to the employment of cytogenetical techniques for their
improvement, have remained almost completely neglected
in the past. Chromosomal constitution of even some of the
most appreciated timber species was unknown. The senior
author and his associates undertook cytomorphological ex-
ploration of the Himalayan hardwoods in 1962. Some parts
of this work have already been published or communicated
(Meura et al.,, 1962—1972). The present investigations per-
tain to tree species of ten families falling under the
Thalamiflorae of Bentuam and Hooker (1862), a group of
taxa of immense evolutionary significance. These include
three timbers of great value, Shorea robusta, Michelia
champaca and Bombax ceiba, in addition to five less im-
portant woods.

Material and Methods

The material was obtained chiefly from forests of Naini-
tal and Simla Hills in the Western and Darjeeling Hills in
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the Eastern Himalayas. Flower buds were fixed in Carnoy’s
fluid. Anther squashes were made in 1% acetocarmine
for obtaining meiotic preparations. Somatic number was
determined from tapetal cells or squashes of leaf-tips made
in acetolacmoid, following their pretreatment with 0.003 M
solution of 8-hydroxyquinoline. The photomicrographs and
camera lucida drawings are at a uniform magnification
of X1360. The voucher specimens have been deposited in
the Panjab University Herbarium.

Results

Cytological data on 21 species have been summarised in
Table 1. The meiosis was normal in all the taxa excepting
the one mentioned in the body of the paper. Regular pair-
ing and disjunction of chromosomes was observed, follow-
ed by wall formation, which resulted in normal tetrads
with well filled stainable pollen grains.
MAGNOLIACEAE: The family is very important in Indian
forestry as it contains valuable tall timber trees with fine
straight bole. The four species of Michelia studied here,
like others of this genus, are all diploid. M. kisopa and M.
montana are worked out for the first time. M. Champaca is
a high class constructional timber. Magnoliaceae is a
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