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Short Note: Identifizierung von Hybridlirchensaatgut aus Samenplantagen
mit Hilfe eines Isoenzym-Markers*)
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Zusammenfassung

Mit Hilfe von Isoenzymmustern eines Enzymsystems
(Shikimat-Dehydrogenase) gelang es, Herkunftsproben der
beiden Liarchenarten Larix decidua und L. kaempferi zu
unterscheiden. Dadurch wurde die Moglichkeit erdffnet,
Hybridsaatgut zu identifizieren, so dal der Anteil an Hy-
briden im Saatgut von Hybridldrchen-Samenplantagen
eingeschitzt werden kann. Die Verwendungsmoglichkeit

*) Herrn Prof. Dr. W. LancNer Zum 80. Geburtstag gewidmet.
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dieses Verfahrens wurde bei Saatgutproben einer zweiklo-
nigen Hybridldrchen-Samenplantage demonstriert.

Abstract

Applying the enzyme system of shikimate dehydrogenase
it was possible to distinguish the two larch species Larix
decidua and L. kaempferi on the basis of different isozyme
patterns. This result was used to identify interspecific hybrid
seeds (embryos), so that the proportion of such hybrids in
seed lots from seed orchards consisting of clones of both
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larch species can be estimated. The application of this iso-
zyme method was demonstrated with seed lots from one
seed orchard, which consists of two clones, one of L. decidua
and one of L. kaempferi.

Key words: Hybrid seed Lots, Seed orchard,
Larix decidua, Larix kaempferi.

isozyme marker,

Einfiihrung und Problemstellung

Die aus Kreuzungen zwischen européischer Lirche (Larix
decidua MiiL.) und japanischer Lirche (Larix kaempferi
(LamB.) Carr. = L. leptolepis) resultierenden , Hybridlar-
chen“ zeigen in verschiedenen Vergleichsanbauten mit den
reinen Arten iiberlegenes Wachstum und gréfiere Vitalitat
(Heterosiseffekt) (Langner 1951, 1971; Gorue 1952; DimPEL-
MEIER 1959; STerN 1966 u. a.). Fiir die Forstwirtschaft wéire
es daher vorteilhaft, wenn ausreichende Mengen an solchem
Hybridsaatgut zur Verfiigung stehen wiirden.

Um diesen Anforderungen Rechnung zu tragen, wurden
in den fiinfziger und sechziger Jahren Samenplantagen an-
gelegt, in denen ein oder wenige Klone der europiischen
Larche mit einem oder mehreren Klonen der japanischen
Larche in einer bestimmten Anordnung kombiniert wur-
den (LangnNer 1951; Stern 1966 u. a.). Beerntet wurden aber
iiberwiegend die Européer-Klone, da die Kombination @ L.
decidua X & L. kaempferi noch bessere Eigenschaften be-
sitzt als diejenige bei der reziproken Kreuzung (Gorue 1952;
DimprLMEIER 1959). Bei der Anlage der Samenplantagen fiir
die .Erzeugung von Hybridsaatgut wurde postuliert, daB
ein hoher Anteil des Saatgutes Hybridsaatgut darstellen
soll. Dies kann jedoch am morphologischen Erscheinungs-
bild der Samenkdérner nicht gesichert nachgewiesen werden,
zumal eine Unterscheidung von Saatgut der reinen L&r-
chenarten bereits sehr schwierig ist. Erst die in der Baum-
schule heranwachsenden Pflanzen lassen sich anhand ver-
schiedener morphologischer Merkmale bezliglich ihrer Ab-
stammung charakterisieren, doch sind Fehleinschatzungen
nicht ganzlich auszuschlieBen.

Es wire daher von grolem Nutzen (auch im Hinblick auf
die Bestimmungen des Forstsaatgut-Gesetzes), wenn mit ei-
nem speziellen Verfahren bereits am Saatgut zweifelsfrei
die genetische Abstammung des einzelnen Samens (Em-
bryos) festgestellt werden konnte. Moglichkeiten zur Ent-
wicklung eines derartigen Verfahrens ertffnen sich heute
durch die Verwendung von Isoenzym-Polymorphismen
bzw. Isoenzym-Genmarkern, wie bereits einige Untersu-
chungen bei Kiefern-Arthybriden in den USA gezeigt ha-
ben (Tosorski and ConkiLe 1976; Apams and CoutiNnao 1977;
Jory and Apawms 1983; Dancik and Yeu 1983).

Im folgenden soll demonstriert werden, wie mit Hilfe
eines Isoenzym-Markers Saatgut eines Européder-Klons und
eines Japaner-Klons, welche in einer Samenplantage kom-
biniert wurden, beziiglich der genetischen Abstammung
identifiziert werden kann. Dabei wurde speziell der Anteil
an Hybridsaatgut in den Proben eingeschéitzt.

Material und Methoden

Von einer Hybridldrchen-Samenplantage standen aus dem
ersten Erntejahr 1983 Saatgut von dem Europier-Klon und
aus dem Erntejahr 1986 Saatgutproben von dem Européer-
Klon und dem Japaner-Klon zur Verfiigung (freibestdubt).
Die Plantage besteht aus jeweils nur einem Klon je Art und
wurde im Jahr 1971 angelegt.

Untersucht wurden das haploide Endosperm und der di-
ploide Embryo von jedem einzelnen Samen, da das Endo-

sperm als miitterliches Gewebe nur Gene des Mutterklons
ausprigt, wihrend der Embryo auBer dem miitterlichen
Genom auch ein véterliches Genom (vom Pollen) enthilt.
Da jeweils nur ein Klon in dieser Plantage steht und Pol-
leneinflug aus anderen Lirchenbestinden ausgeschlossen
werden kann, miissen die gebildeten Embryonen aus Selbst-
befruchtung oder aus Arthybridisierung entstanden sein.

Beide Gewebe wurden mit einem Tris-HCL-Puffer pH
7,2 extrahiert und dann diese Extrakte mit Hilfe der Stir-
kegel-Zonenelekirophorese aufgetrennt. Nach der Tren-
nung wurden die Gelscheiben mit spezifischen Firbemi-
schungen auf die verschiedenen Enzymsysteme angefirbt.
Weitere methodische Einzelheiten finden sich bei BERGMANN
1974; Ferer and BeremMANN 1976 und Siciuano und SHaw
1976.

Ergebnisse und Diskussion

a) Auswahl und elektrophoretische Charakterisierung des
Enzymsystems

Voraussetzung fiir eine eindeutige Identifizierung von
Hybridsaatgut (exakter: Hybridembryonen) ist der Nach-
weis eines Enzymsystems (oder jedes anderen Merkmals),
welches in den beiden Lirchenarten verschiedene Isoen-
zymmuster (Merkmalsauspriagungen) aufweist. Durch die
groBe genetische Ahnlichkeit der beiden Lirchenarten wa-
ren aber bislang alle entsprechenden Untersuchungen we-
nig erfolgreich, da meist Uberlappungen in den verschiede-
nen Isoenzymmustern auftraten. So fand Beurnpt (1981)
zwar einige Enzymsysteme, die gewisse Unterschiede zwi-
schen den beiden Arten aufweisen, doch gab es in jedem
Falle mindestens ein Isoenzymmuster, das fiir beide Lar-
chenarten identisch ist. Somit war es niemals moglich, den
Anteil von Arthybriden einer Saatgutprobe zu bestimmen.

Speziell fiir diese Untersuchung wurden nun 15 weitere
Enzymsysteme gepriift, inwieweit sie Unterschiede in ih-
ren Mustern zwischen den beiden Arten zeigen. Dabei
fand sich das System der Shikimat-Dehydrogenasen
(SKDH), welches nicht nur aus einer einzigen Enzymzone
hesteht (und damit hoéchstwahrscheinlich von nur einem
Genlocus kontrolllert wird), sondern in den beiden Léar-
chenarten jeweils eine andere Variante bzw. andere Varian-
ten aufweist (siehe Abb. 1). Einschrinkend mufl jedoch be-
tont werden, daB diese vollstindige Unterscheidung der
beiden Arten nur auf dem hier zur Verfiigung stehenden
Material von L. decidua und L. kaempferi basiert. Neben
dem Plantagensaatgut wurden noch die folgenden Misch-
proben untersucht: Wienerwald, Rosalia/W.-Neustadt, 2 Al-
penherkiinfte aus Kidrnten, Erhaltungsplantage Amorbach
von L. decidua und Nordwestdtsch. Tiefland (Fa. Rathe),
Mt. Fuji/ Japan von L. kaempferi.

Derartige Artunterschiede in den Iscenzymmustern eines
Enzymsystems koénnen, wenn auch noch nicht weltweit

®

L. decidua L. kaempferi Hybriden

Start

Abb. 1. — Schematische Darstellung der SKDH-Muster in Endo-
spermen und Embryonen von Saatgut eines Larix decidua-Klons
und eines Larix kaempferi-Klons einer Hybridldrchen-Samenplan-
tage. Die Doppelbandtypen werden nur den Hybriden zugerechnet.
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Abb. 2. — SKDH-Zymogramme von Embryonen des Saatgutes vom Europder-Klon. Zum Vergleich sind
links die Einzelbandtypen von sechs Endospermen des Europider-Klons und drei Endospermen des Japaner-
Klons zu sehen.

Abb. 3. — SKDH-Zymogramme vn Embryonen des Saatguts vom Japaner-Klon. Zum Vergleich sind links

die Einzelbandtypen von sechs Endospermen des Japaner-Klons und drei Endospermen des Europder-
Klons zu sehen. Die oberhalb der SKDH-Zone sporadisch sichtbare Farbzone stammt von einem anderen
Enzymsystem (IDH).

iiberpriift, bei der Untersuchung von Saatgut einer Hy-
bridlirchen-Samenplantage von grofiem Nutzen sein. Zum
Nachweis der Verwendungsmoglichkeit des SKDH-Systems
wurde daher Saatgut von einer Plantage analysiert, welche
aus nur einem Europier- und einem Japaner-Klon besteht.
Die betreffenden Isoenzymmuster wurden am Endosperm
von Samen des Europier-Klons, am Endosperm von Sa-
men des Japaner-Klons and an den Embryonen von Sa-
men beider Klone analysiert. Dabei fand sich ein einzelnes
SKDH-Band beim Europider-Klon (alle Samenendosperme
zeigten dasselbe Muster) und ein ebenfalls einzelnes, aber
elektrophoretisch schneller wanderndes SKDH-Band beim
Japaner-Klon (auch hier waren alle Endospermmuster
identisch), wodurch beide Klone eindeutig in ihren Band-
mustern unterschieden werden kénnen (Abb. 1). Ein Hybrid
aus beiden Klonen sollte folglich das in Abb. 1 skizzierte
SKDH-Muster aufweisen. Tatsdchlich zeigten die Embry-
onen von Samen des Européer-Klons (Abb. 2) und von Sa-
men des Japaner-Klons (Abb. 3) neben dem SKDH-Muster
des jeweiligen Mutterbaums auch dieses vorher fiir Hybri-
den postulierte Doppelband-Muster, das als Addition kodo-
minanter Merkmalsausprigungen verstanden werden kann.
Die hierfiir wahrscheinliche genetische Hypothese — 1 Gen-
locus mit 2 artspezifischen Allelen — muBl jedoch an Kreu-
zungsmaterial verifiziert werden.

b) Bestimmung der Anteile an Hybriden in den Samen-
proben

Ausgehend von der oben beschriebenen Zuordnung
(SKDH-Doppelband = Hybrid) wurde nun gepriift, wie
groB der Anteil an Hybridsaatgut in den geernteten Sa-
menproben ist. Dabei wurde jedoch nicht nur das Saatgut
des Europder-Klons (Europder-Mutter), sondern zum Ver-
gleich auch das Saatgut des Japaner-Klons (Japaner-Mut-
ter) untersucht. In allen Proben wurde das SKDH-Muster
jedes einzelnen Samenembryos analysiert. Die resultieren-
den Daten sind in der Tabelle 1 zusammengestellt.
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Tabelle 1. — Anzahl untersuchter Vollkdrner und darin festgesteii-
ter Hybridanteil in Saatgutproben von den zwei Klonen einer
Hybridldrchen-Samenplantage.

untersuchte Anteil
Volikdrner Hybriden
Ernte 1983 (erste Ernte)
Saatgut von Europier-Klon 168 32 (18%)
Ernte 1986
Saatgut von Europder-Klon 81 35 (43%0)
Saatgut von Japaner-Klon 42 30 (71%0)

Der Anteil an Hohlkodrnern lag bei beiden Ernten relativ
hoch, doch muf3 beriicksichtigt werden, daB die Untersu-
chung an nicht gereinigtem Saatgut durchgefiihrt wurde.
Entscheidend ist jedoch der Hybridanteil am keimféhigen
Samen. Dieser war im Jahr 1983 aber recht niedrig (19%),
was auf eine zu geringe Pollenproduktion (geringe Best#u-
bungsmoglichkeiten) zuriickzufiihren ist, da die Plantage
zu diesem Zeitpunkt erst 12 Jahre bestand. Die erste Ernte
wurde nur am Europder-Klon durchgefiihrt. Drei Jahre
spéter erhthte sich der Hybridsaatgutanteil bereits auf 43%
(Europiaer-Mutter) und 71% (Japaner-Mutter). Dieses Ergeb-
nis entspricht, wie LancoNer (1951) berichtete, der ersten
F 2ststellung von OsterrELp and SyracH-LARrseN (1936), daB
die Kreuzung mit L. europaea als Mutter schwieriger zu
realisieren sei als jene mit L. leptolepis als Mutter; spiter
wurde diese Meinung jedoch wieder revidiert.

Wenn man davon ausgeht, daBl die Embryonen mit SKDH-
Einzelbindern im Zymogramm aus Selbstbefruchtung (+
Befruchtung zwischen Ramets eines Klons) entstanden sind,
so ldBt sich feststellen, daB der Selbstbefruchtungsanteil
hier nicht niedrig ist, wie meist nicht vermutet wurde. Al-
lerdings ist dieser Anteil im Saatgut des Européer-Klons
weitaus hoher als beim Saatgut, welches vom Japaner-Klon
geerntet wurde (siehe auch Abb. 2 und 3). Es mufl jedoch in
einem weiteren Versuch geklirt werden, inwieweit die aus
Selbstbefruchtung entstandenen Samen keim- und iiberle-
bensfihig sind, so schrieb auch Lancener (1951), ,daB die Le-



benskraft eines grofien Teiles der aus Selbstungen entstan-
denen Pflanzen erheblich herabgesetzt ist“.

Die in Tabelle 1 aufgefithrten Anteile an Hybriden im
untersuchten Saatgut basieren auf der begriindeten Annah-
me, daB nur die SKDH-Doppelbinder in den Embryonen
aus Paarung zwischen den Arten in der Plantage entstan-
den sind. Diese Annahme kann, wenn auch noch nicht ge-
netisch belegt, nicht angezweifelt werden, da alle Versuche,
auch die SKDH-Einzelbandtypen den Hybriden zuzuordnen,
verworfen werden miissen. Basierend auf der fehlenden
Segregation in den Endospermproben sowohl des Européer-
Klons als auch des Japaner-Klons kann keine genetische
Konstellation (z. B. zwei kontrollierende Loci, Dominanz,
Epistasie oder Organellen-Gene) gefunden werden, die ei-
nen Einzelbandtyp fiir den Hybriden erkldren konnte.

Fiir die Praxis hat diese Untersuchung gezeigt, daB es
moglich ist, den Hybridanteil im Saatgut einer Hybridlar-
chen-Samenplantage festzustellen. Dies ist vor allem fiir
den Baumschiiler wichtig, der beim Ankauf von Hybrid-
saatgut wissen mochte, wie hoch der Anteil an Hybriden ist.
da der Preis fiir das Saatgut relativ hoch ist und die Aus-
beute an Hybridldrchen sehr unterschiedlich sein kann, was
z. B. Konsequenzen fiir die Aussaat haben konnte. Inwie-
fern sich das Enzymsystem SKDH eignet, Hybridanteile
auch in mehrklonigen Hybridldrchen-Samenplantagen fest-
zustellen, muB durch weitere Untersuchungen geklirt wer-
‘den. Fiir die untersuchte zweiklonige Plantage war es mog-
lich, mit diesem Verfahren den Hybridanteil am Saatgui
festzustellen.
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Buchbesprechungen

Wiilder der Tiirkei. Von H. Maver und H. Aksoy. Gustav
Fischer Verlag, Stuttgart, New York, 1986. XX, 290 S., 84
Abb., 8 Tab. 17 X 24 cm. ISBN 3-437-30533-6. Ln. 58,— DM.

Es gibt nur wenige Linder, deren Wilder so eingehend, iiber-
ben sind, wie dies im vorliegenden Band ,Wilder der Tiirkei“ er-
ben sind, wie dies im vorliegenden Band ,Wilder der Tiirkei“ er
folgt ist. Beide Autoren sind nicht nur ausgezeichnete Kenner der
Materie, sondern auch erfahren in Forschung und Lehre und in
der systematischen Aufbereitung und Darstellung umfangreichen
Wissens.

Die forstlichen Beziehungen zwischen deutschsprachigen Uni-
versitdten und der Tiirkei beruhen auf einer langen und frucht-
baren Tradition. Trotzdem blieben die forstlichen Verhéltnisse
der Tiirkei hierzulande zu wenig bekannt. Dies war besonders
bedauerlich, weil die Tiirkei iliber eine Vielfalt der Waldvegeta-
tion, sowohl hinsichtlich der Baum- und Straucharten als auch der
Bestandesstrukturen verfiigt, die als geradezu einzigartig zu be-
zeichnen ist, weil sie einen Ubergang bildet von der europédischen
zur vorderasiatischen, von der gemé&Bigten zur mediterranen und
semiarid-kontinentalen Vegetation. Hinzu kommt eine iiberaus
wechselvolle Geschichte von der ersten neolithischen Besiedlung
iiber Anfinge stiddtischer Kulturen um 7000 v. Chr. hin in die Ge-
genwart, in der nach Jahrtausenden der Waldzerstdrung eine ent-
schlossene Politik der Wiederbewaldung eingesetzt hat.

Das Buch ist in 2 Teile gegliedert. Im ersten Teil, ,waldbauli-
che Grundlagen“, werden kurze Angaben zur Geographie-Mor-
phologie, Geologie, den Bodentypen, Klimatypen, dem geobota-
nischen Charakter in regionaler Gliederung, den Waldregionen
und Waldgebieten, der friiheren und der gegenwirtigen Bewal-
dung sowie der Verbreitung der wichtigsten Baumarten gemacht.
Die Tiirkei hat 20 Mill. ha Wald, von denen allerdings iiber 11
Mill. ha als degradiert einzustufen sind. Wihrend 1950 nur 10,6
Mill. ha Wald fiir die damalige Bevdlkerung von 27,2 Mill. Ein-
wohnern zur Verfiigung standen, waren es 1980 rund 20 Mill. ha

Wald fir 44,7 Millionen Menschen. Eine bemerkenswerte Ent-
wicklung.

Den Hauptteil (S. 60—263) bildet die Beschreibung der Waldge-
sellschaften, unterteilt nach den euxinischen Wildern der Nord-
Tiirkei, der Steppenwaldregion in der mittleren Tiirkei und der
mediterranen Waldregion in Siid- und Westanatolien. Die Vielfalt
wird deutlich an Angaben, wie z. B. daB-in der Turkeit 9000
Pflanzenarten mit zusammen 850 Gattungen vorkommen, davon
iiber 300 Baum- bzw. Straucharten. Die Struktur der Besténde
wird durch Profile charakterisiert, die sehr iibersichtlich sind und
zudem dazu beitragen, den Preis fiir das Buch erfreulich niedrig
zu halten gegentiber entsprechenden Verdffentlichungen mit ei-
ner adequaten Anzahl von Schwarz-Wei3- oder Farbfotos. '

Den Abschlufl bildet ein sehr kurzer waldbaulicher Ausblick,
gewissermalBlen als Zusammenfassung der Waldvegetationsbe-
schreibung. Hier handelt es sich (leider) oft nur um stichwortartige
Hinweise, nicht um einen eigenen Abschnitt des Buches. Diese
Erwartung wird im Schutzumschlagtext geweckt und verbindet
sich geradezu zwangslidufig mit den Namen der beiden Autoren.
Das Buch heiflt aber ,Wilder der Tiirkei“ und nicht ,Forstwirt-
schaft der Tiirkei“, und so ist es vollig legitim, den Inhalt auch
darauf zu beschridnken, zumal sich der Leser wahrhaftig nicht
dariiber beklagen kann, daB ihm zu wenig geboten wurde. ,Der
erreichte Uberblick gibt gréBere Sicherheit, Unterschiedliches kla-
rer zu trennen und Ahnliches zu differenzieren“. Wenn die Ver-
fasser dazu aufrufen, noch bestehende Liicken zu schlieBen und
Vorlédufiges klarer zu fassen, dann ist das so zu verstehen, daB
die Waldvegetation ein dynamisches System darstellt und des-
halb auch die auf sie bezogene Forschung stets dynamisch fort-
gesetzt werden sollte. H. J. v. MavpeLL (Hamburg)

Differentiation of Protoplasts and of Transformed Plant
Cells. (Results and Problems in Cell Differentiation, Vol-
ume 12). Edited by J. Rewwerr and H. BinpbiNG. Springer
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