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Unter suchungen Giber dienatirliche Sadbstbefruchtungin Besténden der
Fichte(Piceaabies(L.) Karg.) und Kiefer (PinussylvestrisL.)

Von G. MULLER?)

(Eingegangen September 1977 / Januar 1978)

Ziel der hier beschriebenen Experimente ist die Einschat-
zung der in Waldbestidnden nach freier Abblite zu erwar-
tenden Selbstbefruchtungsraten einzelner Individuen. Als
Selbstbefruchtungsrate wird im folgenden derjenige rela-
tive Anteil der Nachkommen eines | ndividuums bezeichnet,
der aus der Verschmelzung méannlicher und weiblicher Ga-
meten ein und desselben Individuums hervorgegangen ist.
Als Nachkommen gelten in diesem Zusammenhang alle mit
keimfahigen Embryonen ausgestatteten Samen. Die Selbst-
befruchtungsrate wird stets auf die Verhdltnisse wahrend
einer Bluhperiode bezogen.

1. Bedeutung

Die Bedeutung des Phianomens Selbstbefruchtung fur
die theoretische und angewandte Genetik beruht auf sei-
ner Wirkung auf die genotypische Struktur einer Popula-
tion, d. h. die Haufigkeitsverteilung der Genotypen die-
ser Population beziglich einzelner oder aller polymorpher
Genloci. Sind alle Paarungen zu einem gegebenen Zeit-
punkt uneingeschrankt mdoglich (Zufallspaarung),so stimmt
die Wahrscheinlichkeit, mit der ein Individuum sich selbst
befruchtet liberein mit der Wahrscheinlichkeit, sich mit je-
dem der anderen Individuen der Population zu paaren und
ist gleich dem Reziprokwert der Populationsgrofie (vgl.
Gricorius und G. MuLLER, 1975). Ubersteigt aber die Selbst-
befruchtungswahrscheinlichkeit diesen Wert, so stehen po-
tentiell zwar alle Paarungspartner zur Verfiigung, jedoch
wird der Anteil der durch Fremdbefruchtung zustandege-
kommenen Paarungen zugunsten des Anteils der Selbstbe-
fruchtungen reduziert. Durch diesen gegentiber der Zufalls-
paarung zusétzlichen Beitrag an Verwandtenpaarung (Ver-
wandschaft eines Individuums mit sich selbst) wird zwin-
gend Inzucht induziert, da das Entstehen von Inzucht von
der Existenz verwandtschaftlicher Beziehungen zwischen
den Paarungspartnern abhangig ist.

Selbstbefruchtungsraten, die den fur Zufallspaarung
maldgeblichen Wert Uberschreiten, bedingen somit einen
Zuwachs der mittleren Abstammungs- und Inzuchtkoeffi-
zienten der Individuen der Nachkommenpopulation (Defi-
nitionen siehe z B. Crow und Kimura, 1970, Kap. 3) und
bewirken konsequent eine Erhdhung des Anteils homozy-
goter Genotypen gegeniber den korrespondierendem Har-
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Lehrstuhl fur Forstgenetik und Forstpflanzenziichtung der Uni-
versitdt Gottingen, Busgenweg 2, 3400 Gotingen-Weende.
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dy-Weinberg-Proportionen. Durch die Funktionsidentitat
der Allele an einem Genlocus kénnen sich auf diese Weise
bei Homozygoten rezessive Allele auswirken, deren Effekt
bel Heterozygoten durch dominante Allele Uberlagert wir-
de. Handelt es sich dabei um Allele mit nachteiligen Wir-
kungen auf bestimmte Leistungsmerkmale, so bewirkt ein
Uberproportionaler Anteil an Homozygoten eine verstarkte
phéanotypische Prasenz solcher Merkmale, infolgedessen
das Mittel einer Pflanzenpopulation bezuglich dieser Lei-
stungsmerkrnale nachteilig beeinflu3t werden kann, solan-
ge diese Genotypen in der Population verbleiben. Essei hier
nur angemerkt, daf3 von diesen Wirkungen das gesamte Ge-
nom betroffen ist, also z B. auch alle Allele, die an der
Auspragung von Resistenzeigenschaften beteiligt sind. De-
finiert man die genische Vielfalt eines Individuums als die
Gesamtzahl verschiedener Allele an allen polymorphen
Genloci (Grecorius 1977), so bewirkt jede Erhdhung des
Anteils homozygoter Genloci den Verlust an genischer Viel-
falt dieses Individuums.

Daf3 Selbstbefruchtung und die daraus resultierenden
Wirkungen fur Fichte und Kiefer bedeutsam sind, ist nach-
gewiesen. So ist weder bel diesen beiden Baumarten noch
sonst einer der bisher untersuchten Gymnospermenarten
irgendeine Form der Selbstinkompatibilitét gefunden wor-
den (Hacgman, 1975). Eine Reduzierung der Selbstbefruch-
tungswahrscheinlichkeit ist in geringem Umfang allen-
falls durch die Anordnung der mannlichen und weibli-
chen Bluten zu erwarten, dasich insbesondere in Fichten-
kronen die weiblichen Bliten bevorzugt in den oberen bzw.
aufRReren Kronenpartien befinden und deshalb besonders
fur Fremdbefruchtung exponiert sind. Ein ahnlicher Ef-
fekt kann durch das von Sarvas (1962) an einigen Indivi-
duen beobachtete frihere Einsetzen der weiblichen Blite
hervorgerufen werden.

Die als Folge von Selbstbefruchtung bzw. Verwandten-
paarung allgemein zu erwartenden nachteiligen Wirkun-
gen lassen sich leicht mit Hilfe von Kreuzungsexperimen-
ten nachweisen. So zeigt FrankLiN (1970 und 74 @) am Bei-
spiel verschiedener Kiefernarten, dal3 sich die Vollkorner-
trédge nach kunstlicher Selbstbestéaubung im Vergleich zur
Fremdbestaubung um durchschnittlich tGber 50% verrin-
gern, dal3 lebensfahige Nachkommen aus Selbstbefruch-
tung signifikant geringere Wuchsleistungen zeigen (siehe
auch Krieser 1975) und zu diversen Abnormalitaten neigen
kénnen. Anhand der Analyse des Wuchsverhaltens von
Nachkommen aus Verwandtenkreuzungen weisen z B.
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GaNseL (1971) bei Pinus elliottii und ANDERSSON, JANSSON
und LiNDGREN (1974) bei Picea abies nach, dafl die Volumen-
leistung dieser Nachkommen mit zunehmendem mittleren
Inzuchtkoeffizienten kontinuierlich abnimmt, so daf3 unter
Nachkommen aus Selbstbefruchtung die nachteiligsten
Wirkungen zu erwarten sind. Dies wird besonders offen-
sichtlich bei einem Vergleich des durchschnittlichen
Stammvolumens der 61jahrigen Nachkommen von vier
Fichtenmutterbdumen, wobei ERrikssoN, ScHELANDER und
AxkeBranp (1973) ermittelten, daf3 die aus Selbstbefruchtung
stammenden Nachkommen nur ca. 42% der Leistung der
aus freier Abbliite hervorgegangenen Halbgeschwister er-
reichten.

Welche Bedeutung solche Wirkungen fiir die aus freier
Abbliite stammenden Waldbaumpopulationen haben kon-
nen, hidngt von der Priasenz der Selbstbefruchtungsnach-
kommen in diesen Populationen ab. Daher mufl zunichst
einmal der Nachweis erbracht werden, da3 diese Nachkom-
men trotz der selektionsbedingten Benachteiligung der
Paarungen zwischen Gameten ein und desselben Individu-
ums (hohere Hohlkornanteile nach Selbstbefruchtung) in
einer Hiufigkeit auftreten, welche filir die genotypische
Struktur von Waldbaumpopulationen die genannten Kon-
sequenzen hat. DaB3 der eigene Pollen eines Individuums
gegenliber Fremdpollen konkurrenzfihig sein kann, be-
weisen Versuche mit Pinus elliottii (FrankLiN 1974 b), de-
nen zufolge der Anteil der Selbstbefruchtungsnachkommen
nach kiinstlicher Bestiubung mit einem Gemisch aus
gleichen Teilen Eigen- und Fremdpollen auf 47% geschitzt
wurde.

Steht fest, daff Selbstbefruchtungsnachkommen bei Fich-
te und Kiefer in einer bestimmten artspezifischen Hau-
figkeit zu erwarten sind, so wurde hierdurch der Fortbe-
stand dieser Arten im Verlauf ihrer Evolution unter den
Bedingungen der natlirlichen Selektion offensichtlich nicht
infrage gestellt. Das Regulativ der natiirlichen Selektion
kann jedoch bei Anwendung mcderner Formen der Be-
wirtschaftung von Fichten- und Kiefernbestidnden nicht
mehr so wirksam sein wie unter natlirlichen Bedingungen.
So wird der konkurrenzbedingte Selektionsdruck auf
Selbstbefruchtungsnachkommen durch die zu kurze Phase
des Dichtstandes in der Baumschule oder im Forstkamp,
durch die Tendenz zu immer grofleren Pflanzabstidnden
und infolge der Durchfiihrung schematischer Reihendurch-
forstungen abgeschwicht, so daBl in bewirtschafteten Fich-
ten- und Kiefernbestidnden relativ mehr Nachkommen aus
Selbstbefruchtung aufwachsen konnen als unter natiir-
lichen Bedingungen.

Selbstbefruchtung betrifft das gesamte Genom, also auch
alle Merkmale, die keiner Selektion auf Leistung unterlie-
gen. Die als Folge zunehmender Homozygotisierung zu
erwartenden nachteiligen Wirkungen lassen sich daher
auch durch Eliminierung aller hinsichtlich bestimmter
Leistungsmerkmale benachteiligter Individuen nicht besei-
tigen, so dafB3 nicht sinnvoll ist, MaBnahmen zur Inten-
sivierung der Selektion zu ergreifen ohne gleichzeitig die
Moglichkeit zur Selbstbefruchtung auf ein Minimum zu re-
duzieren.

Diese Aspekte gewinnen besondere Bedeutung im Hin-
blick auf kiinstlich zusammengestellte Zuchtpopulationen:
Der dort zu erwartende Anteil der Selbstbefruchtungs-
nachkommen sollte zur Vermeidung zusitzlicher nachteili-
ger Wirkungen die hier fiir Bestiande gefundenen Werte
nicht noch tiiberschreiten. Bei Samenplantagen ist dieses
Problem besonders akut, da durch die Pridsenz mehrerer
genotypisch identischer Individuen ein zusétzlicher Beitrag
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an Selbstbefruchtung induziert werden kann. Uber die Ein-
schidtzung von Selbstbefruchtungsraten in Samenplantagen
wird zu einem spéateren Zeitpunkt berichtet.

2. Material und Methoden

Den bereits zitierten Arbeiten ist zu entnehmen, daB
unter den Nachkommen aus Selbstbefruchtung Merkmale
wie der Vollkornanteil oder die Wuchsleistung im Ein-
zelfall extreme Schwankungen zeigen konnen. Fir die
hier beschriebenen Untersuchungen wiirde die Verwen-
dung dieser Merkmale zur Schiatzung von Selbstbefruch-
tungsraten keine ausreichende Genauigkeit gewihrleisten.
Dies ist nur moglich durch Anwendung von Verfahren,
welche die Identifizierung eines definierbaren Teils oder
aller Nachkommen aus Selbstbefruchtung zulassen. Vor-
aussetzung hiertiir ist die Kenntnis von ,Genmarkern,
d. h. solchen Merkmalen, die von Umweltidnderungen un-
abhingig sind und eine eindeutige Zuordnung von Geno-
typ und Phanotyp gestatten. Fiir die Untersuchung von
Selbstbefruchtungsraten bei Fichte und Kiefer wurden
zwei verschiedene Genmarker benutzt, und zwar bestimmte
Isoenzyme der monomeren Leucin-Aminopeptidasen im
Endosperm- und Embryogewebe sowie der vollstidndige
Chlorophyllmangel bei Sdmlingen (siehe Abschnitt 2.2).

Die Benutzung von Genmarkern hat unvermeidbar zur
Folge, daB sich die Auswahl der zu analysierenden Biume
auf die Tréiger seltener Merkmale (im folgenden ,Ver-
suchsbdume* genannt) beschrinkt, da die Identifizierung
von Nachkommen aus Selbstbefruchtung voraussetzt, daf
das jeweils benutzte Merkmal nur durch den betreffenden
Versuchsbaum reprisentiert wird. Befinden sich in deren
Nachbarschaft jedoch weitere Trager des gleichen Merk-
mals, so konnen zu hohe Selbstbefruchtungsraten vorge-
tduscht werden, da ein Teil der als Selbstbefruchtungs-
nachkommen angesprochenen Individuen in Wirklichkeit
aus Fremdbefruchtung stammt. Um solche Schéitzfehler
zu vermeiden, wurden zum Auffinden von Versuchsbdu-
men alle fruktifizierenden Bidume einer moglichst groflien
Bestandesteilfliche untersucht und stets nur solche Ver-
suchsbdume ausgewdhlt, deren Entfernung zu moglichen
anderen Tridgern des gleichen Merkmals maximal war. Da-
bei wurden Kenntnisse iliber die Pollenverbreitung in Fich-
ten- und Kieferbestinden (G. MuULLer 1976 a) bertiicksichtigt.

2.1 Versuchsmaterial

Das fiir die Analysen vorgesehene Samenmaterial wurde
von 1975—77 in insgesamt 15 Fichten- und Kiefernbestan-
den verschiedener hessischer und niedersichsischer Forst-
dmter geerntet. Die Bestdnde, in denen geeignete Versuchs-
biume identifiziert werden konnten, sind in Tabelle 1 auf-
gefiihrt.

Mit Ausnahme der in den Forstiamtern Westerhof und
Andreasberg an stehenden Biumen geernteten Zapfen
wurde alles andere Material von Abtriebsflachen be-
schafft. Dazu kamen nur Bestinde infrage, deren Anteil an
samentragenden Bidumen nahe bei 100% lag. Bei der Kiefer
war die Auswahl solcher Flachen wegen der Haufigkeit des
Samentragens unproblematisch, bei der Fichte mufite nur
wiahrend des Winters 75/76 auf Beerntungen verzichtet wer-
den. Die Abhéngigkeit von einer maximalen Anzahl sa-
mentragender Biaume ist bei Anwendung biochemischer
Methoden jedoch weniger bedeutsam, da zur Identifizie-
rung von Biumen auch Nadelstichproben benutzt werden
kénnen.

Die Beerntung erfolgte stets auf zusammenhingenden
Bestandesteilflichen. Alle samentragenden Biaume wurden



Tabelle 1. — Zusammenstellung der fiir die Einschdtzung von Selb stbefruchtungsraten ausgewihlten Versuchsflichen und Bezeichnung

der fir das Isoenzym -(1) und das Albino-Verfahren (2) geeigneten Versuchsbidume*,

Zeitraum Alter Bestok- Anzahl ana- Bezeichnung der Ver-
Baumart d. Zapfen- Forstamt/Abtlg. Bestandestyp (Jahre) kungs- lysierter suchsbdume fiir
ernte grad Biume Verf. (1) Vert. (2)
Picea 1974/75 Reinhardshagen
abies /382 ¢ Reinbestand 91 0.9 86 25B 3.7A; 2.8D
1974/75 /507 a Reinbestand 90 0.8 kot 5.1G 2.1C; 1.5D
1974/75 Braunlage/58 Reinbestand 95 0.7 64 1; 26 —
1974/75 Westerho£/48 Reinbestand 90 1.0 51 32 —_
1976/77 Lautenthal Fi-Horst in
/216 a Bu-Bestand 120 0.8 63 98 211
1976/77 Andreasberg liberwiegend bis ca. 250
/399 c/d autochthoner Nr. 106 ca. 50 0.6 127 106; 234 —
Reinbestand Nr. 234 ca. 80
Pinus 1975/76 Grebenau/l7 a Ki m. Bu-
sylrestris Zwischenst. 133 0.8 149 11G; 05D 3.1C; 2.6A
1975/76 Wolfgang/11l a Ki m. Bu-
Zwischenst. 127 0.9 89 1.2E; 1.5B —2.6A; 1.6A
1976/77 Grebenau/57 b Ki m. Bu-
Unterstand 120 0.9 105 69 —
1976/77 Wolfgang/23 a Ki m. Bu-
Zwischenst, 150 0.7 92 4.2D —

* Compilation of experimental areas selected for the purpose of estimating rates of self-fertilization and a listing of experimental trees

suited for the isoenzyme (1) and the albino (2) methods.

nach der Fidllung einzeln getrennt beerntet und ihr Stand-
ort im Bestand rekonstruiert. Die Positionen aller Baume
einschliefllich der nicht samentragenden wurden sorgfil-
tig vermessen und registriert. Die danach gefertigten Kar-
ten gestatten eine eindeutige Zuordnung der Bidume zu
ihren vormaligen Positionen auf den Probefldchen sowie
der einzelnen Probeflichen zu den iibrigen Bestandspar-
tien und den benachbarten Bestinden.

Als Stichprobe wurde den Fichten bis zu 50 Zapfen (ca.
6000 Samen) pro Baum entnommen, den Kiefern bis zu 150
Stick (ca. 3000 Samen). Stand ausreichend Material zur
Verfligung, so erfolgte die Entnahme repriasentativ aus den
verschiedenen Kronenpartien.

2.2 Identifizierung von Nachkommen aus Selbstbefruch-
- tung

a) Analyse von Isoenzymen in Endosperm- und Embryo-

gewebe

Isoenzyme sind multiple Formen eines Enzyms, deren
molekulare Verschiedenheit sich durch elektrophoretische
Verfahren nachweisen 1dB3t: Bedingt durch ihre unter-
schiedliche Ladung zeigen Isoenzyme im elektrischen Feld
voneinander abweichende Wanderungsgeschwindigkeiten
und konnen daher auf einem Tragermedium als distinkte
Varianten sichtbar gemacht werden. Da Enzyme priméire
Genprodukte sind, eignen sie sich zur Identifizierung der
ihre Synthese kontrollierenden Genloci, wobei die Isoen-
zym-Varianten unter bestimmten Voraussetzungen die
Allele an den betreffenden Genloci repriasentieren kénnen.

Dies gilt genau dann, wenn durch Uberpriifung der Ga-
metensegregation und der Aufspaltungsverhiltnisse unter
den Nachkommen bewiesen ist, daB die Synthese eines En-
zyms bzw. einzelner Polypeptide durch einen Genlocus
kontrolliert wird. In diesem Fall stellen die Isoenzym-Va-
rianten die phinotypische Auspriagung der Allele des be-
treffenden Genlocus dar und werden dann als ,,Allozyme*
bezeichnet. Da hier die Zuordnung von Genotyp und Phé-
notyp eindeutig ist, konnen Genotypen anhand ihrer
Allozym-Phénotypen prazise identifiziert werden.

Die Erprobung der Anwendbarkeit verschiedener Isoen-
zym-Genmarker ergab, dafl fiir Endosperm- und Embryo-
analysen Isoenzyme monomerer Enzymsysteme am besten
geeignet sind da di- oder polymere Enzyme bei diploidem
Material Hybridband-Konfigurationen hervorrufen und

dadurch eine eindeutige Identifizierung von Selbstbefruch-
tungsnachkommen erschweren. Bei den bisherigen Unter-
suchungen wurde deshalb das System der monomeren Leu-
cin-Aminopeptidase (LAP) analysiert, welches seltene Iso-
enzym-Varianten aufweist (Beremann, 1973) und somit gu-
te Voraussetzungen zum Auffinden geeigneter Versuchs-
baume bietet. Da Selbstbefruchtung das gesamte Genom
betrifft, kbnnen Nachkommen aus Selbstbefruchtung be-
reits dann identifiziert werden, wenn Selbstbefruchtung an
nur einem Genlocus — hier dem LAP-B-Locus — eindeu-
tig nachgewiesen ist. Die genetische Kontrolle des LAP-
Systems ist bei Fichte und Kiefer bereits bekannt: Die von
BerceMaNN (1973) mittels Endospermanalysen nachgewiesene
Gametensegregation sowie die Ergebnisse der von Lunp-
kvist (1974) und Rupin (1977) an Familienmaterial durchge-
fiihrten Endosperm- und Nadelanalysen beweisen, da3 das
LAP-System bei beiden Baumarten durch zwei polymor-
phe Genloci (LAP-A und LAP-B) mit codominanten Allelen
kontrolliert wird, welche jeweils durch unterscheidbare
Allozyme reprasentiert sind (siehe auch G. MuLLer, 1978).
Die LAP-Analysen erfolgten fiir Endosperm und Embryo
getrennt nach der von BeroMmaNN (1971) zur Untersuchung
des Endospermgewebes von Fichtensamen angewandten
Methode: Homogenisierung der aus ruhenden Samen pra-
parierten Endosperme bzw. Embryonen mit Phosphatpuf-
fer pH 7.5; Auftrennung der LAP-Allozyme durch Stirke-
gel-Zonenelektrophorese mit einem diskontinuierlichen
Puffersystem, meodifiziert nach Pouuik, 1957 (Gelpuffer:
0.07 mol. Tris-Citrat-Puffer pH 8.7; Elektrodenpuffer: 0.3
mol. NaOH-Borat-Puffer pH 8.2); Sichtbarmachung der
Allozyme im Stérkegel mittels Inkubationsmischung nach
Scanpavios, 1969 (Tris-Maleat-Puffer pH 5.4; L-Leucin-
fp-Naphtylamid HCL; Black K salt).
Uber die Moglichkeit einer Identifizierung von Selbstbe-
fruchtungsnachkommen durch Analyse von Isoenzymen in
Endosperm- und Embryogewebe und eine erste Anwen-
dung dieser Methode wurde vom Autor bereits kurz be-
richtet (G. MULLER. 1976 b). Voraussetzung fiir die Anwend-
barkeit dieses Verfahrens ist, daf3 keine gewebe- oder sta-
dienspezifische Enzymsynthese-Schwankungen vorliegen,
so daB3 von dem selben Allel ausgeprigte Allozym-Phéno-
typen in Endosperm und Embryo stets identisch sind. Dies
trifft fiir das hier analysierte Enzymsystem zu, da bei lber
99.5% aller untersuchten Samen das im Endosperm nach-
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gewiesene Allel mit mindestens einem der Allele des kor-
respondierenden Embryos identisch war. Die Allozym-Phi-
notypen der restlichen Samen lieen sich entweder nicht
eindeutig identifizieren, oder es konnten Zuordnungsfehler
nicht ausgeschlossen werden.

Das Samenmaterial jeder Versuchsfliche wurde nach
Einzelbdumen getrennt in folgender Weise analysiert:

I: Zum Auffinden geeigneter Versuchsbdume wurden die
LAP-B-Genotypen aller Baume anhand ihrer Allozym-
Phénotypen identifiziert. Dies geschah durch Analyse des
Endospermgewebes von jeweils sechs Samen pro Baum.
Diese Anzahl reicht aus, um bei Heterozygoten die beiden
Allele an dem betreffenden Genlocus mit einer Wahr-
scheinlichkeit von p = 96.9% in der Stichprobe auch vor-
zufinden.

II: Bei jedem ermittelten Versuchsbaum wurden an einer
aus freier Abbliite stammenden Stichprobe von einigen
hundert Samen Endosperm- und Embryoanalysen durch-
gefiihrt. Vergleicht man bei jedem einzelnen Samen dessen
Allozym-Phinotypen aus Endosperm und Embryo, so 146t
sich das Allel am LAP-B-Genlocus des zur Befruchtung
gelangten Pollens im Embryo eindeutig nachweisen, da
das entsprechende Allel des Versuchsbaumes im Endo-
spermgewebe identifiziert werden kann und im Embryo
in gleicher Form in Erscheinung tritt.

Weist ein Versuchsbaum an dem betreffenden Genlocus
zwei seltene identische Allele auf, so kénnen alle Nach-
kommen aus Selbstbefruchtung identifiziert werden, da
bei ihnen die Allozym- Phénotypen in Endosperm und Em-
bryo identisch sein miissen. Befindet sich an dem unter-
suchten Genlocus ein seltenes und ein hiufiges Allel, so
148t sich nur die Hilfte der Selbstbefruchtungsnachkommen
nachweisen: Steht a fir das seltene und A fiir das haufige
Allel, so gibt es unter den Nachkommen die vier Genoty-
pen aa, aA, Aa, und AA, von denen nur diejenigen eindeu-
tig zu identifizieren sind, die durch Pollen des Typs a be-
fruchtet wurden. Es sind dies die Samen, die das seltene
Allel im Endosperm und im Embryo aufweisen (aa) sowie
diejenigen, bei denen das hiufige Allel im Endosperm von
dem seltenen im Embryo erginzt wird (Aa). Die beiden
anderen Genotypen AA und aA kénnen sowohl aus Selbst-
als auch aus Fremdbefruchtung stammen.

b) Untersuchungen an Chlorophyll-Mutanten

Dieses Verfahren beruht auf dhnlichen Prinzipien, nur
daBl zur Identifizierung der Nachkommen aus Selbstbe-
fruchtung das Merkmal des vollstdndigen Chlorophyllman-
gels (Albinismus) benutzt wird. Da die Lebensfihigkeit
von Albinos nur auf wenige Wochen des Sdmlingsstadiums
beschrankt ist, 148t sich bei den Mutterbdumen Homozy-
gotie eines ,, Albino-Allels“ ebenso ausschlieflen wie dessen
Dominanz, wenn feststeht, da3 das Merkmal Albinismus
von nur einem Genlocus kontrolliert wird und somit keine
durch Interaktionen zwischen mehreren Genloci hervor-
gerufene Dosiseffekte auftreten konnen. Steht a fiir das
rezessive ,,Albino-Allel“ und A flir ein beliebiges anderes
Allel, so kann ein Baum, dessen Nachkommenschaft Albi-
nos enthélt, an dem fiir die Ausprdgung dieses Merkmals
mafigeblichen Genort nur den Genotyp Aa aufweisen, so
daf3 entsprechend den Mendel-GesetzméBigkeiten folgende
Segregation unter seinen Selbstbefruchtungsnachkommen
zu erwarten ist:

Bei der Uberpriifung dieser Hypothese mit Hilfe von
Selbstbestiubungsexperimenten fand Koskr (1973), daB3 der
Anteil der Albino-Sidmlinge an allen Nachkommen statt
der erwarteten 25% bei Picea abies 14.2% und bei Pinus
silvestris 21.1% betrug (gewogene Mittel aus den Nachkom-
men von 19 bzw. 17 Individuen). Eine bessere Ubereinstim-
mung mit den erwarteten Werten erbrachten die Experi-
mente von ANDERSsON, JANssoN und LiNpGren (1974) an Picea
abies, wobei der Anteil der Albino-Samlinge in 27 Nach-
kommenschaften aus kiinstlicher Selbst- bzw. Fremdbe-
stiubung zwischen gleichen Genotypen insgesamt 24.6%
betrug. Vergleichbare Experimente ergaben bei Pseudo-
tsuga menziesii 19.6% (Sorensen, 1973), bei Pinus elliotti ca.
25% (Squiirace und Kraus, 1963) sowie 21.3% (Kraus, 1975)
und bei Pinus taeda 20.4% (FrankLiN, 1969). Diese Ergeb-
nisse werden von den Autoren Ubereinstimmend als Nach-
weis fiir den genannten Vererbungsmodus gewertet, wobei
die Segregationsabweichung zuungunsten der Albino-Sidm-
linge auf ein Kopplungsungleichgewicht zwischen dem
Marker-Gen und einem letalen bzw- mehreren subletalen
Genen zurtlickgefiihrt wird (Sorensen, 1967 und 71).

Zur Identifizierung von Selbstbefruchtungsnachkommen
wurde das bereits fiir die Isoenzym-Untersuchungen be-
schaffte Versuchsmaterial verwendet und nach Versuchs-
flachen getrennt wie folgt analysiert:

I: Zum Auffinden von Tragern des Albino-Markergens
(, Versuchsbdume*) wurde von jedem Baum einer Ver-
suchsfliche Samenmaterial aus freier Abbliite zur Aussat
gebracht. Methode: Aussortierung der Hohlkérner in 96%-
igen Alkohol; Aussaat der entfliigelten Vollkérner in Ver-
miculit; Stratifizierung bei 7°C fiir die Dauer von 7—10
Tagen; Anzucht der Sdmlinge auf dem selben Substrat bei
25° C in einer Berieselungsanlage. Pro Baum wurde eine
Stichprobe von mindestens 300 Sidmlingen auf das Vor-
handensein von Albinos sorgfiltig liberpriift. Diese An-
zahl reicht aus, um bei einer Ubertretungswahrschein-
lichkeit von P = 10% in der Stichprobe eines Versuchsbau-
mes mindestens einen Albino-Sidmling vorzufinden, vor-
ausgesetzt, dal unter den Nachkommen dieses Baumes
Albinos in einer Hiufigkeit von p = 0.0075 erwartet wer-
den konnen (P < (J)pk- (1 —p)n —k fiir binomial verteilte
Stichproben des Umfangs n und mindestens k darin ent-
haltenen Albinos).

II: Befand sich in der Nachbarschaft von einem auf diese
Weise ermittelten Versuchsbaum kein weiterer Tréger des
Albino-Markergens, so wurde das noch zur Verfiigung ste-
hende Samenmaterial dieses Baumes nach der gleichen
Methode ausgesdt und die Anzahl der in dieser Stichpro-
be befindlichen Albino-Séamlinge festgestellt. Fiir die Aus-
wertung waren verschiedene Kategorien vorgesehen (Sim-
lingsfarben weiB3, gelblich-wei3, griinlich-wei3; Hypoko-
tyl weiBl; Kotyledonen weil}), jedoch wurden im gesamten
Versuchsmaterial nur vollstéindig weile Sdmlinge vorge-
funden. Die Beobachtungszeit betrug 4—6 Wochen.

2.3 Herleitung der erwarteten Selbstbefruchtungsraten
Ziel ist die Einschitzung des Anteils der aus freier Ab-
blite stammenden Selbstbefruchtungsnachkommen an allen
mit keimfdhigen Embryonen ausgestatteten Nachkommen
eines Baumes. Die Identifizierung aller Nachkommen aus
Selbstbefruchtung ist nur bei Anwendung der Isoenzym-

Genotypen aus Selbstbefruchtung: AA:Aa:aA:aa=1:1:1:1

. [ —
Phinotypen aus Selbstbefruchtung: Samlinge : Albino-=  3:1
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Methode moglich, und zwar dann, wenn ein Versuchsbaum
homozygot beziiglich des als Marker benutzten Allels ist
und Fremdbefruchtung durch andere Triger des gleichen
seltenen Allels ausgeschlossen werden kann.

In allen anderen Fillen muf3 der nicht identifizierbare
Anteil unter den Selbstbefruchtungsnachkommen anhand
des identifizierten Teils eingeschitzt werden.

Die Schitzgenauigkeit hingt primédr von der Entfernung
eines Versuchsbaumes zu anderen Pollen-Emittenten des
gleichen Typs ab. Ist diese Entfernung geringer als die Pol-
lenreichweite, so wird die Selbstbefruchtungsrate um einen
Beitrag zu hoch eingeschitzt, der von der Wahrscheinlich-
keit abhéngig ist, mit der ein Versuchsbaum durch Pollen
von anderen Biumen des gleichen Typs befruchtet wer-
den kann. Wird etwa in einer repridsentativen Stichprobe
von 80 Bidumen ein heterozygoter Versuchsbaum identifi-
ziert, so kann unter der Voraussetzung einer gleich grofien
Pollenproduktion aller Bidume erwartet werden, dafl der
Anteil des Markergen-tragenden Pollens an der Gesamt-
menge aller Pollen 0.5 X 199/80 = 0.625% betridgt. Wird die
Entfernung der Paarungspartner zunichst nicht berticksich-
tigt (zufallsmiaBige Fremdbefruchtung), so enthélt der den
Versuchsbaum befruchtende Fremdpollen zu 0.625% Pollen,
der sich von dessen Eigenpollen nicht unterscheiden 148t.
Wird ein Fremdbefruchtungsanteil von 90% unterstellt, so
betragt der Anteil der von diesen Pollen befruchteten Ei-
zellen des Versuchsbaumes insgesamt 0.9 X 0.625 = 0.562%.

Da die Befruchtungswahrscheinlichkeit mit zunehmender
Entfernung der Paarungspartner jedoch stark abnimmt
(Werte fir Fichte und Kiefer siehe G. MiLLEr, 1976 a) und
aufgrund der Kenntnis der Genotypen der Biume eine
Emission in der Nachbarschaft der Versuchsbiume ausge-

schlossen werden kann, sind unter den hier mafBigeblichen.

Versuchsbedingungen nur noch Werte von sehr nahe Null
oder sogar gleich Null zu erwarten. Damit eriibrigen sich
Korrekturen der hergeleiteten Selbstbefruchtungsraten.

Bis auf eine Ausnahme waren alle am LAP-B-Genlocus
analysierten Versuchsbdume heterozygot, so daB jeweils
nur zwei der vier aus Selbstbefruchtung stammenden Ge-
notypen eindeutig identifiziert werden konnten. Als erster
Schiatzwert fiir die Selbstbefruchtungsrate wurde deren
Anzahl verdoppelt und als prozentualer Anteil an allen
Nachkommen angegeben. In einigen Féallen zeigten die
Haufigkeiten der beiden identifizierbaren Genotypen Aa
und aa starke Abweichungen von der erwarteten 1 :1 Auf-
spaltung, und zwar stets zuungunsten des Typs aa. Als Ur-
sache kommen verschiedene Phinomene infrage, wie z. B.
Gametenselektion durch nicht-zufallsmiBige Prozesse
wihrend der Meiose oder Genotypenselektion durch Kopp-
lungsungleichgewichte zwischen Marker-Genen und Le-
talgenen sowie als Folge archegonischer Polyembryonie.
Die Auswirkungen verschiedener Selektionsformen auf die
daraus resultierenden Methoden zur Einschitzung der
Selbstbefruchtungsraten weden anhand der Versuchser-
gebnisse im Abschnitt 3.1 erértert.

Die Selbstbefruchtungsrate des Versuchsbaumes Nr. 106
konnte unmittelbar hergeleitet werden, da sich alle Selbst-
befruchtungsnachkommen identifizieren lieBen.

Zur Einschitzung der Selbstbefruchtungsraten der ein
Albino-Markergen aufweisenden Versuchsbiume wurde
der unter den Nachkommen eines Baumes ermittelte re-
lative Anteil der Albino-Sdmlinge mit dem Faktor Vier
multipliziert. Keiner der analysierten Versuchsbdume wies
zugleich ein Isoenzym- und ein Albino-Markergen auf.

3. Versuchsergebnisse
3.1 Endosperm- und Embryoanalysen

Die Ergebnisse und die daraus hergeleiteten Selbstbe-
fruchtungsraten der Versuchsbdume sind in Tabelle 2 zu-
sammengestellt. Die Kennzeichnung der Genotypen der Ver-
suchsbidume erfolgt entsprechend der Wanderungsgeschwin-
digkeit der ihre Allele reprisentierenden Allozym-Banden.
So wird die am langsamsten wandernde Bande der LAP-
B-Region bei beiden Baumarten B-1 benannt, die am
schnellsten wandernde B-3 und eine bei Fichte vorkom-
mende Doppelbande mit B-4 bezeichnet (schematische Dar-
stellung siehe G. MuLLer, 1976 b). Die bei Kiefer durch
LAP-B-3 und bei Fichte durch LAP-B-3 bez. LAP-B-4
reprisentierten Allele waren in allen analysierten Stich-
proben selten vertreten und wurden daher als Marker-
Allele benutzt. Unter den insgesamt 897 analysierten Biu-
men befand sich nur ein Versuchsbaum, der bezliglich eines
dieser beiden Allele homozygot war und keiner, der beide
Allele zugleich aufwies.

a) Gametensegregation

Zur Uberpriifung der Gametensegregation wurden die
im Endosperm alternativ reprisentierten Allele der ein-
zelnen Versuchsbdume zahlenmiflig erfafit und ihre Hau-
figkeiten mit der erwarteten 1:1 Aufspaltung verglichen
(Chi2-Test auf ,,Godness of fit“ mit 1 Freiheitsgrad). Aus
den in Tabelle 2 angegebenen Ubertretungswahrschein-
lichkeiten P ist ersichtlich, daB bei P = 10% die fir den
Versuchsbaum Nr. 25 B (P < 10%) ermittelten Werte sig-
nifikant von der erwarteten Gametensegretion abweichen.
Als Ursache 148t sich nicht-zufallsméBige Stichprobennah-
me vermuten, zumal dieser Baum als erster analysiert wur-
de und dabei vermutlich nicht genau genug auf eine opti-
male Durchmischung des Samenmaterials vor der Stich-
probennahme geachtet wurde. Fiir diese Hypothese spricht
das Ergebnis eines in der Stichprobe dieses Baumes ent-
haltenen Nachversuchs an einer weitestgehend zuféllig ent-
nommenen zusitzlichen Probe von 144 Samen: B, :B; =
73 :71 mit y® = 0.028 und P = 87%. Zusétzlich kénnen Stich-
probenfehler durch den Ausschlufl besonders kleiner, schwer
priparierbarer Samen verursacht werden. Eine Unter-
suchung moglicher Zusammenhinge zwischen Merkmalen
wie Samengréfe oder Samengewicht und der Pridsenz be-
stimmter Allele oder Genotypen wird zu einem spéteren
Zeitpunkt durchgefiihrt.

Abweichung von der erwarteten Gametensegregation
konnen auch durch nicht-zufallsmiBige Prozesse bei der
Chromosomen-Transmission widhrend der Meiose (,,meiotic
drive“) bedingt sein sowie durch nicht-reziproke Rekom-
bination (,gene conversion“ — Definitionen siehe RIEGER,
MicuateLs und GreeN, 1976). Die Wirkungen solcher Effekte
konnten bisher jedoch nur bei Ascomyceten und verschie-
denen Insektenarten nachgewiesen werden, wobei statt ei-
ner Aufspaltung von 1 :1 Proportionen von 3:1,1:3,5:3
und 3 : 5 gefunden wurden (Gurz und LesLig, 1975). Die hier
bei Fichte und Kiefer ermittelen Abweichungen von maxi-
mal 1.15 : 1 lassen sich daher vorerst nur als Stichproben-
fehler interpretieren.

b) Segregation unter den Nachkommen aus Selbstbe-
fruchtung

Aus Tabelle 2 ist ersichtlich, daB3 unter den identifizierten

Selbstbefruchtungsnachkommen der meisten Versuchsbdu-

me eine starke Segregationsverzerrung zuungunsten des

homozygoten Typs auftritt. Statt der erwarteten 1:1 Pro-

portion liegt das Verhiltnis der identifizierten Heterozygo-
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ten zu den jeweiligen Homozygoten bei den Versuchsbiau-
men der Fichte zwischen 3.4:1 und 0.9 :1, bei denen der
Kiefer zwischen 2.2:1 und 0.6 : 1. Dieses Phinomen kann
nicht mit den durch Stichprobenfehlern bedingten Abwei-
chungen von der Gametensegregation zusammenhingen, es
146t sich aber auch bei deren Verursachung durch , meiotic
drive“ oder ,gene conversion“ nicht hinreichend erkliren:
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Weisen die Gameten eines Versuchsbaumes eines der bei-
den Allele in geringerer Hiufigkeit auf, so kann die Segre-
gation unter den Nachkommen nur durch die unterschiedli-
che Allelhdufigkeit im Endosperm beeinflufit werden, da die
identifizierbaren Selbstbefruchtungsnachkommen jeweils
durch Pollen des gleichen LAP-B-Typs befruchtet wurden.
Durch eine Gametensegregation von maximal 1.15:1 kon-
nen daher keine Segregationsverzerrungen der genannten
Groflenordnungen ausgelost werden. Gegen einen solchen
Zusammenhang sprechen z. B. auch die Versuchsergebnisse
bei Baum Nr. 1.1 G, unter dessen Selbstbefruchtungsnach-
kommen gerade der Typ in grofiter Hiufigkeit vertreten
ist, der homozygot bezliglich des bei der Gametensegrega-
tion benachteiligt erscheinenden Allels ist.

Die Verursachung durch Gametenselektion in anderen,
nachmeiotischen Stadien ist ebenso unwahrscheinlich, da
spezifische Inkompatibilititen, durch deren Wirkung
das Zusammentreffen bestimmter Gameten verhindert
wird, bei Fichte und Kiefer nicht nachgewiesen sind. Ein
bislang ebenfalls nicht nachgewiesener Zusammenhang
zwischen der Viabilitit von Pollen und der Prisenz be-
stimmter Allele am LAP-B-Genlocus konnte sich auf die
hier gefundenen Segregationsproportionen ohnehin nicht
auswirken, da die identifizierbaren Selbstbefruchtungs-
nachkommen heterozygoter Versuchsbdume den gleichen
mainnlichen Gameten aufweisen.

Die gefundenen Segregationsverzerrungen miissen da-
her durch Selektionsprozesse bedingt sein, die erst von der
Zygotenbildung an wirken, d. h. durch Genotypenselektion.
Bis zur Ausbildung eines vollstidndigen Embryos koénnen
zwei Formen der Genotypenselektion wirksam werden:

(1) Eliminierung bestimmter Genotypen als Folge der
Homozygotisierung einzelner Letalgene oder mehrerer
subletaler Gene wihrend der zygotalen und proembryo-
nalen Phase: Vergleichende Untersuchungen des hierdurch
bedingten Hohlkornanteils nach kontrollierten Kreuzun-
gen (z. B. Koski, 1971; Sorensen, 1971) haben gezeigt, daB
Letalgene in individuenspezifischen Konstellationen zu er-
warten sind. Deshalb ist die Wahrscheinlichkeit fiir das Zu-
sammentreffen letaler Gene nach Selbstbefruchtung min-
destens ebenso grofl wie nach Fremdbefruchtung und die
Intensitit dieser Form der Genotypenselektion von der An-
zahl rezessiver Letalgene (Letalallele) des jeweiligen Bau-
mes abhingig. Daraus resultiert eine stirkere Benachtei-
ligung aller Selbstbefruchtungsnachkommen, jedoch kon-
nen die nachgewiesenen Segregationsverzerrungen nur
durch ein Kopplungsgleichgewicht zwischen Marker- und
Letalgenen verursacht werden, da nur unter dieser Bedin-
gung bestimmte Genotypen aus Selbstbefruchtung stirker
als andere aufgrund der Wirkung von Letalgenen benach-
teiligt sind.

SorenseN (1967) untersuchte die moéglichen Auswirkungen
verschiedener Interaktionen zwischen einem Letalgen und
einem Albino-Markergen auf das Segregationsverhéaltnis
unter den aus Selbstbefruchtung stammenden Nachkom-
men. Sind die Gene gekoppelt (Rekombinationsindex ¢ <
0.5) so variiert das Verhiltnis der Phianotypen ohne Chlo-
rophylldefekt zu den Albinos z. B. im Bereich 0.5 > c¢ > 0.1
von 3:1 bis 14.8:1. Besteht Kopplung zwischen einem
nicht-letalen Gen und dem Markergen, so variiert diese
Relation im gleichen Bereich von 3 : 1 bis 2.03 : 1.

Durch Annahme entsprechender Kopplungsverhiltinisse
mit dem LAP-B-Genlocus kénnten auf diese Weise alle ge-
fundenen Segregationsverzerrungen erklirt werden. Unter
den Nachkommen aus kontrollierten Kreuzungen wurden



solche Verzerrungen an diesem Genlocus bislang jedoch
nicht nachgewiesen.

Da sich diese Form der Genotypenselektion primir auf
die Haufigkeit der Markerallele tragenden Homozygoten
auswirkt, rechtfertigt dies die Hypothese, dal die nicht
identifizierbaren Genotypen aus Selbstbefruchtung minde-
stens in den gleichen Haufigkeiten zu erwarten sind wie die
identifizierbaren Heterozygoten (Schidtzmethode (2) in Ta-
belle 2).

(2) Eliminierung von Genotypen mit geringerer Viabilitit
als Folge der durch archegonische Polyembryonie beding-
ten Konkurrenz zwischen Embryonen wihrend deren
Entwicklungsphase: Zytologische und anatomische Unter-
suchungen an Embryonen haben gezeigt, da die Anzahl
befruchteter Archegonien pro Samenanlage bei Fichte nach
Selbstbestidubung (Koski, 1971) ebenso wie bei Kiefer nach
freier Abbliite (Sarvas, 1962) durchschnittlich 1.7 betréagt,
aus denen dann in der Regel ein Embryo hervorgeht. Im
Gegensatz zu (1) kann diese Form der Genotypenselektion
wohl generell unterstellt werden.

Zur Uberpriifung der Frage, ob und in welcher Weise die
gefundenen Segregationsverzerrungen durch Selektion
wihrend der Entwicklung miteinander konkurrierender
Embryonen bedingt sein kann, wird von folgenden Voraus-
setzungen ausgegangen:

Ein Versuchsbaum hat den Genotyp Aa; der miitterliche
Beitrag der in einer Samenanlage gebildeten Embryonen
ist identisch; in jeder Samenanlage konkurrieren zwei
Embryonen. Es werden nur die aus Selbstbefruchtung stam-
menden Genotypen AA, Aa, aA, aa berlicksichtigt, von de-
nen Aa und aa identifizierbar sind. Konkurrieren die Ge-
notypen AA und Aa, soll AA den Selektionswert a und
Aa den Selektionswert (1-a) haben; konkurrieren aA -und
aa, so sollen die entsprechenden Werte § und (1-5) betra-
gen. Aus der Kreuzung Aa X Aa konnen folgende Embryo-
Kombinationen pro Samenanlage resultieren:

Samenanlage Embryo-Kombinationen Wahrscheinlichkeiten
A AA ; AA 1 AA
AA ; Aa a AA + (1-a) Aa
Aa ; Aa 1Aa
a aa ;aa 1aa
aA ;aa paA + (1-p) aa
aA ; aA 1aA

Alle Kombinationen sollen die gleiche Haufigkeit (Fl) ha-

ben. Die Genotypen-Haufigkeiten ergeben sich aus den ge-
nannten Wahrscheinlichkeiten. Zur Bestimmung des Berei-
ches, innerhalb dessen die Segregationsproportionen der
Genotypen Aa und aa variieren kénnen, werden die Geno-
typen-Hiufigkeiten auf den Stichprobenumfang n normiert,

n
wobei n = 3 n;:
i=1

DAA) = ¢ ta-g=5(+a)=5
p(Aa) = -+ (1—a)-

1 ng, 1 Ny
p@A) =5 I+ pf) =" p@a) =g @—p) =4

nz ng
Daraus folgt a=2—6""~ und ﬂ=2—6~n—-

Soll hinsichtlich der Selektionswerte keine Rangfolge der
Genotypen untereinander bestehen, so gilt

0<a<<1und0< f <1 Daraus folgt

n
0<2—6-<1 firi=24
%ngnig%n firi =24

1 1

0 _"% 3"
TSEST 2> l:2<n:n,2:1
30 4 "

Der mogliche Schwankungsbeerich der Segregationspropor-
tionen der identifizierbaren Genotypen Aa und aa liegt
zwischen 0.5:1 und 2:1.

Werden Rangfolgen der Genotypen vereinbart, so bewirkt
dies eine Verengung des moéglichen Schwankungsbereiches:
Gilt z. B. AA > Aa, aA > aa, so folgt entsprechend den ver-
einbarten Selektionswerten der Genotypen 0.5 < a <1,
0.5 < # < 1 und nach Einsetzen von a und g:

<< firi =24

1 1

~é-n nz —4n

1T Sp 7 >2:3<n,:nyK3:2
In 4 En

Wird die experimentell gefundene Anzahl von durch-
schnittlich 1.7 Embryonen pro Samenanlage zugrunde ge-
legt, so reduzieren sich die hergeleiteten Abweichungen von
der 1:1 Proportion um jeweils 30%. Fir den allgemeinen
Ansatz gilt dann ein Bereich von 0.65:1 bis 1.7 : 1.

Die zwischen den Genotypen AA und aA moglichen Se-
gregationsverzerrungen lassen sich nach Berechnung der
entsprechenden Wert fiir ¢ und £ analog herleiten. Der
Schwankungsbereich ist identisch mit dem der Genotypen
Aa und aa.

Wegen der Ubereinstimmung der zwischen identifizier-
baren und nicht identifizierbaren Genotypen moglichen
Segregationsverzerrung wurde bei der Einschitzung der
Selbstbefruchtungsraten auch die Hypothese eines gleich
groflen Anteils identifizierbarer und nicht identifizierbarer
Selbstbefruchtungsnachkommen berticksichtigt (Schatzme-
thode (1) in Tabelle 2).

Auflierhalb der durch Polyembryonie erklirbaren Segre-
gationsverzerrungen liegen die Werte von 6 der 13 hetero-
zygoten Versuchsbdume, wobei der Anteil unter den Fich-
ten 71.4% betriagt und unter den Kiefern nur 16.7%. Fiir
diese Abweichungen gibt es keine andere Erklidrung, als
Interaktionen zwischen individuellen Letalgen-Konstella-
tionen und den jeweiligen Markergenen. Damit ist die indi-
viduenspezifische Priasenz von Letalgenen ohne Durchfiih-
rung aufwendiger Kreuzungsexperimente experimentell
nachgewiesen. Ist das Versuchsmaterial reprasentativ, so
sind Letalgene in Fichtenpopulationen in groBerer Haufig-
keit als in Kiefernpopulationen zu erwarten. Durch welche
der beiden Formen von Genotypenselektion die zum Teil
geringfiligigen Segregationsverzerrungen bei den anderen
Versuchsbdumen bedingt sind, 146t sich nicht eindeutig kli-
ren. Sicher ist nur, daB3 eine durch Polyembryonie bedingte
Selektion in ihrer Wirkung auf die Segregationsproportio-
nen sehr begrenzt ist.

c) Selbstbefruchtungsraten

Die Erorterung der ermittelen Gameten- und Genotypen-
segregation hat deutlich gemacht, da die beiden in Tabel-
le 2 verwendeten Methoden zur Einschitzung der Selbst-
befruchtungsraten ausreichen, um Auswirkungen durch
Kopplungsgleichgewichte zwischen Marker- und Letalgenen
sowie durch Polyembryonie hinreichend zu beriicksichtigen.
Sind die Segregationsproportionen zwischen den Genotypen
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geringer als 0.65:1 bzw. gréBer als 1.7:1, so ist von der
Schitzmethode (2) die hohere Genauigkeit zu erwarten,
liegen die Proportionen darunter, so ist die Genauigkeit
beider Methoden vergleichbar. Da die Schiatzwerte fiir die
zu erwartenden Selbstbefruchtungsraten Unter- und Ober-
grenzen représentieren, liegen mogliche Fehler in einem
definierbaren, eng begrenzten Bereich. So betrigt die Dif-
ferenz zwischen den nach beiden Methoden hergeleiteten
Selbstbefruchtungsraten bei den Versuchsbidumen der Fich-
te durchschnittlich weniger als 1.5%, bei denen der Kiefer
sogar weniger als 0.1%.

Werden die nach beiden Schitzmethoden berechneten
Werte der einzelnen Versuchsbdume einheitlich gemittelt,
so betragt die durchschnittliche Selbstbefruchtungsrate bei
Fichte 11.1% und bei Kiefer 6.1%. Wird jedoch beriicksich-
tigt, dal3 Segregationsproportionen geringer als 0.65 : 1 bzw.
grofler als 1.7 : 1 nur durch Letalgene bedingt sein konnen,
so ist eine Mittelung der beiden Schitzwerte nur fir Ver-
suchsbdume innerhalb dieses Verzerrungsbereiches gerecht-
fertigt, wihrend dariiber hinaus nur Werte nach der Schatz-
methode (2) herangezogen werden koénnen. Dann betriagt
die durchschnittliche Selbstbefruchtungsrate bei der Fichte
11.9% und bei der Kiefer 6.2%. Aufgrund der erdrterten
Sachverhalte sind letztere Werte als die genauesten Schitz-
werte zu betrachten.

Die Frage, ob ein Stichprobe von 8 bzw. 6 Versuchsbiu-
men bereits ausreicht, um artspezifische Schiatzwerte fiir die
natlirliche Selbstbefruchtungsrate in Fichten- und Kiefern-
bestdnden zu ermitteln, 146t sich nicht eindeutig beantwor-
ten. Bei der Auswahl der Versuchsflichen wurde bewul3t
ein moglichst grofles Spektrum charakteristischer Bestan-
desverhéltnisse innerhalb der fir die Reproduktion mafB-
geblichen Altersklassen erfafit. Dabei zeigt sich, daB3 zwi-
schen der Hohe der Selbstbefruchtungsraten der analysier-
ten Versuchsbiume und den speziellen Gegebenheiten wie
Bestandestyp, Alter und Bestockungsgrad keine genereil
gliltigen Zusammenhénge nachweisbar sind. Im Einzelfall
lieB3e sich z. B. bei Fichte ein Einflul des Alters vermuten,
da die geringste Selbstbefruchtungsrate beim jiingsten
Baum (Nr. 106) auftritt und der hochste Wert bei dltesten
(Nr. 98). Angesichts der Schwankungen der Selbstbefruch-
tungsraten auf denselben Versuchsfldchen (z. B. Braunlage)
und moglicher Verursachung durch andere Faktoren lassen
sich solche Hypothesen hier nicht verallgemeinern. So kénn-
te der hohe Wert von Nr. 98 ebenso durch geringes Fremd-
pollenangebot als Folge der isolierten Lage des Fichten-
horstes im Buchenbestand erklidrt werden. Aus den ge-
wonnenen Daten 148t sich allenfalls ein gewisser Einfluf3

der Bliihperiode auf die Selbstbefruchtungsraten der Kie-
fer erkennen: So betrigt die Differenz zwischen den Durch-
schnittswerten zweier verschiedener Jahre 2.6%, wihrend
ein entsprechender Wert bei Fichte nur 0.3% erreicht.

In Anbetracht der Verschiedenartigkeit der Versuchsbe-
stinde variieren die Selbstbefruchtungsraten bei beiden
Baumarten nur gering und zeigen deutliche artspezifische
Unterschiede. Es erscheint somit zuléssig, die ermittelten
Durchschnittswerte von 11.9% fiir Fichte und 6.2% fur Kie-
fer vorerst als repréisentativ anzusehen.

Werden die in Tabelle 2 angegebenen Hohlkornanteile
mit den jeweiligen Selbstbefruchtungsraten verglichen, so
bestidtigt sich die Hypothese, dal diese Werte bei beiden
Baumarten nicht miteinander korreliert sind (Spearman
rank correlation coefficient r, = 0.476 bei Fichte und 0.486
bei Kiefer). Der Parameter Hohlkornanteil eignet sich daher
nicht zur direkten Einschitzung von Selbstbefruchtungs-
raten aus frei abgeblihtem Samenmaterial. Daf3 dieser Pa-
rameter auch im Zusammenhang mit kontrollierten Kreu-
zungen keine zuverlidssige SchitzgréBe ist, zeigen Unter-
suchungen von Kosk1 (1971) an Pinus sylvestris, denen zu-
folge kiinstliche Selbstbestdubungen an den selben Bidumen
in verschiedenen Jahren zu jeweils unterschiedlichen Hohl-
kornanteilen filihrten.

3.2 Ergebnisse der Untersuchungen an Albino-Sdmlingen

Die Ergebnisse dieses bereits hiufig angewandten Stan-
dardverfahrens zur Einschitzung von Selbstbefruchtungs-
raten sollen mit den bereits beschriebenen Resultaten ver-
glichen werden und diese ggf. ergénzen.

Die in den Samenstichproben der Versuchsbdume vorge-
fundenen Albino-Sdmlinge und die daraus abgeleiteten
Selbstbefruchtungsraten sind zusammen mit den jeweiligen
Hohlkornanteilen in Tabelle 3 zusammengestellt. Aufgrund
der von anderen Autoren nach kiinstlicher Selbstbestiu-
bung gefundenen Segregationsverhiltnissen wurde unter-
stellt, daB3 die identifizierten Albino-Samlinge ein Viertel
aller Selbstbefruchtungsnachkommen repridsentieren (siehe
Abschnitt 2.2 b). Da nur die homozygoten Triger des Al-
bino-Merkmals identifizierbar sind und von den Versuchs-
baumen kein Kreuzungsmaterial zur Verfiigung steht, 148t
sich diese Hypothese nicht liberpriifen. Es erlibrigt sich da-
her die Anwendung von Verfahren zur Erhoéhung der
Schétzgenauigkeit.

Die hergeleiteten Selbstbefruchtungsraten variieren nur
gering und weisen bei der Baumart Fichte entgegen den
oben priasentierten Daten auffallend niedrige Werte auf. Sie
betragen im Durchschnitt bei den Versuchsbidumen der

Tabelle 3. — Ergebnisse der Untersuchungen an den aus freier Abbliite stammenden Nachkommen der Ver-
suchsbdume mit Albino-Markergenen sowie Darstellung der erwarteten Selbstbefruchtungsraten. Ergénzend
werden Hohlkornanteile der Versuchsbiume mitgeteilt. Erlduterungen siehe Text.*

Anzahl ana- Erwartete
Versuchs- lysierter : Anz?hl . Selbstbefruchtungs- Hohlkornanteil
Baum-Nr. o Albino-Samlinge
Samlinge rate
Picea 15D 2565 26 4.1% 33%
abies 21C 1966 27 5.5% 39%
2.8D 1560 15 3.8% 52%0
3.7TA 1950 24 4.9% 38%
211 720 16 8.9 46%
Pinus 31C 828 17 8.2% 36%
sylvestris —2.6 A 1008 14 5.6%0 21%
1.6 A 910 4 1.8% 28%0
2.6 A 765 10 5.2% 34%

* Results of observations of open pollinated offspring from individual experimental trees carrying albino
marker genes and a listing of the expected rates of self-fertilization. In addition empty seed percentages of
experimental trees are given. For explanations see article.
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Fichte 5.4%, bei denen der Kiefer 5.2%. Werden diese Wer-
te mit den entsprechenden Durchschnittswerten aus den
Endosperm- und Embryoanalysen verglichen, so betrigt die
Differenz bei den Fichten 6.5% und bei den Kiefern 1.0%.
Geht man davon aus, daB bei dem Isoenzym-Verfahren
auch nur der homozygote Typ identifizierbar sei und be-
rechnet die Selbstbefruchtungsraten dort ebenfalls durch
Multiplikation mit dem Faktor 4, so betrdgt der Durch-
schnittswert bei Fichte nur noch 7.3% statt 11.9% und bei
Kiefer 5.9% statt 6.2%. Die Differenzen zwischen den
Schitzwerten beider Verfahren betragen dann nur noch
1.92; bei der Fichte und 0.7% bei der Kiefer.

Damit wird ein entscheidender Nachteil des herkommli-
chen Albino-Verfahrens offensichtlich: Da Segregationsver-
zerrungen nicht feststellbar sind, kénnen Selbstbefruch-
tungsraten bei einer Versuchsanordnung wie dieser erheb-
lich unterschétzt werden. Liegen Kopplungsungleichgewich-
te zwischen Letalgenen und dem Albino-Markergen vor,
so wachst der Schéatzfehler mit zunehmendem Kopplungs-
grad und ggf. mit der Zahl der beteiligten subletalen Gene.
Dies zeigen die unterschiedlichen Differenzen bei Fichte und
Kiefer besonders deutlich. Damit steht fest, daB3 die Albino-
Verfahren hinsichtlich der Schitzgenauigkeit nicht konkur-
rieren kann, daf3 es zugleich aber auch die GroBenordnung
der Schitzwerte des Isoenzym-Verfahrens bestidtigt, wenn
vergleichbare Modalitédten vorliegen. Die hier hergeleiteten
Werte kénnen aufgrund der insbesondere bei den Fichten
zu erwartenden Schitzfehler somit bei der Einschitzung
artspezifischer Selbstbefruchtungsraten nicht berticksichtigt
werden.

Ein Vergleich der in Tabelle 3 angegebenen Hohkornan-
teile mit den jeweiligen Selbstbefruchtungsraten verdeut-
licht, daB3 auch hier diese Werte bei beiden Baumarten nicht
miteinander korreliert sind (Spearman rank correlation co-
efficient r, = 0 bei Fichte und 0.40 bei Kiefer).

4. Diskussion

Die aus Selbstbefruchtung resultierenden nachteiligen
Wirkungen wurden einleitend ausfiihrlich erdrtert. Die Ein-
schiatzung der realen Bedeutung dieses Sachverhaltes er-
fordert vor allem im Interesse der Forstpflanzenziichtung
die Erarbeitung zuverldssiger Informationen tiber die zu
erwartende Prisenz von Selbstbefruchtungsnachkommen
in Waldbaumpopulationen. Dies betrifft die als Ausgangs-
material der Ziichtung dienenden Waldbestinde ebenso wie
spezielle Zuchtpopulationen. Ausgangspunkt ist dabei eine
prizise Analyse natiirlicher Selbstbefruchtungsraten, die
hier ausschlieBlich Waldbestinde betrifft, spater aber durch
entsprechende Untersuchungen in Samenplantagen ergénzt
werden wird.

Als Voraussetzung flir die genaue Einschitzung von
Selbstbefruchtungsraten wurden fiir beide Verfahren nur
Versuchsbdume ausgewiahlt, deren Abstand zu mdéglichen
weiteren Trigern des gleichen seltenen Merkmals so grof3
war, daBl aufgrund der Kenntnisse tiber die Pollenverbrei-
tung in Fichten- und Kiefernbestinden Bestdubungswahr-
scheinlichkeiten von Null oder zumindest sehr nahe Null
unterstellt werden konnten (siehe Abschnitt 2.3).

LiaBt sich ausschlieBen, daB3 zu hohe Selbstbefruchtungs-
raten vorgetduscht werden, so hidngt die Genauigkeit der
hergeleiteten Selbstbefruchtungsraten primédr davon ab,
wie zuverldssig der Anteil der nicht identifizierbaren
Selbstbefruchtungsnachkommen eingeschitzt werden kann.
Die grofite Genauigkeit ist nach Anwendung eines kombi-
nierten Verfahrens zu erwarten, bei dem die Segregations-
verhiltnisse unter den Selbstbefruchtungsnachkommen zu-

néichst mittels kiinstlicher Selbstbestdubung tiberpriift und
die vorgefundenen Proportionen auf die Analysenergeb-
nisse des aus freier Abbliite stammenden Samenmaterials
desselben Baumes ilibertragen werden.

Ein solches Verfahren ist jedoch sehr arbeitsintensiv und
erfordert wegen der Durchfiihrung der Bestiaubungsexperi-
mente einen von der Entwicklungsdauer der Samen be-
stimmten Zeitraum, der bei der Fichte mindestens 6 und
bei der Kiefer 18 Monate betridgt. Dieser Aufwand ist nur
gerechtfertigt, wenn Zweifel an der genetischen Kontrolle
der zur Identifizierung zur Verfiigung stehenden Genmar-
ker bestehen oder wenn bei eindeutigem Vererbungsmodus
mogliche Abweichungen der Segregationsproportionen
nicht erkennbar sind.

Hier werden die Unterschiede zwischen den beiden ange-
wandten Verfahren besonders deutlich: Bei der Analyse
von Isoenzym-Genmarkern 148t sich deren genetische Kon-
trolle widerspruchsfrei klidren, da alle Genotypen eindeutig
identifizierbar sind. Wird das aus freier Abbliite stammen-
de Samenmaterial untersucht, so sind mindestens zwei der
vier aus Selbstbefruchtung stammenden Genotypen identi-
fizierbar, so daBl individuenspezifische Abweichungen von
den erwarteten Segregationsproportionen erkannt werden
konnen und der Anteil nicht identifizierbarer Selbstbe-
fruchtungsnachkommen einschéatzbar ist. Damit ist dieses
Verfahren von der kombinierten Durchfiihrung von Be-
stdubungsexperimenten unabhingig.

Mit Hilfe des Albino-Verfahrens 143t sich immer nur ge-
nau ein Pinotyp aus Selbstbefruchtung identifizieren, des-
sen Hiufigkeit nach kiinstlicher Selbstbestdubung sehr stark
schwanken kann (Koski, 1973: 1—38%). Die Anwendung
dieses Verfahrens empfiehlt sich somit nur in Kombination
mit Bestdubungsexperimenten, da andernfalls nicht mehr
einschitzbare Fehler auftreten konnen. Als ein Unsicher-
heitsfaktor bleibt jedoch bestehen, daf3 die genetische Kon-
trolle des Merkmals Albinimus noch nicht widerspruchs-
frei geklirt ist. So berichtet Koski (1973), daB3 sich nach
Kreuzungen zwischen Bdumen mit Albino-Markergenen in
einigen der Nachkommenschaften keine Albino-Sédmlinge
befanden. Daraus ist zu schlieen, daf3 zumindest in diesen
Fillen die genetische Kontrolle dieses Merkmals einem be-
stimmten Genlocus nicht zugeordnet werden kann.

Somit beruht die eigentliche Bedeutung des Verfahrens
der Analyse von Isoenzym-Genmarkern in Endosperm und
Embryo darauf, da} nach Abklirung der Art der geneti-
schen Kontrolle keine weiteren individuenspezifischen Be-
stdubungsexperimente erforderlich sind. Durch vergleichen-
de Endosperm- und Embryoanalysen des aus freier Abblii-
te stammenden Samenmaterials kann die Gametensegrega-
tion ebenso wie die Segregationsproportionen zwischen
zwei der vier aus Selbstbefruchtung stammenden Genoty-
pen eindeutig tiberpriift werden. Damit besteht die Mog-
lichkeit, bestimmte Formen der Gameten- und Genotypen-
selektion zu untersuchen. So lieBen sich aus den hier ge-
wonnenen Ergebnissen z. B. individuenspezifische Wirkun-
gen durch Letalgene nachweisen. Die allgemein nachweis-
baren Selektionswirkungen wurden bereits im Zusammen-
hang mit der Darstellung der Versuchsergebnisse im Ab-
schnitt 3.1 eingehend erortert.

Weist ein Versuchsbaum zwei Marker-Allele auf, so kon-
nen aus dem aus freier Abbliite stammenden Material hin-
sichtlich der Segregationsproportionen die gleichen Infor-
mationen gewonnen werden wie nach kiinstlicher Selbstbe-
stdubung.

Die mit Hilfe dieses Verfahrens ermittelten Ergebnisse
verdeutlichen, da3 zwischen den Selbstbefruchtungsraten
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der Baumarten Fichte und Kiefer artspezifische Unterschie-
de vorliegen. Zu verallgemeinernde Abhingigkeiten von
den speziellen Merkmalen der Versuchsbestéinde kénnen
nicht nachgewiesen werden. Die durchschnittlich zu erwar-
tende Selbstbefruchtungsrate wird bei Fichte auf 11.9%,
bei Kiefer auf 6.2% geschitzt. Diese Werte liegen weit liber
dem einleitend genannten Reziprokwert aus der Popula-
tionsgroBe, zumal die hier analysierten Stichproben aus Po-
pulationen stammen, die jeweils mehrere hundert Badume
umfassen. Durch diesen gegeniiber der Zufallspaarung zu-
sdtzlichen Beitrag an Verwandtenpaarung wird zwin-
gend Inzucht induziert. Die Frage, inwieweit die Présenz
von durchschnittlich 11.9 bzw. 6.2% Selbstbefruchtungs-
nachkommen in einer Population auf dem Wege der Selek-
tion verringert wird, 1468t sich gegenwiértig nicht beantwor-
ten. Die Wahrscheinlichkeit, mit der Selbstbefruchtungs-
nachkommen eliminiert werden, mufl bei Anwendung mo-
derner Bewirtschaftungsformen (z. B. weite Planzverbinde,
Reihendurchforstung, siehe Abschnchitt 1) sehr viel gerin-
ger eingeschatzt werden als unter den Bedingungen der na-
tiirlichen Selektion. Diese im Ausgangsmaterial der Ziich-
tung bestehende Tendenz einer zunehmenenden Prisenz
von Selbstbefruchtungsnachkommen wird in Zuchtpopula-
tionen durch die Verwendung genotypisch identischer In-
dividuen verstirkt.

Uber mogliche Konsequenzen, insbesondere im Zusam-
menhang mit den zu erwartenden mittleren Inzuchtkoeffi-
zienten, wird berichtet, sobald ausreichende Informationen
liber Selbstbefruchtungsraten in Zuchtpopulationen vorlie-
gen.

5. Zusammenfassung

Die aus Selbstbefruchtung resultierenden nachteiligen
Wirkungen und deren Bedeutung fiir Forstgenetik und
Forstpflanzenziichtung werden ausfithrlich dargestellt.

Zur Identifizierung der aus freier Abbliite stammenden
Selbstbefruchtungsnachkommen einzelner Biume werden
Merkmale benutzt, deren genetische Kontrolle nachgewie-
sen ist. Es sind dies Iscenzyme der monomeren Leucin-
Aminopeptidase (LAP) im Endosperm- und Embryogewebe
(Verfahren (1)) sowie der vollstdndige Chlorophyllmangel
bei Sdmlingen (Verfahren (2)).

Das Versuchsmaterial stammt von zusammenhéngenden
Flichen, auf denen alle samentragenden Bidume getrennt
beerntet wurden. Die Positionen aller Baume sind bekannt.
Als Versuchsbdume eignen sich nur diejenigen Tréger sel-
tener Merkmale, deren raumlicher Abstand zu moglichen
anderen Baumen des gleichen Typs grof3 genug ist, um eine
Bestdubung durch deren Pollen weitestgehend auszuschlie-
Ben. Zum Auffinden geeigneter Versuchsbdume werden bei
Verfahren (1) die LAP-Genotypen aller Bdume durch En-
dospermanalysen ermittelt (Starkegel-Zonenelektrophore-
se). Weist ein Versuchsbaum am LAP-B-Genlocus ein selte-
nes Allel auf, so konnen aus dessen Samenmaterial durch
vergleichende Endosperm- und Embryoanalysen zwei der
vier Genotypen aus Selbstbefruchtung identifiziert werden.
Triagt der Versuchsbaum zwei seltene Allele, so lassen sich
auf diese Weise alle Sebstbefruchtungsnachkommen identi-
fizieren. Bei Verfahren (2) wird anhand einer Stichprobe
von mindestens 300 Sdmlingen pro Baum iiberpriift, ob der
jeweilige Mutterbaum das rezessive , Albino-Allel“ auf-
weist. Steht ein geeigneter Versuchsbaum zur Verfiigung,
so wird die Haufigkeit der Albino-Sémlinge unter allen
Nachkommen dieses Baumes ermittelt. Bei der Einschéat-
zung der Selbstbefruchtungsraten wird unterstellt, da3 die-
se Sdmlinge 25% aller Selbstbefruchtungsnachkommen re-
préasentieren.

Mit Verfahren (1) werden die Selbstbefruchtungsraten von
insgesamt 14 Versuchsbiumen aus 10 verschiedenen Be-
stinden eingeschiitzt. Unter den identifizierbaren Selbstbe-
fruchtungsnachkommen von funf Fichten und einer Kiefer
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treten starke Abweichungen von den erwarteten 1:1 Pro-
portionen auf (von 0.6:1 bis 3.4 :1). Eine Verursachung
durch Gametenselektion kann aufgrund der gefundenen
Gametensegregationen ausgeschlossen werden. Es 146t sich
nachweisen, daB durch Genotypenselektion als Folge ar-
chegonischer Polyembryonie Verzerrungen innerhalb eines
Bereiches von 0.65 : 1 bis 1.7 : 1 hervorgerufen werden kon-
nen, wihrend dariiber hinausgehende Abweichungen durch
Genotypenselektion infolge von Kopplung zwischen Mar-
ker- und Letalgenen bedingt sind. Daraus werden zwei Me-
thoden zur Einschitzung des Anteils nicht identifizierbarer
Selbstbefruchtungsnachkommen abgeleitet. Die hergeleite-
ten Selbstbefruchtungsraten variieren bei den Fichten von
7.3% bis 17.7%, bei den Kiefern von 2.9% bis 9.6%.

Die mit Hilfe des Verfahrens (2) eingeschétzten Selbstbe-
fruchtungsraten von insgesamt 9 Versuchsbdumen zeigen
bei der Baumart Fichte deutliche Abweichungen von den
oben genannten Werten. Weitgehende Ubereinstimmung
besteht jedoch dann, wenn bei beiden Verfahren nur die
Hiaufigkeit der homozygoten Typen beriicksichtigt wird.
Daraus ist ersichtlich, dal im Falle von Genotypenselek-
tion aus dem Albino-Verfahren Schétzfehler resultieren,
die nur bei kombinierter Durchfiihrung von Bestdubungs-
experimenten vermieden werden koénnen. Von diesen zu-
sitzlichen Experimenten ist das Isoenzym-Verfahren je-
doch unabhéngig.

Aus den Werten der Versuchsbdume mit Isoenzym-Mar-
kergenen wird die durchschnittlich zu erwartende Selbst-
befruchtungsrate fiir die Baumart Fichte auf 11.9%, fur die
Baumart Kiefer auf 6.2% geschéatzt.

Schlagworte: Selbstbefruchtung, Koniferen, Isoenzyme, Endosperm,
Embryo, Letalgen, Albino-Simlinge.

Mein besonderer Dank gilt Frau Ropeck und Herrn Kraxuu~x filir
die im Labor geleistete Arbeit sowie Herrn Dr. Grecorius fiir wert-
volle Ratschlidge und Diskussionen. Die Beschaffung des Versuchs-
materials wurde erleichtert durch das freundliche Entgegenkom-
men der Herren aus den zustidndigen hessischen und niederséchsi-
schen Forstdmtern.

Diese Arbeit wurde geférdert aus Mitteln der Deutschen For-
schungsgemeinschaft.

Summary

Title: Investigations on the degree of natural self-fertiliza-
tion in stands of Norway spruce (Picea abies (L.)
Karst.) and Scots pine (Pinus sylvestris L.).

The detrimental effects resulting from self-fertilization
and its significance in forest genetics and forest tree breed-
ing are presented comprehensively.

To identify open pollinated offspring from self-fertiliza-
tion of individual trees, characters are used, the genetic
control of which has been proven. These are the isoenzymes
of the monomeric leucin-aminopeptidase (LAP) in the
endosperm and embryo tissue (method (1)) as well as the
complete lack of chlorophyll in seedlings (method (2)).

The experimental material originate from continuous
parts of stands on which all the seed-bearing trees were
harvested separately. The positions of all trees are known.
Suitable experimental trees are only those carriers of rare
markers whose distances to trees of the same type are large
enough to essentially exclude cross-pollination.

To find suitable experimental trees, the LAP-genotypes
of all trees are determined by means of endosperm analyses
(starch gel zone elektrophoresis). If an experimental tree
carries one rare allele on the LAP-B-gene locus, then two
out of a total of four genotypes resulting from self-fertiliza-
tion can be identified from its seeds by means of analysis
of endosperm and corresponding embryo. If the experi-
mental tree carries two rare alleles, then all the offspring
from self-fertilization can be identified in this way (for
method see also MiLLER, 1976 Db).

Applying method (2), a sample of at least 300 seedlings
per tree is used to test whether the corresponding mother
tree carries the recessive “albino-allele”. If a suitable ex-
perimental tree is available, then the frequency of the al-



bino-seedlings among the progeny of that tree is deter-
mined. Estimating the rates of self-fertilization, it is as-
sumed that these seedlings represent 25% of all the off-
spring from self-fertilization.

By means of method (1), the rates of self-fertizilation
of a total of 14 experimental trees from 10 different
stands are estimated. Among the identifiable genotypes
from self-fertilization of five Norway spruce trees and one
Scots pine tree, large deviations, from the expected 1:1
proportion are detected (from 0.6 : 1 to 3.4 : 1). This cannot
be explained by gametic selection because of the observed
gametic segregations. It can be proven that genotypic selec-
tion resulting from archegonical polyembryony can cause
distortions within the range from 0.65 : 1 to 1.7 : 1, whereas
deviations greater than these are caused by genotypic selec-
tion resulting from linkage between marker and lethal
genes. From this, two methods are derived to estimate the
share of the not identifiable offspring from self-fertiliza-
tion. The derived rates of self-fertilization vary from 7.3
to 17.7% in the Norway spruce trees and from 2.9 to 9.6%
in the Scots pine trees. Applying method (2), the estimated
rates of self-fertilization of a total of 9 experimental trees
indicate distinct deviations from the above presented values
for the Norway spruce trees. However, a good agreement
exists when only the frequency of the homozygous type is
taken in consideration. This indicates that in the case of
genotypic selection, estimation errors can result from the
application of the albino-method. These rrors can be avoi-
ded only by parallel performance of pollination experi-
ments. However, the isoenzyme-method is independent of
such additional experiments.

The average expected rate of self-fertilization derived
from the values of the experimental trees carrrying iso-
enzyme-marker genes is estimated to be 11.9% for Norway
spruce and 6.2% for Scots pine.

Key words: Self-fertilization, conifer, isoenzym, endosperm, em-
bryo, lethal gene, albino-seedlings.
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