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Zusammenfassung 

Die mitteleuropäischen Flachbärlappe (Gattung Diphasiastrum) sind in Deutschland alle 

hochgradig gefährdet und können ohne geeignete Artenhilfsmaßnahmen hier nicht 

dauerhaft überleben. In der vorliegenden Arbeit werden die Grundlagen für ein 

Artenhilfsprogramm geschaffen, indem die Reproduktionsbiologie untersucht worden ist 

und die ökologischen Ansprüche und Gefährdungsursachen ermittelt wurden, um 

entsprechende Hilfsmaßnahmen für die Arten zu entwickeln. 

Um Rückschlüsse auf das Reproduktionssystem der Eltern- und Hybridarten zu erhalten, 

wurde die genetische Diversität ermittelt. Dabei kam das fingerprinting-Verfahren AFLP 

zum Einsatz, womit Arten und genetisch verschiedene Individuen voneinander abgegrenzt 

werden können. Verwendet wurden die beiden Primer-Kombinationen EcoRI-AAG / 

VspI-CT und EcoRI-ACT / VspI-CAG. Die größte genetische Diversität der Elternarten 

weist D. complanatum auf, die überwiegend durch echte Fremdbefruchtung (outcrossing) 

entsteht, während die genetische Diversität der beiden anderen Elternarten D. alpinum und 

D. tristachyum gering ist und nur knapp oberhalb einer definierten Fehlerrate liegt. Die 

Proben der Hybridarten unterscheiden sich so stark voneinander, dass davon ausgegangen 

werden muss, dass dies immer wieder neu entstehende F1-Hybriden sind, wenngleich die 

Unterschiede bei D. oellgaardii  vergleichsweise gering aufgrund der geringen genetischen 

Diversität der Elternarten D. alpinum und D. tristachyum ist. 

Die Sporenproduktion in den Sporenständen wurde unter anderem direkt durch Zählung 

von Sporen in den Sporangien unterm Stereomikroskop und Zählung der Sporangien in 

den Sporenständen ermittelt. Sporangien von L. clavatum enthalten demnach 27735 (± 

7492) Sporen pro Sporangium, 105,2 (± 3,7) Sporangien pro Sporenstand und 

hochgerechnet etwa 2,1 bis 3,8 Millionen Sporen pro Sporenstand.  

Die terminale Fallgeschwindigkeit liegt für L. clavatum bei 2,16 (± 0,11) cm*s-1 und für 

D. complanatum bei 2,25 (± 0,10) cm*s-1. Die Sporen haben einen Durchmesser von 29,5 

(± 2,0) µm bzw. 32,3 (± 2,5) µm. Die gemessene Geschwindigkeit liegt deutlich unter der 

theoretischen und lässt sich damit erklären, da Sporen keine perfekten Kugeln sind und 

aufgrund ihrer stark reliefierten Oberfläche Turbulenzen erzeugt werden, die den Fall 

verlangsamen.  

Die Anzahl der in Entfernungen bis 200 m zu einer sporenbildenden Population fliegenden 

Sporen wurde mithilfe von vertikalen klebenden Sporenfallen bei D. complanatum, 



  Zusammenfassung 

II  

D. tristachyum und L. clavatum bestimmt. Nur für die Population von L. clavatum mit 

11358 reifen Sporenständen auf kleiner Fläche wurden weitere Berechnungen 

durchgeführt. Folgende Funktion beschreibt die Anzahl der durch die Luft fliegenden 

Sporen in einer Höhe von etwa 40 cm über dem Boden in Abhängigkeit zur Entfernung x: 

f(x) = 45878*x-2,302 (R² = 0,9979). Es konnten selbst in 200 m Entfernung noch einzelne 

Sporen an den Sporenfallen nachgewiesen werden. Da die maximale theoretische 

Ausbreitungsdistanz bei nur knapp 130 m liegt, selbst wenn ein konstant horizontal 

wehender Wind von 100 km/h angenommen wird, müssen aufwärtsgerichtete 

Luftströmungen eine entscheidende Rolle bei der Fernausbreitung spielen.  

Die Ansiedlungsversuche wurden im Thüringer Schiefergebirge am Grünen Band bei 

Brennersgrün (D. alpinum und D. tristachyum) und im Pöllwitzer Wald (D. complanatum) 

durchgeführt. Als Vergleichsart wurde wieder L. clavatum verwendet. Die 

Sprossverpflanzungen verliefen insgesamt erfolgreich mit einer Überlebensrate von 8% 

für D. alpinum, 17% für D. complanatum, 8% für D. tristachyum und 22% für L. clavatum. 

Der jährliche Rhizomzuwachs liegt bei 0,5 cm, 13,3 (± 1,8) cm, 7,5 cm bzw. 9,1 (± 4,0) cm 

für die entsprechenden Arten.  

Die Vegetationsbedeckung vorher abgeplaggter Flächen liegt zwischen 39 und 53% nach 

zwei Jahren, jedoch mit großen Unterschieden selbst zwischen benachbarten Flächen und 

wird hauptsächlich durch ein schnelles Mooswachstum bestimmt. 

Nach etwa fünf Monaten sind keine Sporen auf sterilem Nährstoffmedium gekeimt, 

obwohl diese unterschiedlich behandelt wurden, zum Beispiel mit Rauchgas, Hitze, 

konzentrierter Schwefelsäure oder durch Mörsern. Auch die Keimungsversuche an den 

Wuchsorten waren nach 2,5 Jahren erfolglos. Eine Erklärung kann ein Dormanzstadium 

unbekannter Dauer vor der Keimung sein.  

Der Anzahl der jährlich gebildeten vertikalen Sprossbüschel wurde indirekt für je eine 

Population für D. zeilleri (2,5/Jahr) und D. issleri (2,0/Jahr) bestimmt, indem der Quotient 

aus der Anzahl der Sprossbüschel an der längsten Rhizomverbindung und dem bekannten 

Alter des Standorts ermittelt worden ist. Die Zugehörigkeit von Rhizomstücken zu einem 

Klon wurde mit der AFLP-Methode abgesichert. Die meisten Populationen in Deutschland 

werden demnach mehrere Jahrzehnte alt, jedoch ohne beobachtete Verjüngung über 

Prothallien. Eine Erklärung könnten die immer noch sehr geringen pH-Werte in den 

Unterböden von 3,6 (± 0,24) sein, die giftige Al3+-Ionen pflanzenverfügbar machen. 
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1 Einleitung 

Die Pflanzenfamilie der Bärlappgewächse (Lycopodiaceae) innerhalb der Farnpflanzen 

(Pteridophyten) ist mit etwa 400 Arten weltweit vertreten (WIKSTRÖM & K ENRICK 2000). 

Innerhalb dieser Familie sind die Flachbärlappe (Diphasiastrum) mit insgesamt 15 bis 

20 Arten in der temperaten und der borealen Zone eine mittelgroße Gattung. Nah 

verwandt ist die Gattung Lycopodium, die deshalb in dieser Arbeit auch eine wichtige 

Rolle spielt. WAGNER Jr. & BEITEL 1993 beschreiben Flachbärlappe mit horizontalen 

Sprossen (Rhizome) und vertikalen Sprossen (Sprossbüschel). Letztere sind quadratisch 

bis flach, verzweigt und tragen linealische bis lanzettliche Blätter, die dachziegelartig auf 

der Oberseite (Dorsalblätter), der Unterseite (Ventralblätter) und seitlich (Lateralblätter) 

angeordnet sind. Die Sporenstände (Strobili) sitzen an den vertikalen Sprossen und sind 

gestielt oder ungestielt meist zu mehreren angeordnet (vgl. Abbildung 1-1). 

 

Abb. 1-1: Sporophyten der Diphasiastrum-Arten. Dargestellt sind die Hauptarten 

Diphasiastrum tristachyum (links, mit fast reifen Strobili), Diphasiastrum complanatum (rechts 

oben, steriler Sprossbüschel) und Diphasiastrum alpinum (rechts unten, mit unreifen diesjährigen 

und abgestorbenen vorjährigen Strobili). 
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Werden Sporenstände ausgebildet, kann eine sexuelle Reproduktion über Sporen 

erfolgen, ansonsten ist auch vegetative Vermehrung über die Rhizome möglich. Nach 

PLOTNIKOV  1977 in CALLAGHAN  & EMANUELSSON 1985 werden 4*105 Sporen in einem 

Strobilus von Lycopodium annotinum gebildet, die im Spätsommer durch den Wind 

ausgebreitet werden können. Sporenzahlen zu Lycopodium clavatum und den 

Diphasiastrum-Arten sind bislang nicht bekannt. Zum Sporenradius von L. clavatum gibt 

es verschiedene Messwerte in der Literatur, die zwischen 11,8 µm und 21 µm liegen 

(BROOKS & ELSIK 1974, 

FERRANDINO & A YLOR 1984, 

NIKLAS  1985, GRINSHPUN et al. 

1991, WANNER & PUSCH 2000, 

PETROFF 2005, LOUBET et al. 

2007, ZIVCOVA  et al. 2007, 

OKUBO et al. 2010, BORRELL 

2012, BARON et al. 2014), für 

D. complanatum werden etwa 

19 µm angegeben (XU et al. 

2013). Auskunft zur Länge der Strobili geben FISCHER et al. 2007 (vgl. Tabelle 1-1). Zur 

terminalen Fallgeschwindigkeit der Diphasiastrum-Sporen gibt es bislang keine Daten in 

der Literatur, jedoch für L. clavatum (ZELENY & M CKEEHAN 1910, STEPANOV 1935, 

GREGORY & STEDMAN 1953, CHAMBERLAIN  1967, FERRANDINO & A YLOR 1984, DI-

GIOVANNI  et al. 1995, RAMBERT et al. 1998, LOUBET et al. 2007, BORRELL 2012). Über 

die maximale Ausbreitungsdistanz der Sporen ist auch nur wenig bekannt. Durch den 

Wind auf den Boden abgelagerte Sporen können nach BRUCHMANN 1898 nur durch 

Wassertropfen weitertransportiert werden, da die Anziehungskräfte zwischen Sporen und 

Bodenpartikeln zu groß sein sollen. Die Sporen keimen im Dunklen unter der 

Bodenoberfläche zu Prothallien (WHITTIER 1977, WHITTIER 1981, WHITTIER & WEBSTER 

1986). Nach BRUCHMANN 1910 kann das sechs Jahre aufgrund einer Dormanzphase 

dauern, wobei L. clavatum und L. annotinum nur 5% keimfähige Sporen bilden sollen, 

die dann auch noch unregelmäßig keimen. Beim Keimen reißen die Sporen dreilappig 

auf. Die weitere Entwicklung hin zu einem Prothallium soll weitere sechs bis neun Jahre 

in Anspruch nehmen. Er beobachtete dies an den Arten D. complanatum, L. clavatum und 

L. annotinum. Das Prothallium von Diphasiastrum ist im Gegensatz zu denen von 

Tabelle 1-1: Sporenstandslängen bei Diphasiastrum. 

Art (wiss.) Länge des Sporenstandes in mm 

D. alpinum (6) 8 ï 15 (20) 

D. issleri (10) 15 ï 25 (30) 

D. complanatum (10) 15 ï 30 

D. zeilleri 15 ï 25 (30) 

D. tristachyum 15 ï 25 

D. oellgaardii (10) 15 ï 30 (35) 
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Lycopodium möhrenförmig, aber betreibt auch Mykorrhiza (WAGNER Jr. & BEITEL 1993). 

Unterirdische Prothallien stellen wahrscheinlich eine Anpassung an Trockenheit dar 

(WAGNER et al. 1985). Die Mykorrhiza soll nach BRUCHMANN 1910 für L. clavatum und 

L. annotinum erst nach der Keimung im sogenannte Fünfzellstadium notwendig sein. Für 

Diphasiastrum macht er diesbezüglich keine Angaben.  Die Gametophyten bilden 

männliche und weibliche Gameten. Dabei gibt es die Möglichkeit von echter 

Fremdbefruchtung (outcrossing), Selbstbefruchtung innerhalb eines Prothalliums 

(intragametophytic selfing) und einer Zwischenform (intergametophytic selfing) mit der 

gleichen genetischen Konsequenz wie bei outcrossing (vgl. Abbildung 1-2). Bei 

überwiegender Fremdbefruchtung innerhalb einer Population sollte die genetische 

Diversität zwischen den einzelnen genetischen Individuen (Geneten) größer sein als bei 

Selbstbefruchtung. Schließlich besteht noch die Möglichkeit der vegetativen Vermehrung 

über Rhizome, aus der genetisch identische Individuen, im Folgenden als Klone 

bezeichnet, hervorgehen. Fraglich ist, inwieweit sich diese von aus intragametophytic 

selfing entstandenen Individuen unterscheiden. 

 

 

Abb. 1-2: Reproduktion bei Diphasiastrum. Dargestellt sind die Formen der sexuellen 

Reproduktion bei den Diphasiastrum-Arten. Zwei genetisch verschiedene Sporophyten A und B 

bilden unter Reduktionsteilung (Meiose) Sporen aus (A bzw. B). Nach der Keimung zum 

Gametophyten kann eine Befruchtung durch Gameten der Gametophyten A und B erfolgen (blau), 

wobei man von Outcrossing spricht. Eine Befruchtung kann auch durch Gameten der 

Gametophyten A1 und A2 erfolgen (violett, Intergametophytic Selfing) oder durch zwei Gameten 

eines Gametophyten, z. B. A1 (rot, Intragametophytic Selfing). 

 

Alle sechs in Deutschland vorkommenden Flachbärlapp-Arten 

Diphasiastrum complanatum (L.) HOLUB, Diphasiastrum alpinum (L.) HOLUB, 
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Diphasiastrum tristachyum (PURSH) HOLUB, Diphasiastrum zeilleri (ROUY) HOLUB, 

Diphasiastrum issleri (ROUY) HOLUB und Diphasiastrum oellgaardii STOOR et al. nach 

BUTTLER & HAND 2008 sind stark gefährdet (KORNECK et al. 1996, LUDWIG & 

SCHNITTLER 1996). Früher waren die Arten so verbreitet und häufig, dass sie unter 

anderem zu Kränzen gebunden worden sind (NAUERTZ & ZASADA 2001). Die erst im Jahr 

1996 wissenschaftlich beschriebene Art D. oellgaardii ist wie die beiden Arten D. zeilleri 

und D. issleri hybridogenen Ursprungs, was mithilfe gelelektrophoretischer Isoenzym-

Analysen nachgewiesen worden ist (STOOR et al. 1996). 

Flachbärlappe besiedelten in Deutschland vermutlich einst durch Brand entstandene 

Waldlichtungen sowie Silikatfelsfluren der Durchbruchstäler, während es heute fast 

ausschließlich anthropogen geschaffene Biotope wie Wegböschungen und Skipisten, aber 

auch Zwergstrauchheiden auf ehemals militärisch genutzten Flächen sind (vgl. Abbildung 

1-3). Aktuelle Verbreitungskarten aller Diphasiastrum-Arten für Deutschland gibt es im 

WebGIS der Deutschlandflora. 

 

 

Abb. 1-3: Standorte von Diphasiastrum-Arten. Dargestellt sind ein naturnaher 

Kiefernmischwald mit Diphasiastrum tristachyum in der Oberlausitz in Sachsen (1), ein borealer 

Nadelwald in Süd-Finnland mit Diphasiastrum complanatum (2), eine Zwergstrauchheide mit 

Diphasiastrum complanatum auf einer ehemals militärisch genutzten Fläche im Thüringer 

Schiefergebirge (3) und eine Zwergstrauchheide mit Diphasiastrum tristachyum auf einer 

Skipiste im Rothaargebirge in Nordrhein-Westfalen (4). 
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Eine Gefährdungsursache könnten heutzutage zumindest indirekt die erhöhten 

Stickstoffeinträge in den Boden aus der Zeit des verstärkten sauren Regens in 

Deutschland darstellen.  Saurer Regen führt zu einer Bodenversauerung (SINGH & 

AGRAWAL 2008). Außerdem soll er negative Auswirkungen auf die Mykorrhiza haben 

(KAENE & M ANNING 1988, MAEHARA et al. 1993, HONRUBIA & D IAZ  1996). Bei 

niedrigeren pH-Werten im Boden deutlich unter 4 sind bestimmte Elemente nicht mehr 

(z. B. P, K, Ca, Mg), andere für die meisten Pflanzen toxische Elemente (z. B. Al) jedoch 

verstärkt pflanzenverfügbar (LAKE 2000). Die relativ lange Keimungsdauer der Sporen 

setzt ein großes Zeitfenster für die Besiedlung an einem Standort und für die weitere 

Entwicklung der Pflanze voraus. Dieses könnte durch eine beschleunigte Sukzession, 

ausgelöst durch Eutrophierung, enger geworden sein.  

Um die in Deutschland nach §44 Bundesnaturschutzgesetz besonders geschützten 

(aufgeführt in Anlage 1 der Bundesartenschutzverordnung) und in der Flora-Fauna-

Habitat-Richtlinie im Anhang V gelisteten Arten vorm Verschwinden zu bewahren, 

sollen die Grundlagen für ein Artenhilfsprogramm geschaffen werden, das auch auf 

andere Arten mit ähnlicher Ökologie wie z. B. Wintergrüngewächse (Pyrolaceae) 

übertragbar ist. Denn Wintergrüngewächse besiedeln ähnlich Standorte wie 

Flachbärlappe und besitzen ebenfalls eine ähnliche Reproduktionsbiologie, wenngleich 

die Ausbreitungseinheit ein nur wenige Mikrogramm schwerer Same ist (JOHANSSON et 

al. 2014). Das Ziel meiner Arbeit ist es, die Lage, Beschaffenheit und das zeitliche 

Bestehen geeigneter Flächen in der Landschaft für die Flachbärlappe zu ermitteln, die für 

eine spontane Neuetablierung von Populationen über Sporen erforderlich sind. Dazu ist 

es notwendig, die Reproduktionsbiologie der Arten und deren Standorte zu untersuchen. 

Darauf aufbauend gliedert sich meine Arbeit in vier Arbeitsfelder, denen folgende 

Fragestellungen zugrunde liegen: 

 

(1) Genetische Diversität:  

Wie viele Sporophyten können sich an einem Standort etablieren?  

Wie groß ist die genetische Diversität der Elternarten sowie der hybridogen entstandenen 

Zwischenarten und ist der Artstatus letzterer gerechtfertigt? 
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(2) Sporenausbreitung:  

Wie hoch ist die Sporenproduktion in den Sporenständen?  

Wie groß ist die Ausbreitungsdistanz der Sporen einer bestehenden Population?  

Welchen Einfluss haben terminale Fallgeschwindigkeit und Umweltfaktoren (Wind, 

Luftfeuchte)? 

(3) Etablierungsversuche:  

Wie hoch ist die Keimungsrate der Sporen und kann Feuer diese beschleunigen?  

Wie groß sind der Rhizomzuwachs und die Anzahl gebildeter vertikaler Sprosse pro Jahr? 

 

(4) Standortanalyse: 

Wie lange existieren Populationen an einem Standort und welche Faktoren wirken 

limitierend? 

 

Folgende Hypothesen gilt es zu bestätigen: 

 

Genetische Diversität 

Die genetische Diversität der drei Elternarten unterscheidet sich nicht signifikant 

voneinander. 

 

Sporenausbreitung 

Theoretische und gemessene terminale Fallgeschwindigkeit unterscheiden sich nicht 

signifikant. 

 

Etablierungsversuche 

Abgetrennte Rhizomstücke wachsen besser in der Nähe bestehender Populationen an. 

 

Standortanalyse 

Die pH-Werte der Böden Finnlands und Deutschlands unterscheiden sich signifikant. 

Es gibt einen Zusammenhang zwischen dem Alter eines Klons und seinem Durchmesser. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Genetische Diversität 

Das folgende Kapitel 2.1 besteht im Wesentlichen aus dem Kapitel 2 meiner im Jahr 2014 

an der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät der Ernst-Moritz-Arndt-

Universität Greifswald vorgelegten Diplomarbeit mit dem Titel ĂEtablierung von AFLP 

zur Abschätzung der genetischen Diversität von Restvorkommen der Gattung 

Diphasiastrum in Th¿ringenñ. 

2.1.1 Vorarbeiten in den Untersuchungsgebieten 

Für die genetischen Untersuchungen wurden Populationen aller Diphasiastrum-Arten aus 

dem Thüringer Wald, dem Hohen Thüringer Schiefergebirge, dem Bayerischen Wald und 

dem Harz ausgewählt sowie einzelne Proben aus den Alpen (insgesamt 209 Proben aus 

den Labornummern 96 bis 379). Die Fundortdaten wurden aus den Datenbanken der 

jeweils zuständigen Landesbehörden für Naturschutz und aus eigenen Kartierergebnissen 

entnommen. Die Fundorte wurden im Herbst 2014 und 2015 aufgesucht und auf die dort 

nachgewiesenen Arten überprüft. Dazu wurden Luftbilder aus Google Maps mit den 

eingezeichneten Fundorten sowie ein GPS-Gerät Garmin etrex 10 als Unterstützung 

verwendet. Die Vorarbeiten sowie das Sammeln und Bestimmen der Pflanzen wurde im 

Harz, Bayerischen Wald (zusammen überwiegender Teil der Proben) und den Alpen 

durch Karsten Horn vorgenommen, für zwei zusätzlich beprobte Pflanzen aus den Alpen 

durch Prof. Martin Schnittler. Einen Überblick über die Fundorte, Arten, Sammler und 

Bestimmer (leg./det.) sowie Labornummern liefert Anhang A. 

Da es sich bei den Diphasiastrum-Arten um besonders geschützte Arten nach 

§1 BArtSchV handelt, wird für das Sammeln nach §44 Abs. 1, Nr. 4 BNatSchG und das 

Aufbewahren nach §44 Abs. 2, Nr. 1 BNatSchG eine artenschutzrechtliche 

Ausnahmegenehmigung benötigt. Da hier der Zweck der Forschung im Mittelpunkt steht, 

muss eine Ausnahme nach §45 Abs. 7 Nr. 3 BNatSchG zugelassen werden. Diese wurde 

nach Antragstellung durch die zuständigen Naturschutzbehörden der einzelnen 

Landkreise, in denen gesammelt werden sollte, erteilt. Der Bescheid musste bei den 

Geländearbeiten mitgeführt werden. Als Gegenleistung für den Genehmigungsbescheid 

wurden den Naturschutzbehörden nach Abschluss der Geländearbeiten die Daten der 

beprobten Diphasiastrum-Populationen zur Verfügung gestellt. Das gleiche Verfahren 
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war für alle weiteren Versuche, bei denen Teile von Bärlappen entnommen worden sind, 

im Rahmen dieser Arbeit notwendig (Kapitel 2.2., 2.3.2, 2.3.4, 2.4.3).  

Beprobt wurde je Population ein Sprossbüschel, ohne dass aufwändigere 

Sammelmethoden wie das Grid Sampling zum Einsatz kamen. Populationen sind im 

Folgenden als räumlich klar abgetrennte Flachbärlapp-Patches mit einem Mindestabstand 

von 1 m zueinander definiert. An den ausgewählten Fundorten der Diphasiastrum-Arten 

wurden zuerst Daten zur jeweiligen Population erhoben. Dazu gehört eine 

Koordinatenangabe vom Mittelpunkt der Population mit geografischen Koordinaten 

(Dezimalgrad) mithilfe eines GPS-Gerätes Garmin etrex 10. Neben der genauen 

Lokalisierung der Populationen wurden Daten zur Populationsgröße erhoben, da dies in 

den Nebenbestimmungen der Genehmigungsbescheide festgelegt wurde. Dazu wurde die 

Anzahl aller Sprossbüschel durch Zählung ermittelt und die Deckung der lebenden 

oberirdischen Pflanzenteile geschätzt. Hierbei wurde aber abweichend von BRAUN-

BLANQUET 1964 nicht der prozentuale Anteil an der markierten Untersuchungsfläche, 

sondern die absolute Deckung der Art in dm² angegeben. Für die folgenden Arbeiten 

wurden die Sprossbüschel mit einer Astschere freigelegt. Die Arten wurden mithilfe des 

Bestimmungsschlüssels von HORN 2006 bestimmt.  

Einige Populationen, bei denen eine Artbestimmung aufgrund Hybridisierung nicht sicher 

möglich war, wurden mit einem Herbarbeleg abgesichert, für den aber nur ein Teil eines 

Sprossbüschels verwendet wurde. Von jedem Sprossbüschel wurden zwischen 50 cm und 

80 cm Sprossmaterial entnommen (ca. 200 mg Trockenmaterial). Das Pflanzenmaterial 

wurde mit einer Schere entnommen und in ein gefaltetes halbes Blatt Toilettenpapier 

eingelegt (Sprossstücke von insgesamt maximal 30 cm Länge). 

Das Blatt wurde außen mit Art, Fundort und Datum beschriftet (z. B. 

ĂDalp_Suh_170914ñ) und mit Leim zugeklebt. Die beschrifteten T¿ten wurden sofort in 

einen luftdicht verschließbaren Kunststoffbeutel (Zip-Lock) mit Silica-Gel gelegt (vgl. 

Abbildung 2-1). Silica-Gel ist gut geeignet, um frisches Pflanzenmaterial schnell zu 

trocknen, ohne die DNA stark zu zerstören. Es ist besser als Anhydrit (CaSO4) geeignet, 

da es mehr Wasser aufnehmen und schneller regeneriert werden kann. Außerdem ist es 

im Vergleich zu Anhydrit im trockenen Zustand nicht staubig und im feuchten Zustand 

nicht klebrig (CHASE & HILLS 1991). 
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2.1.2 Vorbereitung des Pflanzenmaterials 

Nach dem Sammeln im Gelände wurde das Pflanzenmaterial in Zip-Lock-Beuteln in 

einem trockenen Raum bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Die gefalteten Tüten wurden 

am Tag des Sammelns gewechselt, da das Material feucht gesammelt wurde. Beim 

Wechseln der Tüten wurde darauf geachtet, dass die Luft vorm Verschließen der Zip-

Lock-Beutel herausgepresst wird, da diese Feuchtigkeit enthält und somit dem schnellen 

Trocknen entgegenwirkt. Das Silica-Gel wurde gewechselt, sobald es sich entfärbt hat 

(Farbumschlag von orange nach farblos). Das erfolgte erstmals nach ein bis zwei Tagen 

und wurde nach mehreren Wochen wiederholt.  

 

Abb. 2-1: Vorbereitung des Probenmaterials. Getrocknetes Pflanzenmaterial von 

Diphasiastrum alpinum in Silica-Gel (links), 60 mg abgewogen und abgefüllt in 2,0ml-Tubes 

(Mitte) und nach dem Zerkleinern in einer Schwingm¿hle ĂRetsch MM 301ñ (rechts). 
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Für die DNA-Extraktion wurden pro Population jeweils 60 mg Pflanzenmaterial auf 

einer Feinwaage (Sartorius TE 313 S) abgewogen. Bei der Extraktion wurde etwa von 

jeder fünften Probe eine Wiederholung gemacht, wobei jeweils die gleiche Menge 

getrocknetes Pflanzenmaterial eingewogen wurde. Das abgewogene Probenmaterial 

wurde sofort in 2,0 ml-Reaktionsgefäße (Safe Lock Tubes, Eppendorf) gefüllt. In jedes 

2,0 ml-Tube wurde eine Stahlkugel mit 4 mm Durchmesser gegeben. Zum Zerkleinern 

wurde eine Schwingmühle (MM 301, Retsch) verwendet. Das Probenmaterial war bei 

einer Frequenz von 30 Hz (1800/min) nach 1 min zerkleinert und homogenisiert 

(vgl. Abbildung 2-1). 

2.1.3 DNA-Extraktion 

Grundlagen 

Pflanzenzellen besitzen eine Zellwand, die vor der DNA-Extraktion erst aufgebrochen 

werden muss. Bei Pflanzenmaterial, welches mit Silica-Gel getrocknet wurde, erfolgt dies 

durch eine Schwingmühle (vgl. Kapitel 2.1.2). 

Mithilfe eines Extraktionspuffers werden unerwünschte Zellbestandteile und Stoffe 

entfernt. Um die DNA von Membranen und Proteinen zu trennen, wird 

Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) eingesetzt. Zusätzlich verwendete Salze wie z. 

B. Natriumchlorid (NaCl) verhindern eine Komplexbildung von CTAB mit 

Nukleinsäuren. Bereits DELLAPORTA et al. 1983 nennen als Modifikation ihres Protokolls 

eine Extraktion mit CTAB. 

Bei DNA-Extraktionen können nach der Auflösung der Zellbestandteile Polyphenole an 

die Nukleinsäuren binden. Um das zu vermeiden, kann Polyvinylpyrrolidon (PVP) 

eingesetzt werden, das mit Polyphenolen durch Wasserstoffbrückenbindungen Komplexe 

bildet (CHIRGWIN et al. 1979 in JOHN 1992). 

Phenol/Chloroform- oder Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktionen können zur weiteren 

Aufreinigung der Nukleinsäuren verwendet werden. Dabei bilden sich drei Phasen. Eine 

untere flüssige, in der das Chloroform zurückbleibt, eine mittlere feste mit Proteinen und 

eine obere flüssige mit den Nukleinsäuren. Nach PATERSON et al. 1993 kann eine 

zweifache Extraktion mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) sinnvoll sein, um eine 

reinere obere Phase zu erhalten. 

 

Abgeändertes Soltis Lab CTAB DNA Extraction Protocol 
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Zum zerkleinerten Pflanzenmaterial wurden jeweils abweichend vom Protokoll, welches 

auf DOYLE & DOYLE 1987 basiert, 1,2 ml vom Extraktionspuffer (vgl. Tabelle 2-1) 

dazugegeben, sodass die Reaktionsgefäße bis unter den Deckel befüllt waren (2,0 ml-

Tubes). Nach dem Befüllen von zwei Tubes wurden diese sofort kräftig geschüttelt, um 

einen Absatz am Boden zu vermeiden und um die Stahlkugeln später besser entfernen zu 

können. Für die Reaktion kamen die Tubes mit dem zerkleinerten Pflanzenmaterial im 

Extraktionspuffer in einen Heizblock VLM LS1 für 60 min bei 55°C. Dabei wurden sie 

alle 15 min per Hand geschüttelt. Die Stahlkugeln wurden anschließend mit einem 

Magnet entfernt. 

Tabelle 2-1: Zusammensetzung des Extraktionspuffers   

Stoffbezeichnung Menge je 100 ml Puffer Funktion bei der Extraktion  

CTAB 2 g Entfernung von Polysacchariden 

TRIS 12,1 g Aufrechterhaltung des pH-Wertes 

PVP (MW 40.000) 4 g Entfernung von Polyphenolen 

EDTA (0,5 M) 0,585 g Schutz vor Nukleasenaktivität 

NaCl (5 M) 8,18 g Stabilisierung der DNA 

Mercaptoethanol 0,5 ml Entfernung von Polyphenolen 

 

Zur Trennung von Proteinen und Nukleinsäuren wurde in einem ersten Schritt 

abweichend zum Protokoll Phenol und Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) im Verhältnis 

1:1 verwendet. Zu den 1,2 ml Extraktionspuffer wurden 0,8 ml Phenol-

Chloroform/Isoamylalkohol gegeben. Anschließend wurden die Tubes für 25 min bei 4°C 

(Kühlraum) und einer Frequenz von 350/min geschüttelt (Edmund Bühler KM-2). Die 

Tubes wurden bei 4°C für 10 min bei 15000 rcf (Eppendorf Centrifuge 5417 R) 

zentrifugiert. Anschließend waren drei Phasen in den Tubes erkennbar. Eine untere 

flüssige, in der sich das Chloroform befindet, eine mittlere feste mit den Pflanzenresten 

und Proteinen und eine obere, welche die Nukleinsäuren enthält. Die obere Phase 
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(Überstand) wurde mit sterilen, geschnittenen Pipettenspitzen abgenommen und in ein 

neues 2,0 ml-Tube gegeben. Abweichend zum Protokoll wurde noch ein zweites Mal mit 

Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) extrahiert, diesmal aber ohne Zugabe von Phenol. 

Verwendet wurde das Volumen des Überstandes aus der Phenol-Choroform-Extraktion. 

Außerdem wurden zum Überstand 8 µl Ribonuklease A (RNase A) gegeben, um 

Ribonukleinsäuren zu entfernen. Eine Durchmischung erfolgte durch Auf- und 

Abpipettieren. Anschließend kamen die Tubes für 15 min bei 37°C in den Inkubator. 

Nur Isopropanol wurde verwendet, um die Nukleinsäuren ausfällen zu lassen. Dazu 

musste die Menge des Überstandes abgeschätzt werden. Geschätzt wurde anhand der 

Skala der Tubes auf 50 µl genau. Zum Überstand wurden abweichend vom Protokoll 

0,7 Volumen Isopropanol gegeben. Ein Homogenisieren erfolgte durch mehrmaliges 

vorsichtiges Hin- und Herschwenken der geschlossenen Tubes. Hierbei waren die 

Nukleinsäuren als fädige Strukturen erkennbar. Anschließend kamen die Tubes für 

15 min ins Gefrierfach (-20°C) und wurden danach abweichend vom Protokoll für 25 min 

bei 15000 rcf zentrifugiert. 

Nach Ausschütten des Überstandes wurde abweichend vom Protokoll zum nun 

erkennbaren DNA-Pellet 1 ml 70%iger Ethanol gegeben. Außerdem erfolgten eine 10-

minütige Inkubation und eine anschließende Zentrifugation für 5 min bei 15000 rcf. Die 

zweite Aufreinigung des DNA-Pellets mit 70%igem Ethanol erfolgte in gleicher Weise. 

Die DNA-Pellets wurden für 15 min bei 35°C in einer Vakuum-Zentrifuge 

(Christ RVC 2-18) in den Tubes mit jeweils geöffnetem Deckel getrocknet.  

Zu den getrockneten DNA-Pellets wurden abweichend vom Protokoll je nach Pelletgröße 

zwischen 40 µl und 60 µl Tris(hydroxylmethyl)-aminomethan-Ethylendiamintetraacetat-

Puffer (TE-Puffer) gegeben. Die Tubes wurden über Nacht bei 4°C gelagert. Am nächsten 

Tag wurde die DNA in den Tubes durch vorsichtiges Anschnipsen in Lösung gebracht 

und anschließend entweder eingefroren (-20°C) oder weiterverwendet. 

 

Agarose-Gel-Elektrophorese 

DNA ist aufgrund ihrer Phosphatgruppen schwach negativ geladen. Daher kann sie sich 

bei Anlegen einer elektrischen Spannung in Richtung der positiven Elektrode bewegen. 

Das verwendete Agarose-Gel besitzt eine netzartige Struktur, die ein Hindurchdringen 

von DNA-Fragmenten gewährleistet. Je geringer die Agarose konzentriert ist, desto 
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größer sind die Maschen im Netz und desto leichter passen auch größere DNA-Fragmente 

hindurch. Da größere DNA-Fragmente das Gel langsamer durchlaufen als kleinere, ist 

ein Auftrennen nach ihrer Größe möglich. Zur Abschätzung der Größe wird ein 

Größenstandard (DNA-Marker mit Fragmenten bekannter Größe) zu Hilfe genommen. 

Es wurde ein 0,8%iges Agarose-Gel aus 1,44 g Agarose und 180 ml Tris-Acetat-EDTA-

Puffer (TAE-Puffer) hergestellt und im lauwarmen Zustand in eine Gelwanne (Tray) 

gegossen. Nachdem es (nach einer Stunde) erstarrt war, wurde es über Nacht bei 4°C im 

Kühlschrank aufbewahrt. Die Gelelektrophorese-Kammer wurde mit TAE-Puffer befüllt 

und das Tray hineingestellt. Vor dem Auftragen der DNA-Lösung wurde diese vorsichtig 

per Hand homogenisiert. Von jeder DNA-Probe wurden 2 µl vermischt mit 5 µl 

Blaupuffer (10x) in einen Slot pipettiert. An der ersten Position, immer nach acht Proben 

und nach der letzten Probe wurde ein Slot ausgespart, um hier 6 µl vom ɚHindIII -

Standard zu setzen. Anschließend wurde mithilfe eines Consort E385 Electrophoresis 

Power Supply (Programm P9-1) eine Spannung von 25 Volt für vier Stunden angelegt. 

Das Agarose-Gel mit der DNA kam anschließend für 40 min in Ethidiumbromid, um 

diese anzufärben. Ein Foto wurde mit einer Kamera Olympus NOC-5050 unter 

Zuhilfenahme eines Transilluminators (UV-Licht) unter einer Dunkelhaube Biostep DH-

30/32 gemacht. Die notwendigen Einstellungen dazu lieferte die Software Argus X1 V.2. 

 

2.1.4 AFLP-Reaktion 

Grundlagen 

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) ist eine DNA-Fingerprinting-

Methode und basiert auf der Detektion von DNA-Fragmenten durch Amplifikation 

mithilfe einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Bei der Restriktion wird die DNA mit 

zwei Restriktionsenzymen in Fragmente unterschiedlicher Länge mit überstehenden 

Enden zerschnitten. Dabei schneidet das Enzym EcoRI (aus Escherichia coli) ähnlich 

häufig wie das Enzym VspI (aus einer Vibrio-Art). Beides sind sogenannte Frequent 

Cutter. Die Erkennungssequenz von EcoRI ist sechs Basenpaare (bp) und die von VspI 

ebenso lang. Die entstandenen Fragmente haben nun Schnittstellen von EcoRI und 

EcoRI, EcoRI und VspI sowie VspI und VspI. Während der Ligation binden 
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doppelsträngige EcoRI- und VspI-Adapter an die jeweiligen Schnittstellen mithilfe des 

Enzyms T4 DNA Ligase, wie in Abbildung 2-2 zu erkennen ist.  

 

Abb. 2-2: Restriktion und Ligation.  

Die Amplifikation bei komplexen Genomen mit der AFLP-Methode erfolgt in zwei 

Schritten. Bei der Präamplifikation werden zwei Primer mit jeweils einem selektiven 

Nukleotid verwendet. Bei der selektiven Amplifikation mit den Produkten aus der 

Präamplifikation werden hingegen Primer mit je zwei oder mehr selektiven Nukleotiden 

verwendet (vgl. Abbildung 2-3). So kann die Zahl an amplifizierten DNA-Fragmenten 

weiter reduziert werden. Denn es ist wichtig, für die Auswertung eine überschaubare Zahl 

an DNA-Fragmenten zu haben. Primer sind Oligonukleotide mit einer Kernsequenz, einer 

enzymspezifischen Sequenz und den selektiven Nukleotiden am 3ó-Ende. Amplifiziert 

werden nur DNA-Fragmente mit einer EcoRI-Sequenz am einen und einer VspI-Sequenz 

am anderen Ende. Das erfolgt nur, wenn die Nukleotide der Restriktionsfragmente zu den 

selektiven Nukleotiden der Primer passen. Die AFLP-Methode soll das Vorhandensein 

oder Fehlen von DNA-Fragmenten bestimmter Länge zeigen. Sie ist bei jeder DNA 

anwendbar, unabhängig vom Organismus und der Genomgröße (VOS et al. 1995). Um 

spezifische DNA-Sequenzen effizient zu vervielfältigen, wurde die Polymerase-

Kettenreaktion (PCR) entwickelt. Diese umfasst drei Schritte, die sich mehrmals 
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wiederholen (Zyklen). Die Denaturierung dient zur Auftrennung des DNA-Doppelstrangs 

in zwei Einzelstränge. Bei der Hybridisierung binden jeweils zwei Primer an die DNA-

Fragmente und die Elongation beschreibt die Synthese der neuen DNA-Doppelstränge 

durch das Enzym DNA-Polymerase. Nach jedem Zyklus steht die doppelte Menge an 

DNA-Fragmenten zur Verfügung (MULLIS et al. 1986). Die Anzahl der nach einem PCR-

Zyklus (n) amplifizierten DNA-Fragmente beträgt 2n. 

 

Abb. 2-3: Selektive Amplifikation. Dargestellt sind ein DNA-Fragment mit 

Restriktionsschnittstellen von EcoRI (grün/rot) und VspI (blau/rot) sowie die daran gebunden 

Primer mit zwei (VspI-CT) bzw. drei (EcoRI-AAG) selektiven Nukleotiden. 

 

Durchführung 

Für die Restriktion wurden die auf einem Agarose-Gel geschätzten DNA-

Konzentrationen verwendet. Es wurde je Reaktionsansatz 500 ng DNA eingesetzt. Für 

alle Reaktionsansätze wurde ein Thermocycler ĂEppendorf Mastercyclerñ verwendet. 

Alle Arbeiten wurden auf Eis durchgeführt. Der Mastermix für einen Restriktionsansatz 

bestand aus 10 µl Tango-Puffer, 0,25 µl des Restriktionsenzyms EcoRI und 0,5 µl des 

Restriktionsenzyms VspI. Vor der eigentlichen Restriktion wurde zu der Menge an DNA-

Lösung die entsprechende Menge an doppelt destilliertem (dd) Wasser gegeben, um auf 

ein Volumen von 39,25 µl zu kommen. Zu den 39,25 µl DNA-Wasser-Gemisch wurden 

je PCR-Tube 10,75 µl vom Mastermix gegeben, um auf ein Gesamtreaktionsvolumen 
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von 50 µl zu kommen (vgl. Tabelle 2-2). Der Reaktionsansatz für die Restriktion kam für 

4,5 h bei 37°C (lid heated 60°C) in einen Thermocycler (Programm 37C45H).  

Tabelle 2-2: Mastermix für die Restriktion.  

Mastermix Arbeitslösung Endkonzentration Volumen für einfachen Ansatz 

Tango-Puffer 10x 2x 10µl 

EcoRI 20U/µl 5U 0,25µl 

VspI 10U/µl 5U 0,5µl 

Gesamtvolumen   10,75µl 

 

Für die Ligation setzte sich der Mastermix für einen Reaktionsansatz folgendermaßen 

zusammen: 3,6 µl dd H2O, 2 µl T4-Ligase-Puffer, 1 µl ATP, 0,4 µl EcoRI-Adaptor, 2 µl 

VspI-Adaptor und 1 µl T4-Ligase (vgl. Tabelle 2-3). Zu diesem Volumen von 10 µl 

wurden 10 µl des Restriktionsprodukts pipettiert. Der Reaktionsansatz für die Ligation 

kam für 9 h bei 16°C (lid heated 50°C) in einen Thermocycler (Programm LIG16). 

Tabelle 2-3: Mastermix für die Ligation.  

Mastermix Arbeitslösung Endkonzentration Volumen für einfachen Ansatz 

dd H2O   3,6µl 

T4-Ligase-Puffer 10x 1x 2µl 

ATP 10mM 0,5mM 1µl 

EcoRI-Adaptor 5µM 1µM 0,4µl 

VspI-Adaptor 50µM 5µM 2µl 

T4-Ligase 200CEU/µl 2,4U/Ansatz 1µl 

Gesamtvolumen   10µl 

 

Das Ligationsprodukt wurde vor der Präamplifikation 1:5 (16 µl dd H2O und 4 µl 

Ligationsprodukt) verdünnt und die Verdünnung anschließend mit einem Vortexer 

(Vortex Genie 2) homogenisiert.  

Die Präamplifikation wurde in zwei Schritten durchgeführt. Der erste Mastermix 

(5,33 µl) für einen Reaktionsansatz bestand aus 3,13 µl dd H2O, 1 µl NH4Cl-Puffer, 
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0,88 µl MgSO4, 0,25 µl dNTPs, 0,07 µl MolTaq DNA-Polymerase (vgl. Tabelle 2-4) und 

kam für 10 min bei 60°C in einen Thermocycler (Programm 6010MIN). 

Tabelle 2-4: Mastermix I für die P räamplifikation.  

Mastermix Arbeitslösung Endkonzentration Volumen für einfachen Ansatz 

dd H2O   3,13µl 

NH4Cl-Puffer 10x 1x 1µl 

MgSO4 25mM 2,2mM 0,88µl 

dNTPs 10mM 0,25mM 0,25µl 

MolTaq DNA- 

Polymerase 
5U/µl 0,35U/Ansatz 0,07µl 

Gesamtvolumen   5,33µl 

 

Für den zweiten Schritt der Präamplifikation wurde immer die Primer-Kombination 

EcoRI-A/VspI-C verwendet. Der Mastermix (1,17 µl) für einen Reaktionsansatz bestand 

aus 0,25 µl dd H2O, 0,25 µl dNTPs, 0,3 µl EcoRI-A-Primer, 0,3 µl VspI-C-Primer und 

0,07 µl MolTaq DNA-Polymerase (vgl. Tabelle 2-5). Zu diesem Volumen von 6,5 µl 

wurden 3,5 µl des verdünnten Ligationsprodukts pipettiert. Der Reaktionsansatz kam 

anschließend für die PCR in einen Thermocycler (Programm AFPA6656). Nach einer 

ersten Denaturierung der DNA für 2 min bei 94°C, einer Primer-Hybridisierung 

(Annealing) für 30 s bei 66°C und einer Elongation für 2 min bei 72°C folgten zehn 

Zyklen, in denen die Annealing-Temperatur jeweils um 1°C auf 56°C beim elften Zyklus 

reduziert wurde. Die Denaturierung dauerte ab dem zweiten Zyklus nur noch 30 s. Nach 

dem 30. Zyklus folgte eine 30-minütige Phase bei 60°C. 
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Tabelle 2-5: Mastermix II für die Präamplifikation.  

Mastermix Arbeitslösung Endkonzentration Volumen für einfachen Ansatz 

dd H2O   0,25µl 

dNTPs 10mM 0,25mM 0,25µl 

EcoRI-A-Primer 10µM 0,3µM 0,3µl 

VspI-C-Primer 10µM 0,3µM 0,3µl 

MolTaq DNA- 

Polymerase 
5U/µl 0,35U/Ansatz 0,07µl 

Gesamtvolumen   1,17µl 

 

Das Präamplifikationsprodukt wurde vor der selektiven Amplifikation 1:20 verdünnt 

(190 µl dd H2O und 10 µl Präamplifikationsprodukt) und die Verdünnung anschließend 

vorsichtig per Hand homogenisiert. 

Der Mastermix (9,1 µl) für einen Reaktionsansatz der selektiven Amplifikation bestand 

aus 6,04 µl dd H2O, 1 µl NH4Cl-Puffer, 0,88 µl MgSO4, 0,5 µl dNTPs, 0,45 µl EcoRI-

ACT-Primer (nur 0,15 µl beim EcoRI-AAG-Primer), 0,16 µl VspI-CAG-Primer (bzw. 

VspI-CT zu EcoRI-AAG) und 0,07 µl MolTaq DNA-Polymerase (vgl. Tabelle 2-6). Zu 

den 9,1 µl Mastermix wurden 0,9 µl vom Präamplifikationsprodukt pipettiert. Der 

Reaktionsansatz kam für 2 h 50 min für die PCR in einen Thermocycler (Programm 

AFPA6656). 

Anschließend wurde zur Vorbereitung für den Sequencer (ABI Prism 310 Genetic 

Analyzer) ein zweiter Mastermix (8,5 µl) aus 8,41 µl HiDi und 0,09 µl vom 

Größenstandard LIZ für einen einfachen Ansatz hergestellt. Dazu wurden 1,5 µl vom 

Produkt aus der selektiven Amplifikation pipettiert. Zur Denaturierung der DNA kam der 

Reaktionsansatz für 5 min bei 95°C in einen Thermocycler (Programm DENAT95) und 

anschließend sofort auf Eis, damit die DNA einzelsträngig bleibt. Die PCR-Streifen mit 

dem fertigen Produkt aus der selektiven Amplifikation konnten nun für einen Tag bei 4°C 

im Kühlschrank aufbewahrt werden. 
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Tabelle 2-6: Mastermix für die selektive Amplifikation  (Beispiel: AAG / CT). 

Mastermix Arbeitslösung Endkonzentration Volumen für einfachen Ansatz 

dd H2O   6,04µl 

NH4Cl-Puffer 10x 1x 1µl 

MgSO4 25mM 2,2mM 0,88µl 

dNTPs 10mM 0,2mM 0,5µl 

EcoRI-ACT-

Primer 
10µM 0,45µM 0,45µl 

VspI-CT-Primer 10µM 0,16µM 0,16µl 

MolTaq DNA- 

Polymerase 
5U/µl 0,35U/Ansatz 0,07ml 

Gesamtvolumen   9,1µl 

 

2.1.5 Elektropherogramme und 0-1-Matrix 

MAYRAND  et al. 1992 entwickelten ein chemisches Verfahren, die dazu notwendige 

Technik und Software zur Analyse von PCR-Produkten. Dabei wurden mit bis zu vier 

verschiedenen fluoreszierenden Farbstoffen markierte DNA-Moleküle zusammen mit 

einem Größenstandard innerhalb eines Elektrophorese-Gels analysiert. Mithilfe des 

Standards wurde aus dem entstandenen Elektropherogramm eine 

Größenkalibrierungskurve erstellt. Die unbekannten Molekülgrößen der PCR-Produkte 

wurden automatisch aus der Kalibrierungskurve berechnet. Für die Analyse der 

Populationen kam die Kapillarelektrophorese (JORGENSON & LUKACS 1981) zum Einsatz. 

Die DNA-Fragmente wurden in einem ABI Prism 310 Genetic Analyzer nach ihrer Größe 

aufgetrennt. Dazu wurden in der selektiven Amplifikation farbstoffmarkierte (6-FAM) 

Eco-Primer verwendet und vor der Denaturierung der DNA ein Größenstandard (Gene 

Scan 500-LIZ Size Standard) dazugegeben. Die Elektropherogramme wurden mit der 

Software GeneScan erstellt. 

Für die Ähnlichkeitsanalyse aller Populationen einer Art wurden alle Peaks zwischen 100 

und 500 bp mit einer Peakhöhe von Ó 30 verwendet. Dabei wurde die Einstellung Ălight 

smoothing of peaksñ in GeneMapper 5.0 ausgewªhlt, um die Peaks etwas zu glªtten. Es 

wurde die automatische Auswertung des Programms verwendet (automatical bin setting 

and reading). Die 0-1-Matrizen aus den beiden Primer-Kombinationen wurden zuerst 

einzeln und anschließend zusammen mithilfe eines Algorithmus in Microsoft Excel 2010 
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hinsichtlich Ähnlichkeiten zwischen Proben und Fehlerraten zwischen Wiederholungen 

ausgewertet. Mithilfe der Software PAUP 4.01 wurden die genetischen Unterschiede in 

einer baumartigen Struktur dargestellt. 
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2.2 Ausbreitung über Sporen 

2.2.1 Sporenproduktion in den Sporenständen 

Zur Abschätzung der Anzahl gebildeter Sporen wurden zum einen Sporenstände von 

Lycopodium clavatum im unreifen Zustand gesammelt und in geöffnete 2,0 ml-Tubes 

zum Trocknen gelegt. Die Sporen konnten so gleich in einem Messgefäß aufgefangen 

werden. Der Durchmesser einer Spore von L. clavatum entnommen aus der Literatur liegt 

zwischen 23,6 µm (PETROFF 2005) und 42 µm (WANNER & PUSCH 2000). Die Länge der 

Sporenstände wurde ab dem Beginn der ersten Blättchen im Sporenstand gemessen 

(Messgenauigkeit: 1 mm). Zu den Längen der ähnlich breiten Sporenstände der selteneren 

Diphasiastrum-Arten liefert die Online-Flora von Österreich Messwerte (FISCHER et al. 

2007). Das Sporenvolumen in den Tubes wurde mit Vergleichs-Tubes mit bekanntem 

Volumen an Wasser (50 µl bis 250 µl mit Abstufungen von 50 µl) abgeschätzt 

(Messgenauigkeit: 10 µl). Das Verhältnis aus dem theoretischen Sporenvolumen in mm³ 

und der Länge des jeweiligen Sporenstandes in mm stellt den Umrechnungsfaktor u dar, 

mithilfe dessen optimalerweise für Sporenstände jeder Länge Sporenvolumen bestimmt 

werden können. Die Packungsdichte P ist jedoch nicht bekannt, sollte aber zwischen 50% 

und 74% für eine angenommene Kugelform einer Spore betragen.  

 

Volumen einer Spore:  ὠ ʌÒύ 

Sporenanzahl:  ὲ   
 z    

 

Um die tatsächlich freigesetzte Anzahl an Sporen ermitteln zu können, ist eine 

Berechnung eines Minimal- und Maximalwertes erforderlich, da ein unterschiedlicher 

Sporenradius r (A), eine unterschiedliche Packungsdichte P der Sporen (B), ein 

unterschiedlicher Anteil freigesetzter Sporen Sf (C) sowie eine unterschiedliche Länge L 

der Sporenstände (D) berücksichtigt werden müssen. Für die Berechnung des 

Maximalwertes müssen von A der Minimalwert und von B, C und D der Maximalwert 

verwendet werden. Für die Berechnung des Minimalwertes müssen von A der 

Maximalwert und von B, C und D der Minimalwert verwendet werden. 
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Gesamtsporenvolumen (Sporenstand): ὠ  όz ὒ 

Anzahl freigesetzter Sporen:  ὲ Ὓ ρzπz
 

ὖz 

Gesamtformel zur Berechnung:  ▪╢█
ᶻ

Ⱬ►
╟z ╢z█ ◊z ╛z 

r  = Radius einer Spore in µm  

P = Packungsdichte der Sporen in %  

Sf = Anteil freigesetzter Sporen eines Sporenstandes in %  

u = Umrechnungsfaktor  

L  = Länge eines Sporenstandes in mm 

 

Aufgrund dieser Problematik wurden zusätzlich Sporen direkt in einzelnen Sporangien 

gezählt, um genauere Werte zu erhalten. Dies erfolgte mit einem 1x1 mm-Gitter unter 

einem Stereomikroskop (Zeiss Stemi SV6). Aufgrund des Aufwandes wurde dies nur mit 

der häufigen Vergleichsart L. clavatum gemacht, die auch im folgenden 

Sporenausbreitungsversuch geometrisch perfektere Populationen aufweist. Um die 

Gesamtzahl der in einem Sporenstand gebildeten Sporen zu ermitteln, wurde außerdem 

die Anzahl der Sporangien in einem Sporenstand bestimmt. 
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2.2.2 Terminale Fallgeschwindigkeit der Sporen 

Die terminale Fallgeschwindigkeit beschreibt die Maximalgeschwindigkeit, die ein 

Körper mit einem Radius r und einer Dichte p1 im freien Flug ohne Luftbewegungen unter 

dem Einfluss der Erdbeschleunigung g erreicht.  

Nach dem Stokesôschen Gesetz gilt:   ὺ ςz ὶ Ὣzᶻ
ᶻ

 mit 

Radius r einer Spore = 0,0016 cm (mittlerer Wert aus Literatur) 

Erdbeschleunigung g = 981 cm*s-² 

Dichte p1 einer Spore = 1,175 g*cm-³ (mittlerer Wert aus Literatur) 

Dichte p2 der Luft = 0,00129 g*cm-³ 

Viskosität µ der Luft = 0,000182 cm*s    

Theoretische terminale Fallgeschwindigkeit:  ὺ σȟφ ὧάzί  

Der Sporenradius wurde für je 50 Sporen von L. clavatum, D. complanatum und 

D. tristachyum unter einem Mikroskop bestimmt. Da es in der Literatur sehr 

unterschiedliche Messwerte zur terminalen Fallgeschwindigkeit gibt, soll mithilfe eines 

Versuches ein klarer Wert ermittelt werden. Auch wenn es bereits Versuche gibt, bei 

denen die terminale Fallgeschwindigkeit mithilfe von Laserlicht gemessen worden ist 

(ASKEW et al. 1997), soll doch eine kostengünstigere, aber dennoch genaue Methode 

gewählt werden. Es wurde ein Versuch basierend auf TESMER & SCHNITTLER 2007 

durchgeführt, bei dem ein durchsichtiger Zylinder verwendet worden ist, der bis auf eine 

kreisförmige Öffnung im oberen Teil abgedichtet war. An zwei Seiten wurden LED-

Leuchten befestigt. Eine Seite des Zylinders wurde abgedunkelt, da der Versuch im 

Dunkeln durchgeführt worden ist (vgl. Abbildung 2-4). Für den Versuch wurden 

Sporenstände der weiter verbreiteten Bärlapp-Art L. clavatum verwendet. Ein 

Sporenstand wurde über die kreisförmige Öffnung gehalten und einmal mit dem 

Zeigefinger angestoßen. Von den unterschiedlich schnell sinkenden ĂSporenwolkenñ 

wurde die letzte ausgewählt, da es hier am wahrscheinlichsten ist, tatsächlich einzelne 

Sporen zu messen. Von dieser wurden einzelne Sporen ausgewählt und mit einer 

Stoppuhr die Zeit gemessen, die sie von der oberen Markierung des Zylinders bis zur 

unteren Markierung (insgesamt 24,5 cm) benötigt haben. 
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Abb. 2-4: Fallzylinder.  
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2.2.3 Sporenfallen zur Ermittlung der Ausbreitungsdistanzen 

Vorversuch 

Als Vorversuch wurden an einer Population von L. clavatum in Mecklenburg-

Vorpommern (Heideberge bei Neu Dargelin) zwei verschiedene Typen von Sporenfallen 

getestet. Zum einen eine mit vertikal ausgerichteten, klebenden Objektträgern (ALCAZAR 

et al. 2003) und eine mit horizontal ausgerichteten Trichtern mit einem Netz (GOMEZ-

NOGUEZ et al. 2014). Letztere ermöglichen auch eine Messung des Niederschlages. Beide 

Sporenfallen wurden so errichtet, dass sie Sporen in einer Höhe von 30 cm über dem 

Boden einfangen können (vgl. Abbildung 2-5). Mit dem am besten geeigneten 

Sporenfallen-Typ sollen Diphasiastrum-Populationen in Thüringen und Sachsen und 

diese Population von L. clavatum als Vergleichsart mit ähnlich großen Sporen untersucht 

werden.  

 

 

 

Abb. 2-5: Sporenfallen. Dargestellt sind die ĂPluviometric Spore Trapñ (links) und die 

Klebefalle (rechts). 




































































































































































