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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die mitteleuropéischen Flachbarlappe (Gattughasiastrum sind in Deutschland alle
hochgradig gefahrdet und kénnen ohne geeignete Artem@inahmen hier nicht
dauerhaft Uberleben. In der vorliegenden Arbeit werden die Grundlagen fir ein
Artenhilfsprogramm geschaffen, indem die Repiktbnsbiologie untersucht waden ist

und die O©kologischen Anspriche un@efahrdungsursachen ermittelt ndan, um

entsprechende Hilfsmalinahmen fir die Arten zu entwickeln.

Um Rickschlusse auf das Reproduktionssystem der EltachHybridarten zu erhalten,
wurde die genetische Diverditermittelt. Dabei kam das fingerprintiMgrfahren AFLP

zum Einsatzywomit Arten und genetisch verschiedene Individuen voneinander abgegrenzt
werden koénnenVerwendet wurden die beideRrimerKombinationen EcCoORAAG /
Vspl-CT und EcoRIACT / VspkCAG. Die gro3te genetische Diversitat der Elternarten
weistD. complanaturauf, die Uberwiegend durch echte Fremdbefruchtung (outcrossing)
entsteht, wahrend die genetische Diversitat der beiden anderen Eltebhatignumund

D. tristachyumgering ist und nuknapp oberhalb einer definierten Fehlerrate liegt. Die
Proben der Hybridarten unterscheiden sich so stark voneinander, dass davon ausgegangen
werden muss, dass dies immer wieder neu entsteherdglfitlen sind, wenngleich die
Unterschiede bd). oellgaardi vergleichsweise gering aufgrund der geringen genetischen

Diversitat der ElternarteD. alpinumundD. tristachyumist.

Die Sporenproduktion in den Sporenstadnden wundker anderendirekt durch Zahlung
von Sporen in den Sporangien unterm StereomikroskwopZahlung der Sporangien in
den Sporenstanden ermittelt. Sporangien kodavatumenthaltendemnach 27735+(
7492) Sporen pro Sporangium, 105,2 8,7) Sporangien pro Sporenstand und
hochgerechnet etwa 2,1 bis 3,8 Millionen Sporen pro Sporenstand.

Die terminale Fallgeschwindigkeit liegt flir clavatumbei 2,16 ¢ 0,11) cm*st und fiir

D. complanatunbei 2,25 £ 0,10) cm*st. Die Spore haben einen Durchmesser von 29,5
(x 2,0) pm bzw. 32,34 2,5) um.Die gemessene Geschwindigkeit liegt deutlich udésr
theoretischerund lasst sich damit erklareda Sporen keine perfekten Kugeln sind und
aufgrund ihrer stark reliefierten Oberflache Turbulenzen erzeugt werden, die den Fall
verlangsamen.

Die Anzahl der in Entfernungen bis 260zu einesporenbildendePopulation fliegenden

Sporen wurde mithilfe von vertikalen klebenden Sporenfallen Dhaiomplanatum




Zusammenfassung

D. tristachyumund L. clavatumbestimmt. Nur fur die Population vdn clavatummit
11358 reifen Sporenstanden auf kleiner Flacerden weitere Berechmngen
durchgefuhrt. Folgende Funktion beschreibt die Anzahlddech die Luft fliegenden
Sporenin einer Hohe von etwa 4fm tUber dem Bodeim Abhéngigkeit zur Entfernung x:
f(x) = 45878*x%392(R2=0,9979). Es konnten selbst in 200Entfernung noch ekelne
Sporen an den Sporenfallen nachgewiesen werBen.die maximale theoretische
Ausbreitungsdistanbei nur knapp 13én liegt, selbst wenn ein konstant horizontal
wehender Wind von 10km/h angenommen wird, mussen aufwéartsgerichtete

Luftstromungen einentscheidende Rolle bei der Fernausbreitung spielen.

Die Ansiedlungsversuche wurden im Thiringer Schiefergebirge am Grinen Band bei
BrennersgrunD. alpinumundD. tristachyum und im Péllwitzer Wald@. complanatum
durchgefuhrt. Als Vergleichsart wurdewieder L.clavatum verwendet. Die
Sprossverpflanzungen verliefen insgesamt erfolgreich mit einer Uberlebensrate von 8%
fur D. alpinum 17% furD. complanatum8% furD. tristachyurmund 22% fui. clavatum

Der jahrliche Rhizomzuwachs liegt bei @, 133 (£ 1,8)cm, 7,5cm bzw. 9,1£ 4,0)cm

fur die entsprechenden Arten.

Die Vegetationsbedeckung vorher abgeplaggter Flachen liegt zwischen 39 und 53% nach
zwei Jahren, jedoch mit groRen Unterschieden selbst zwischen benachbarten Flachen und
wird hauptsacich durch ein schnelles Mooswachstum bestimmt.

Nach etwa funf Monaten sind keine Sporen auf sterilem N&hrstoffmedium gekeimt,
obwohl diese unterschiedlich behandelt wurden, zum Beispiel mit Rauchgas, Hitze,
konzentrierter Schwefelsaure oder durch Moérséurch die Keimungsversuche an den
Wuchsorten waren nach 2,5 Jahren erfolglos. Eine Erklarung kann ein Dormanzstadium

unbekannter Dauer vor der Keimung sein.

Der Anzahl der jahrlich gebildeten vertikalen Sprossbischel wurde indirekt fir je eine
Populatiorfur D. zeilleri (2,5/Jahr) undD. issleri(2,0/Jahr) bestimmt, indem der Quotient

aus der Anzahl der Sprossbiischel an der langsten Rhizomverbindung und dem bekannten
Alter des Standorts ermittelt worden ist. Die Zugehdrigkeit von Rhizomstiicken zu einem
Klon wurde mit der AFLRMethode abgesicheiDie meisten Populationen in Deutschland
werden demnach mehrere Jahrzehnte jaloch ohne beobachtete Verjingung Uber
Prothallien. EineErklarung kbnnten die immer noch sehr geringen-YHrte in den

Unterbdden vors,6 @ 0,24) sein, die giftige Af-lonen pflanzenverfiigbar machen.
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1 Einleitung

1 Einleitung

Die Pflanzenfamilie der Barlappgewachse (Lycopodiaceae) innerhalb der Farnpflanzen
(Pteridophytehist mit etwa 400 Arten weltweit vertreten (K8 TROM & K ENRICK 2000).
Innerhalb dieser Familie sind die Flachbarlappeliasiastrumy mit insgesamt 15 bis
20Arten in der temperaten und der borealen Zamee mittelgroRe GattungNah
verwandt ist die Gattunycopodium die deshalb in dieser Arbeit @ueine wichtige

Rolle spielt. WAGNER Jr. & BEITEL 1993 beschreiberFlachbarlappe mihorizontaén
Sprosse (Rhizome) und vertikaleSprosse (Sprossbiuschel) etzteresind quadratisch

bis flach, verzweigt und tragen linealigchis lanzettliche Blatterjeldachziegelartig auf

der Oberseite (Dorsalblatter), der Unterseite (Ventralblatter) und seitlich (Latera)blatte

angeordnesind Die Sporensténde (Strobili) sitzan den vertikalen Sprossen und sind

gestielt oder ungestietheistzu mehreren angeordn@gl. Abbildung1-1).

Abb. 1-1: Sporophyten der DiphasiastrumArten. Dargestellt sind die Hauptarten
Diphasiastrum tristachyurtiinks, mit fast reifenStrobili), Diphasiastrumcomplanatim (rechts
oben sterile SprossbuscheundDiphasiastrunalpinum (rechtsunten, mit unreifen diesjahrigen
und abgestorbenen vorjahrigen Strqbili




1 Einleitung

Werden Sporenstande ausgebildet, kann eine sexuellpra@ektion Gber Sporen
erfolgen, ansonsten ist auch vegetative Vermehrung uber die Rhizome miigiath.
PLOTNIKOV 1977 in Q\LLAGHAN & EMANUELSSON 1985 werden 4*10Sporen in einem
Strobilus vonLycopodiumannotinumgebildet die im Spatsommer durch denifl
ausgebeitet werden konnen.Sporenzahlen zulLycopodium clavatumund den
DiphasiastrumArten sind bislang nicht bekan@um Sporenradius vdn clavatumgibt
es verschiedene Messwerte in der Literatur, die zwischenutdi,8nd 21um liegen
(BROOKS & ELSIK 1974

FERRANDINO & AYLOR 1984

Tabelle 1-1: Sporenstandslangerbei Diphasiastrum

Art (wiss.) Lange desSporenstandes in mm NIKLAS 1985 GRINSHPUN et al.
D. alpinum (6) 81 15 (20) 1991, WANNER & PuscH 200Q
D. issleri (10) 151 25 (30) PETROFF 2005 LOUBET et al.
D. complanatum (10) 15i 30 2007, ZivcovAa et al. 2007
D. zeilleri 157 25 (30) OkuBo et al. 2010 BORRELL
D. tristachyum 157 95 2012 BARON et al. 2014, fur
- ) D. complanatum werden etwa
D. oellgaardii (10) 157 30 (35)

19um angegeben (X et al.
2013).Auskunft zur Lange der Strobili gebersEHERet al. 2007 (vgl. Tabellg-1). Zur
terminalen Fallgeschwindigkeit dBiphasiastrumSporen gibt es bislang keine Daten in
der Literatur, jedoch fut. clavatum(ZELENY & MCKEEHAN 1910, SEPANOV 1935,
GREGORY & STEDMAN 1953, GIAMBERLAIN 1967, FERRANDINO & AYLOR 1984, D-
GIOVANNI et al. 1995, RMBERT et al. 1998, buBET et al. 2007, BRRELL 2012). Uber

die maximale Ausbreitungsdistanz der Sporen ist auch nur wenig beRamoh den

Wind auf den Boden abgelagertpdgen kdnnen nach RICHMANN 1898 nur durch
Wassertropfen weitertransportiert werden, da die Anziehungskrafte zwischen Sporen und
Bodenpartikeln zu grof3 sein solleie Sporen keimen im Dunklen unter der
Bodenoberflach zu ProthallieWHITTIER 1977, WHITTIER 1981, WHITTIER & WEBSTER

1986. Nach BRucHMANN 1910 kann das sechdahreaufgrund einer Dormanzphase
dauern wobeilL. clavatumund L. annotinumnur 5% keimfahige Sporen bilden sollen,

die dann auch noch unregelmafiig keinteaim Keimen reil3en die Spam dreilappig

auf. Die weitere Entwicklung hin zu einem Prothallium soll weitere sechs bis neun Jahre
in Anspruch nehmeticr beobachtete dies an den ArizrcomplanatumL. clavatumund

L. annotinum Das Prothallium vorDiphasiastrumist im Gegensatz zuehen von




1 Einleitung

Lycopodiummoéhrenférmig, aber betreibt auktykorrhiza(WAGNERJr. & BEITEL 1993)
Unterirdische Prothallien stellen wahrscheinlich eine Anpassung an Trockenheit dar
(WAGNER et al. 1985)Die Mykorrhiza sollnach BRucHMANN 1910f0r L. clavatumund

L. annotinumerst nach der Keimung isogenannt&infzellstadium notwendig seiRur
Diphasiastrummacht er diesbeziiglich keine Angaberbie Gametophyten bilden
mannliche und weibliche Gametemabei gibt es die Maoglichkeit vonechter
Fremdbefruchtung o{tcrossing), Selbstbefruchtunginnerhalb eines Prothalliums
(intragametophyticedfing) und einer Zwischenforrintergametophyticedfing) mit der
gleichen genetischen Konsequenz wie logeitcrossing (vgl. Abbildung1-2). Bei
Uberwiegender Fremdbefruchturignerhalb einer Population sollte die genetische
Diversitat zwischen den einzelnen genetischen Individuen (Geneten) gro3er sein als bei
Selbstbefruchtung. Schlielilich besteht noch die Moglichkeit der vegetativen Vermehrung
Uber Rhizome aus der genetiscidentische Individuen, im Folgenden als Klone
bezeichnet, hervorgeheRraglit ist, inwieweit sich diese von aus intragametophytic

selfing entstandenen Individuen unterscheiden.

alter Windausbreitung Keimung Befruchtung neuer Sprosszuwacl hs neue sporenbildende
> Spore > Gametophyt ————————> _— P :
Sporophyt 20> nund2n->n n->2n<-n Sporophyt Population

00 . Intragametophytic

= = = —A—I\;"@ o ammimar "l Z ——/}*i -------------- )
W A2 = — '\‘ \4%
AN T

intergametophytic
selfing

Zeitin
>

L
! ! Jahren
20

Abb. 1-2: Reproduktion bei Diphasiastrum Dargestellt sind die Formen der sexuellen
Reproduktion bei deDiphasiastrurrArten. Zwei genetisch verschiedene Sporophyten A und B
bilden unter Reduktionsteilung (Meiose) Sporen aus (A bzw. B). Nach der Keimung zum
Gametophyten kannre Befruchtung durch Gameten der Gametophyten A und B eri(iiger)

wobei man von Outcrossing spricht. Eine Befruchtung kann auch durch Gameten der
Gametophyten Al und A2 erfolgéviolett, Intergametophytic Selfing) oder durch zwei Gameten
eines Gamefghyten, z. B. A (rot, Intragametophytic Selfing).

Alle sechs in Deutschland vorkommenden FlactbarlappArten

Diphasiastruncomplanatum (L.) Horus, Diphasiastrumalpinum (L.) HoLuUB,

3



1 Einleitung

Diphasiastruntristachyum (PuUrsH) HoLus, Diphasiastruneeilleri (Rouy) HoLus,
Diphasiastrumssleri (Rouy) HoLus und Diphasiastrum oellgaardiSTooR et al.nach
BUTTLER & HAND 2008 sind stark gefahrde(KorNECK et al. 1996 LubwiG &
SCHNITTLER 1996. Fruher waren i@ Arten so verbreitet und haufig, dass sie unter
anderem ziKranzen gebunden worden sindADERTZ & ZASADA 2001).Die erstim Jahr
1996 wissenschaftlich beschriebene Brbellgaardiiist wie die beiden ArteD. zeilleri
und D. issleri hybridogenen Ursprungs, was mithilfe gelelektrophoretiscb@enzym
Analysen nachgwiesen waden ist(STooret al.1996)

Flachbarlappe besiedelten in Deutschlaredimutlich einst durch Brand entstandene
Waldlichtungensowie Silikatfelsflurender Durchbruchstalerwéhrend es heute fast
ausschlief3lich antbpogen geschaffene Biotopse Wegb6dschungen und Skipisten, aber
auchZwergstrauchheiden aghemals militarisch genutzi&lachersind(vgl. Abbildung

1-3). Aktuelle Verbreitungskarten all&iphasiastrurmArten flr Deutschland gibt es im
WebGIS der Deutschlandflora.

Abb. 1-3: Standorte von DiphasiastrumArten. Dargestellt sind ein naturnaher
Kiefernmischwald miDiphasiastrum tristachyunm der Oberlausitz in Sachsen (1), ein borealer
Nadelwald in Sudrinnland mitDiphasiastrumcompanatum(2), eine Zwergstrauchheide mit
Diphasiastrum complanaturauf einer ehemals militdrisch genutzten Flache im Thiringer
Schiefergebirge (3) und eine Zwergstrauchheide Dighasiastrum tristachyunauf einer
Skipiste im Rothaargebirge in Nordrhaiegfalen (4).
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1 Einleitung

Eine Gefahrdungsursach&bnnten heutzutage zumindeshdirekt die erhodhten
Stickstofeintrage in den Boden aus der Zeit des verstarkten sauren Regens in
Deutschlanddarstellen Saurer Regen fuhrt zu einer BodenversauerungGs &
AGRAWAL 2008. AulRerdem soll er negative Auswirkungen auf die Mykorrhiza haben
(KAENE & MANNING 1988, MAEHARA et al. 1993, @NRUBIA & Diaz 1996). Bei
niedrigeren pHWertenim Boden deutlichunter 4 sind bestimmte Elemente nicht mehr
(z.B. P,K, Ca, Mg), andere fur & meisten Pflanzen toxische ElemefateB. Al) jedoch
verstarktpflanzenverfiigbafLAKE 2000. Die relativ lange Keimungsdauer der Sporen
setzt ein groRRes Zeitfenster fir die Besiedlung an einem Standoftiudige weitere
Entwicklung der Pflanze vorauBieses konnte durch eine beschleunigte Sukzession,
ausgelost durch Eutrophierung, enger geworden sein.

Um die in Deutschlad nach 844 Bundesnaturschutzgeselb®esonders geschitzten
(aufgefuihrt in Anlage 1 der Bundesartenschutzverordnuing)in der FloraFauna
HabitatRichtlinie im Anhang V gelisteten Arten vorm Verschwinden zu bewahren,
sollen die Grundlagen fir ein Artenhilfsprogramm geschaffegrden das auch auf
andere Arta mit dhnlicher Okologie wie B. Wintergriingewachse (Pyrolaceae)
Ubertragbar ist. Denn Wintergriingewachse besiedeln &hnlich Standorte wie
Flachbarlappe und besitzen ebenfalls eine ahnliche Reproduktionsbiologie, wenngleich
die Ausbreitungseinheit ein nur wenige Mikrogramm schwerer San@isANSSON et

al. 2014) Das Ziel meier Arbeit ist es,die Lage, Beschaffenheit und das zeitliche
Bestehen geeigneter Flachen in der Landsdétaftie Flachbarlappe zu ermitteln, didgr

eine spontane Neuetablierung von Populatiditeer Sporererforderlichsind Dazu ist

es notwendigdie Reprduktionsbiologie der Arten und deren Standorte zu untersuchen.
Darauf aufbauend gliedert sicheme Arbeit in vier Arbeitsfelder, ehen folgende

Fragestellungen zugrunde liegen:

(1) Genetische Diversitat:
Wie viele Sporophyten kdnnen sich an einem Staretablieren?
Wie grol3 ist die genetische Diversitir Elternarten sowiger hybridogen entstandenen

Zwischenartemund ist delArtstatusletzterergerechtfertigt?
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(2) Sporerausbreitung:

Wie hoch ist die Sporenproduktion in den Sporenstanden?

Wie gol3 ist die Ausbreitungsdistanz der Sporen einer bestehenden Pogulation
Welchen Einfluss habeterminale Fallgeschwindigkeiind Umweltfaktoren (Wind,
Luftfeuchte)

(3) Etablierungsversuche:

Wie hoch ist die Keimungsrate der Sporen und kann Feuerlzbsshaleunigen?

Wie grol3 sindlerRhizonmzuwachsind die Anzahl gebildeter vertikaler Spropse Jahr?

(4) Standortanalyse:
Wie lange existieren Populationen an einem Standort und welche Faktoren wirken

limitierend?

Folgende Hypothesen gilt es zu besgi:

Genetische Diversitat

Die genetische Diversitat der drei Elternarten unterscheidet sich nicht signifikant

voneinander.

Sporenausbreitung

Theoretische und gemessene terminale Fallgeschwindigkeit unterscheiden sich nicht

signifikant.

Etablierungsversche

Abgetrennte Rhizomstiicke wachsen besser in der Nahe bestehender Populationen an.

Standortanalyse

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

Es gibt einen Zusammenhang zwischen dem Alter eines Klons und seimeinmesser.




2 Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Genetische Diversitat

DasfolgendeKapitel 2.1 bestehtm Wesentlichermusdem Kapitel 2 meiner im Jahr 2014

an der MathematiseNaturwissenschaftlichen Fakultat der ErN&iritz-Arndt-

Universitat Greifswald vorgetgenDi p| o mar b e i t Etablierungdven™FLPi t el A
zur Abschatzung der genetischen Diversitdit von Restvorkommen ddungat

Diphasiastrum n Th¢ri ngeni.
2.1.1 Vorarbeiten in den Untersuchungsgebieten

FUr diegenetischetyntersuchungen wurden Populatioradier DiphasiastrumArtenaus
dem Thiringer Wald, deidohen Thiringer Schiefergebirggem Bayerischen Walahd
dem Harzausgewahlsowie einzelne Proben aus den Algersgesam®09 Probenaus

den Labornummern 96 big79). Die Fundortdaten wurden aus den Datenbanter
jeweils zustandigen Landesbehdrden fur Naturschutaus@igenen Kartierergebnissen
entnommenDie Fundorte wurden irdlerbst2014und 2015aufgesucht und auf die dort
nachgewiesenen Arten Uberprift. Dazu wurden Luftbilder aus Google Maps mit den
eingezeichneten Fundortesowie ein GPS5erat Garmin etrex 1Cals Unterstutzung
verwendetDie Vorarbeiten sowie das Sammeln und Bestimmen der Pflanzen wurde im
Harz, Bayerischen Wal(zusammen Uberwiegender Teil der Probenyl den Alpen
durch Karsten Hormorgenommen, fiir zwei zusétzlich beprobte Pflanzen aus den Alpen

durch Prof. Martin SchnittleEinen Uberblick ibedie Fundorte Arten, Sammler und

Bestimmer (leg./det.) sowieabornummerriefert Anhang A

Da es sich bei derDiphasiastrumArten um besoders geschitzte Artemach

81 BArtSchV handelt, wird fir das Sammetrach 844 Abs. 1, Nr. 4 BNatSchG und das
Aufbewahren nach 844 Abs. 2, Nr. 1 BNatSch&ne artenschutzrechtliche
Ausnahmegenehmigung ben6tioa hier der Zweck der Forschung im Mittelpusteht,

muss eine Ausnahme nach 845 Abs. 7 Nr. 3 BNatSchG zugelassen ieedenvurde

nach Antragstellung durch dieustandigen Naturschutzbehdrden der einzelnen
Landkreise, in denen gesammelt werden sollte, erteilt. Der Bescheid musste bei den
Gelandeebeiten mitgefuhrt werden. Als Gegenleistung fur den Genehmigungsbescheid
wurden den Naturschutzbehérden nach Abschluss der Gelandearbeiten die Daten der

beprobtenDiphasiastrumaPopulationen zur Verfigung gesteldas gleiche Verfahren
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war fur alle weiteen Versuche, bei denen Teile vBarlapperentnommen worden sind,

iIm Rahmen dieser Arbeit notwendigapitel 2.2., 2.3.2, 2.3.4, 2.4.3).

Beprobt wurde je Population ein Sprossbischehne dass aufwandigere
Sammelmethoden wie d&rid Samplingzum Einsatzkamen Populationen sind im
Folgenden als raumlich klar abgetrennte FlachbarRatphes mit einem Mindestabstand

von 1m zueinander definierAn den ausgewahlten Fundorten @gphasiastrurArten
wurden zuerst Daten zur jeweiligen Population erhobenzuDgehort eine
Koordinatenangabe vom Mittelpunkt der Population mit geografischen Koordinaten
(Dezimalgrad mithilfe eines GPSGerates Garmin teex 10 Neben der genauen
Lokalisierung der Populationen wurden Daten zur Populationsgréf3e erhoben, da dies in
den Nebenbestimmungen der Genehmigungsbescheide festgelegt wurde. Dazu wurde die
Anzahl aller Sprossbischel durch Zahlung ermittelt und die Deckung der lebenden
oberirdischen Pflanzenteile geschatzt. Hierbei wurde aber abweichen8ramn-
BLANQUET 1964 nicht der prozentuale Anteil an der markierten Untersuchungsflache,
sondern die absolute Deckung der Art in dm? angegeben. Fur die folgenden Arbeiten
wurden die Sprossbischel mit einer Astschere freigelegt. Die Arten wurden mithilfe des
Bestimmungsschlissel®n HORN 2006bestimmt

EinigePopulatiomn, bei denen eine Artbestimmung aufgrund Hybridisierung nicht sicher
maoglich war,wurden mit einem Herbarbeleg abgesichert, fir den aber nur ein Teil eines
Sprossbischels verwendet wurden jedem Sprossbischeuvdenzwischen 5&m und

80cm Sprossmaterial enthommen (ca. B Trockenmaterial)Das Pflanzenmaterial
wurde mit einer Schere entnommen und in ein gefaltetes halbesTBilgttenpapier
eingelegt (Sprossstiucke von insgesamaiximal 30cm Langé.

Das Batt wurde auf3en mit Art, Fundort und Datum beschriftet (zB.

ADal p_Suh)1@d0@1mit Leim zugekl ebt . Di e besc
einen luftdicht verschliel3baren Kunststoffbeutel {£grk) mit SilicaGel gelegt(vgl.
Abbildung 2-1). Silica-Gel ist gut geeignet, um frisches Pflanzenmaterial schnell zu
trocknen, ohne die DNA stark zu zerstoren. Es ist besser als Anhydrit {Cg&iynet,

da es mehr Wasser aufnehmen und schneller regeneriert werden kann. Aul3erdem ist es
im Vergleich zu Anhydt 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 Gelande wurde das Pflanzenmaterial ihoZipBeuteln in

einem trockenen Raum bei Zimmertemperatifbawahrt. Diegefalteten TUtemvurden

am Tag des Sammelns gewechselt, da das Material feucht gesammelt wurde. Beim
Wechseln der Tuten wurde darauf geachtet, dass die Luft vorm Verschlie3en-der Zip
Lock-Beutelherausgepressitird, da diese Feuchtigkeit drélt und somit dem schnellen
Trocknen entgegenwirkt. Das Sili€zel wurde gewechselt, sobald es sich entfarbt hat

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

und wurde neh mehreren Wochen wiederholt.

Abb. 2-1: Vorbereitung des Probenmaterials. Getrocknetes Pflanzenmaterial von
Diphasiastrum alpinunin SilicaGel (links), 60mg abgewogen und abgefllt in 2,6mibes
(Mitte) und nach dem Zerkleinern in einer Schwg m¢ hl e ARet sch MM 301d (r
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Fur die DNAEXxtraktion wurden pro Population jeweils 8@ Pflanzenmaterial auf

einer Feinwaage (Sartorid& 313 § abgewogen. Bei der Extraktion wurde etwa von
jeder funften Probe eine Wiederholung gemacht, wobei jew@lgleiche Menge
getrocknetes Pflanzenmaterial eingewogen wurde. Das abgewogene Probenmaterial
wurde sofort in 2,0nl-Reaktionsgefal3e (Safe Lock Tubes, Eppendorf) geflillt. In jedes
2,0ml-Tube wurde eine Stahlkugelit 4 mm Durchmesser gegeben. Zum Zeikern
wurde eine Schwingmuhle (MIg01, Retsch) verwendet. Das Probenmaterial war bei
einer Frequenz voB0 Hz (1800min) nach Imin zerkleinert undhomogenisiert

(vgl. Abbildung2-1).

2.1.3 DNA-Extraktion

Grundlagen

Pflanzenzellen besitzen eine Zellwand, dog der DNA-Extraktion erst aufgebrochen
werden muss. Bei Pflanzenmaterial, welches mit SBeagetrocknet wurde, erfolgt dies
durch eine Schwingmuhlggl. Kapitel 21.2).

Mithilfe eines Extraktionspuffers werden unerwinschte Zellbestandteile und Stoffe
entfernt. Um die DNA von Membranen und Proteinen zu trennen, wird
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) eingesetzt. Zusatzlich verwendete Salze wie z.
B. Natriumchlorid (NaCl) verhindern eine Komplexbildung von CTAB mit
Nukleinsauren. BereilSELLAPORTA etal. 1983nennen als Modifikation ihres Protokolls
eine Extraktion mit CTAB.

Bei DNA-Extraktionen kénnen nach der Auflésung der Zellbestandteile Polyphenole an
die Nukleinsduren binden. Um das zu vermeiden, kann Polyvinylpyrrolidon (PVP)
eingesetzt werdedas mit Polyphenolen durch Wasserstoffbriickenbindungen Komplexe
bildet (CHIRGWIN et al.1979in JoHN 1992)

Phenol/Chloroformoder Chloroform/Isoamylalkohdtxtraktionen kbnnen zur weiteren
Aufreinigung der Nukleinséduren verwendet werden. Dabei bildéndsa Phasen. Eine
untere flissige, in der das Chloroform zuriickbleibt, eine mittlere feste mit Proteinen und
eine obere fllissige mit den Nukleinsduren. N&slERSON et al. 1993 kann eine
zweifache Extraktion mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) sinnvadlin, um eine

reinere obere Phase zu erhalten.

Abgeéndertes Soltis Lab CTAB DNA Extraction Protocol
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Zum zerkleinerten Pflanzenmaterial wurdewgils abweichend vom Protokoll, welches
auf DoYLE & DoYLE 1987 basiert,1,2ml vom Extraktionspuffer(ivgl. Tatelle 2-1)
dazugegeben, sodass die Reaktionsgetiidieinter den Deckddefullt waren (2,0nl-
Tubes). Nach dem Beflllen von zwei Tubes wurden diese sofort kraftig geschittelt, um
einen Absatz am Boden zu vermeiden und um die Stahlkugeln spater besseereatier
konnen. Fur die Reaktion kamen die Tubes mit dem zerkleinerten Pflanzenmaterial im
Extraktionspuffer in einen HeizblodkLM LS1 fur 60min bei 55°C. Dabei wurden sie

alle 15min per Hand geschittelt. Die Stahlkugeln wurden anschliel3end mit einem

Magnet entfernt.

Tabelle 2-1: Zusammensetzung des Extraktionspuffers

Stoffbezeichnung Menge je 100ml Puffer Funktion bei der Extraktion
CTAB 29 Entfernung von Polysacchariden
TRIS 12,1g Aufrechterhaltungles pHWertes
PVP (MW 40.000) 49 Entfernung von Polyphenolen
EDTA (0,5 M) 0,585¢g Schutz vor Nukleasenaktivitat
NaCl (5 M) 8,189 Stabilisierung der DNA
Mercaptoethanol 0,5ml Entfernung von Polyphenolen

Zur Trennung von Proteinen und Nukleinsduremrde in einem ersten Schritt
abweichend zum Protokoll Phenol u@dloroform/Isoamylalkohol (24:1ijn Verhaltnis

1.1 verwendet. Zu den 1,2nl Extraktionspuffer wurden 0,8ml Phenol
Chloroform/Isoamylalkohol gegeben. Anschliel3end wurden die Tubes firiaei 4°C
(Kuhlraum) und einer Frequenz v&30/mingeschittel{Edmund Buhler KM2). Die

Tubes wurden bei 4°C fir I8in bei 15000cf (Eppendorf Centrifuge 5417 R)
zentrifugiert. AnschlieRend waren drei Phasen in den Tubes erkennbar. Eine untere
flissige in der sich da€hloroformbefindet, eine mittlere feste mit d&flanzenresten

und Proteinenund eine obere, welche didukleinsaurenenthélt. Die obere Phase
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(Uberstand) wurde misterilen, geschnittenen Pipettenspitadagenommennd in ein
neues 2,0nl-Tube gegeben. Abweichend zum Protokoll wurde noch ein zweites Mal mit
Chloroform/lsoamylalkohol24:1) extrahiert, diesmal aber ohne Zugabe von Phenol.
Verwendet wurde das Volumen des Uberstandes aus der FetemraiformExtraktion.
AuRerdemwurden zumUberstand §il Ribonuklease A (RNase A) gegeben, um
Ribonukleinsduren zu entfernen. Eine Durchmischung erfolgte durch éod
Abpipettieren. Anschliel3end kamen die Tubes fumib bei 37°C in den Inkubator.

Nur Isopropanol wurdererwendet, um die Nuklesduren ausfallen zu lassen. Dazu
musste die Menge des Uberstandes abgeschatzt werden. Geschatzt wurde anhand der
Skala der Tubes auf 30 genau. Zum Uberstand wurden abweichend vom Protokoll
0,7Volumen Isopropanol gegeben. Ein Homogenisieren erfolgtehdmehrmaliges
vorsichtiges Hin und Herschwenken der geschlossenen Tubes. Hierbei waren die
Nukleinséaurenals fadige Strukturen erkennbar. AnschlieBend kamen die Tubes fur
15min ins Gefrierfach-0°C) und wurden danach abweichend vom Protokoll fim2b

bei 15000rcf zentrifugiert.

Nach Ausschiitten des Uberstandes wurde abweichend vom Protokoll zum nun
erkennbareNA-Pellet1 ml 70%iger Ethanol gegeben. AuRerdem erfolgten &he
minutige Inkubation und eine anschlieBende Zentrifugation fiinirb bei B000rcf. Die

zweite Aufreinigungdes DNAPellets mit 7@igem Ethanol erfolgte in gleicher Weise.

Die DNA-Pellets wurden fur 1Bin bei 35°C in einer Vakuusentrifuge
(ChristRVC 2-18) in den Tubemit jeweils gedffnetenbeckel getrocknet.

Zu den getrocketen DNAPellets wurden abweichend vom Protokoll je nach Pelletgrofl3e
zwischendO pl und60 pl Tris(hydroxylmethyljaminomethasEthylendiamintetraacetat
Puffer (TEPuffer) gegeben. Die Tubes wurden Uber Nacht bei 4°C gelagert. Am néachsten
Tag wurde die DNAN den Tubes durch vorsichtigésischnipserin Losung gebracht

und anschlieRend entweder eingefror@®{C) odemweiterverwendet

Agarose-Gel-Elektrophorese

DNA ist aufgrund ihrer Phosphatgruppen schwach negativ geladen. Daher kann sie sich
bei Anlegenreiner elektrischen Spannung in Richtung der positiven Elektrode bewegen.
Das verwendete Agaroggel besitzt eine netzartige Struktur, die ein Hindurchdringen

von DNA-Fragmenten gewahrleistet. Je geringer die Agarose konzentriert ist, desto
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grof3er sind didMaschenm Netzund desto leichter passen auch groRere BxBgmente
hindurch. Da groRere DNAragmente das Gel langsamer durchlaufen als kleinere, ist
ein Auftrennen nach ihrer Gro3e mdoglich. Zur Abschatzung der GrofRe wird ein
GroRRenstandardNA-Marker mt Fragmenten bekannter GrgZ Hilfe genommen.

Es wurde ein 0,8%iges Agare&el aus 1,44 Agarose und 18l Tris-AcetatEDTA-
Puffer (TAEPuffer) hergestellt und ifauwarmenZustand in eine Gelwanndray)
gegossen. Nachdem es (nach einer Stund&reraar, wurde es tber Nacht bei 4°C im
Kuhlschrank aufbewahrt. Die Gelelektrophor&&emmer wurde mit TAEPuffer befillt

und das Tray hineingestellt. Vor dem Auftragen der DSung wurde diese vorsichtig

per Hand homogenisiert. Von jeder DNRrobe wuden 2ul vermischt mit 5ul
Blaupuffer (10x) in einen Slot pipettiert. An der ersten Position, immer nach acht Proben
und nach der letzten Probe wurde ein Slosgespart, um hier 8 vom & H i llh-d
Standardzu setzen. Anschlielend wurde mithilfe eines ©@dnE385 Electrophoresis
Power Supply (Programm P9 eine Spannung von 25 Volt fir vier Stunden angelegt.
Das Agarosésel mit der DNA kam anschlieBend fuO4nin in Ethidiumbromid, um
diese anzufarben. Ein Foto wurde mit einer Kamera Olympus -B@0O unte
Zuhilfenahme eines Transilluminators (LNcht) unter einer Dunkelhaube Biostep BH

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

2.1.4 AFLP-Reaktion

Grundlagen

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLR3$t eine DNAFingerprinting
Methode und basiert auf der Detektion von DRragmenten durch Amplifikation
mithilfe einerPolymeraseKettenreaktion (PCRBei der Restriktion wird die DNA mit

zwei Restriktionsenzymen in Fragmente unterschiedlicher Lange mit Uberstehenden
Enden zerschnitten. Dabei schneidet das EnEgwoRI (ausEscherichia col ahnlich

haufig wiedas EnzymVspl (aus eineVibrio-Art). Beidessind sogenannte Frequent
Cutter Die Erkennungssequenz von EcoRIsethsBasenpaarép) und die von Vspl
ebensolang Die entstandenen Fragmente haben nun Schnittstellen von EcoRI und

EcoRI, EcoRI und Vspl sowie Vspl und Vspl. Wahrend der Ligation binden
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doppelstrangige EcoRUnd VsptAdapteran die jeweiligen Schnittstellen mithilfe des

Enzyms T4 DNA Ligasewie in Abbildung2-2 zu erkennen ist

Restriktion
Vspl-Schnitt EcoRI-Schnitt
ST T T T T T T T T T T T T T 1T ] rTT 11713
AT TAAT G AATTC
TAAT TA CTTAA G
O I I I N T I T I 5
Ligation
Vspl-Adaptor EcoRI-Adaptor
5{I|IIIII|I|III|I|II|II|IIIII|I|I3r
CTAAT GAATTG
GATTA CTTAAC
I I I I

gl 1| |

Abb. 2-2: Restriktion und Ligation.

5r

Die Amplifikation bei komplexen Genomen mit der ARMRthode erfolgt in zwei

Schritten. Bei der Praamplifikation werden zwei Primet jeweils einem selektiven

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

Praamplifikation werden hingegen Primer mit je zwei oder mehr selektiven Nukleotiden

verwendet(vgl. Abbildung2-3). So kann die Zahl an amplifizten DNA-Fragmenten

weiter reduziert werden. Denn es ist wichtig, fur die Auswertung eine tiberschaubare Zahl

an DNA-Fragmenten zu haberrimer sind Oligonukleotide mit einer Kernsequenz, einer

enzymspezifischen

Sequenz

u nkhde dAepiifizierte | e k't i v

werden nur DNAFragmente mit einer Ecolequenz am einen und einer \(§dquenz

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

selektiven Nukleotiden der Primer passen. Die AfM&thode soll das drhandensein

oder Fehlen von DNAragmenten bestimmter Lange zeigen. Sie ist bei jeder DNA

anwendbar, unabhangig vom Organismus und der Genom(Vva3eet al. 1995) Um

spezifische DNASequenzen effizient zu vervielfaltigen, wurde die Polymerase

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

in zwei Einzelstrange. Bei der Hybridisierung binden jeweils zwei Primer an die DNA
Fragmente und di&longation beschreibt die Synthese der neuen MMfpelstrange
durch das Enzym DNAolymerase. Nach jedem Zyklus steht die doppelte Menge an
DNA-Fragmenten zur VerfuguriyluLLis et al.1986) Die Anzahl der nach einem PER
Zyklus (n) amplifizierten DNAFragmente betragt™?

Primer Vspl-CT

STTrT T T T T T T T T 713
CETANKTET
et e R T I B I L
CTAATCET CTTGAATTES
GATTAGA GARETTAAE
P I [ N T e Y GO O T O S T O O
GAACTTAAC
gl ) TTET TF PO fedl e

Primer EcoRI-AAG

Abb. 2-3: Selektive Amplifikation. Dargestellt sind ein DNAragment mit
Restriktionsschnittstellen von EcoRI (grin/rot) und V@ghu/ro) sowie die daran gebunden
Primer mit zwei (\6p+CT) bzw. drei (ECORAAG) selektiven Nukleotiden.

Durchfiihrung

Fur die Restriktion wurden die auf einem Agar@s geschatztenDNA-
Konzentrationen verwenddEs wurde jeReaktionsasatz 50(hg DNA eingesetztFur

alle Reaktionsansatze wurde ein Thermy c | eern dAEgp Mastercycl er i
Alle Arbeiten wurden auf Eis durchgefuhiier Mastermix fur eineRestriktionsasatz

bestand aus 1@ TangoPuffer, 0,251l des Restriktionsenzyms EcoRI und QiJ5des
Restriktionsenzyms Vspl. Vor der eigentien Restriktion wurde zu der Menge an DNA

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

ein Volumen von 39,2kl zu kommen. Zu den 39,38 DNA-WasseiGemisch wurden

je PCRTube 10,75ul vom Mastermix gegeben, um aah Gesamtreaktionsvolumen
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von 50l zu kommen (vglTabelle2-2). Der Reaktionsansatz fur die Restriktion kam fir
4,5h bei 37°C lid heated 60°¢in einen ThermocyclgiProgramm 37C45H

Tabelle 2-2; Mastermix fur die Restriktion.

Mastermix Arbeitslésung | Endkonzentration | Volumen fur einfachen Ansatz
TangoPuffer 10x 2X 10pl

EcoRlI 20U/pl 5U 0,25ul

Vspl ou/ul 5U 0,5ul

Gesamtvolumen 10,75ul

Fur die Ligation setzte sich der Mastermix fir einen Reagtingatz folgendermal3en
zusammen: 3,Al dd HO, 2ul T4-LigasePuffer, 1ul ATP, 0,4ul EcoRFAdaptor, 2ul
Vspl-Adaptor und Jul T4-Ligase (vgl. Tabelle2-3). Zu diesem Volumen von 1
wurden 10ul des Restriktionsprodukts pipettiert. Der Reaktionsanfatdie Ligation
kam fur 9h bei 16°C l{d heated 50°Cin einen Thermocycler (Programm LIG16).

Tabelle 2-3: Mastermix fur die Ligation.

Mastermix Arbeitslésung | Endkonzentration | Volumen fir einfachen Ansatz
dd HO 3,6l

T4-LigasePuffer | 10x 1x 2pl

ATP 10mM 0,5mM 1l

EcoRFAdaptor 5uM 1uM 0,4ul

Vspl-Adaptor 50uM 5uM 2ul

T4-Ligase 200CEU/ul 2,4U/Ansatz 1l

Gesamtvolumen 10pl

Das Ligationsprodukt wurde vor der Praamplifikatidrb (16pl dd HO urd 4ul
Ligationsprodukt)verdiinnt und die Verdinnung anschlielend mit einéontexer
(Vortex Genie 2) homogenisiert

Die Praamplifikation wurde in zwei Schritten durchgefuhrt. Der erste Mastermix
(5,33ul) fur einen Reaktionsansatz bestand aus @l1&d H>O, 1ul NH4Cl-Puffer,
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0,88l MgSQy, 0,25ul dNTPs, 0,074l MolTag DNA-Polymerase (vgl. Taltle 2-4) und
kam fiir 10min bei 60°C in eineffThermocycler Programm 6010MIIN

Tabelle 2-4: Mastermix | fur die P r&amplifikation.

Mastermix Arbeitslésung | Endkonzentration | Volumen fur einfachen Ansatz
dd HO 3,13pl

NH4CI-Puffer 10x 1x 1l

MgSOy 25mM 2,2mM 0,88ul

dNTPs 10mM 0,25mM 0,25pl

MolTaqDNA- | g, 0,35U/Ansatz 0,074l

Polymerase

Gesamtvolumen 5,33pl

Fur den zweiten Schritt der Praamplifikation wurde immer die P+Keenbination
EcoRFA/Vspl-C verwendet. Der Mastermix (1,14l) fur einen Reaktionsansatz bestand
aus 0,251 dd HO, 0,25ul dNTPs, 0,341 EcoRFA-Primer, 0,31l Vspl-C-Primer und
0,07ul MolTag DNA-Polymerase (vgl. Tabell2-5). Zu diesem Volumen von 6,8
wurden 3,511 des verdiinnten Ligationsprodukts pipettiert. Der Reaktionsansatz kam
anschlielend fur die PCR in einen Thermocy@@&ogramm AFPA6656). Nach einer
ersten Denaturierung deDNA fir 2min bei 94°C, einer Primeéfybridisierung
(Annealing) fur 30s bei 66°C und einer Elongation fiumfn bei 72°C folgten zehn
Zyklen, in denen die AnnealinGemperatur jeweils um 1°C auf 56°C beim elften Zyklus
reduziert wurde. Die Denaturierudguerte ab dem zweiten Zyklus nur nochs3B8ach
dem 30. Zyklus folgte eine 3Dinitige Phase bei 60°C.

17



2 Material und Methoden

Tabelle 2-5: Mastermix Il fur die Praamplifikation.

Mastermix Arbeitslésung | Endkonzentration | Volumen fir einfachen Ansatz
dd HO 0,25pl

dNTPs 10mM 0,25mM 0,25l

EcoRFA-Primer | 10uM 0,3uM 0,3ul

Vspl-C-Primer 10uM 0,3uM 0,3ul

'\P"O'Taq DNA-— 1 5/ 0,35U/Ansatz 0,074l

olymerase
Gesamtvolumen 1,17ul

Das Praamplifikationsprodukt wurde vor der selektivemplifikation 1:20 verdinnt
(190l dd HO und 10ul Praamplifikationsprodukt) und die Verdinnung anschlie3end
vorsichtig per Hanthomogenisiert.

Der Mastermix (9,1ul) fir einen Reaktionsansatz der selektiven Amplifikation bestand
aus 6,041 dd H.O, 1ul NH4CI-Puffer, 0,881l MgSQs, 0,5ul dNTPs, 0,45ul EcoRF
ACT-Primer (nur 0,15l beim EcoR{AAG-Primer) 0,16ul Vspl-CAG-Primer pzw.
Vspl-CT zu EcoRIAAG) und 0,07ul MolTag DNA-Polymerase (vgl. Tabel26). Zu

den 9,1ul Mastermix wurden 0,81 vom Praamplifikationsprodukt pipettiert. Der
Reaktionsansatz kam furh250min fir die PCR in einemhermocycler Programm
AFPAG658.

Anschlielend wurdezur Vorbereitung fir den Sequenc@BIl Prism 310 Genetic
Analyzer) ein zweiter Mastermix (8,al) aus 8,4 pl HIiDi und 0,09ul vom
GrolRenstandard LIZ fUr einen einfachen Ansatz hergestellt. Dazu wurdghvhg
Produkt aus der selektiven Amplifikation pipettiert. Denaturierung der DNAam der
Reaktionsansatz furrbin bei 95°C in einen Thermocycler (Bramm DENAT9% und
anschliel3end sofort auf Eis, damit die DNifazelstrangidleibt. Die PCRStreifen mit
dem fertigen Produkt aus der selektiven Amplifikation konnten nun fir einelbel 4§C

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

Mastermix Arbeitslésung | Endkonzentration | Volumen fur einfachen Ansatz
dd HO 6,04ul
NH4CI-Puffer 10x 1x 1l
MgSQu 25mM 2,2mM 0,88l
dNTPs 10mM 0,2mM 0,5ul
EcoRIACT-

Primer 10uM 0,45uM 0,45ul
Vspl-CT-Primer | 10uM 0,16uM 0,16ul
MolTaqDNA- | g, 0,35U/Ansatz 0,07ml
Polymerase

Gesamtvolumen 9,1pl

2.1.5 Elektropherogramme und 0-1-Matrix

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

Technik und Software zur Analyse von P®@rRodukten. Dabei wurden mit bis zu vier

verschiedenen fluoreszierenden Farbstoffen markierte -Dkekile zusammen mit

einem GrolRenstandard innerhalb eines Elektrophdsete analysiert. Mithilfe des

Standads

wurde

aus

dem

entstandenen

Elektropherogramm

GroRRenkalibrierungskurve erstellt. Die unbekannten MolekulgréZen derFP@@Rkte

wurden automatisch aus der Kalibrierungskurve berechriét. die Analyse der

Populationen kam die Kapillarelektrophoré3sRGENSON& LUKACS 1981)zum Einsatz.

eine

Die DNA-Fragmente wurden in einem ABI Prism 310 Genetic Analyzer nach ihrer Grol3e

aufgetrennt. Dazu wurden in der selektiven Amplifikation farbstoffmarkié#eAM)

EcoPrimer verwendet und vor der Denaturierung OBIA ein Gréf3enstandar@ene

Scan 50€LIZ Size Standardylazugegeben. Die Elektropherogramme wurden mit der

SoftwareGeneScamrrstellt.

Fur die Ahnlichkeitsanalyse aller Populationen einer Art wurden alle Peaks zwischen 100

und 5000p mit einer Peakhéhe R 3 0
ng

smoot hi

of

peaksi in

verwendet .

Dabei

GeneMapper %E£s0

wurde dieautomatische Auswertung des Programms verwgadébmatical bin setting

and reading)Die 0-1-Matrizen aus dn beiden PrimeKombinationenwurden zuerst

einzeln und anschlieRezdsammemithilfe eines Algorithmus in Microsoft Excel 2010
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hinsichtlich Ahnlichkeiten zwischen Proben und Fehlerraten zwischen Wiederholungen
ausgewertetMithilfe der Software PAUP 4Dwurden die genetischen Unterschiede in
einer baumartigen Struktur dargestellt.
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2.2 Ausbreitung Uber Sporen

2.2.1 Sporenproduktion in den Sporenstanden

Zur Abschéatzung deAnzahl gebildeter Sporewurden zim einenSporenstande von
Lycopodiunctlavatumim unreifenZustand gesammelt und in gedffnete 2J@Tubes

zum Trocknen gelegt. Die Sporen konnten so gleich in einem Messgefald aufgefangen
werdenDer Durchmesser einer Spore Jarclavatumentnommen aus der Literatur liegt
zwischen 23,6 pum @RoFF2005) und 42 unfWANNER & PuscH2000).Die Lange der
Sporenstande wurde ab dem Beginn der ersten Blattchen im Sporenstand gemessen
(Messgenauigkeit: 1 mmJu den Langen der &hnlich breiten Sporenstande der selteneren
DiphasiastrumArten liefert die OnlineFlora von Osteeich Messwerte (BCHERet al.
2007).Das Sporenvolumen in den Tubes wurde mit Verglei€hbes mi bekanntem
Volumen an Wasser Qqul bis 250 ul mit Abstufungen von 5@) abgeschéatzt
(Messgenauigkeit: 10l). Das Verhaltnis audem theoretischen Sporeolumen in mm3

und derLangedes jeweiligerSporenstandein mmstellt den Umrechungsfaktou dar,

mithilfe desseroptimalerweisdir Sporenstande jedé&énge Sporenvolumen bestimmt
werden kénnerDie Packungsdichtist jedoch nicht bekannt, sollte alzvischen 50%

und74%fur eine angenommene Kugelform einer Sgmegagen.

Volumen einer Spore W -G

Sporenanzahl: €

Um die tatséchlich freigesetzte Anzahl an Sporen ermitteln zu kénnen, ist eine
Berechnung eines Minimalund Maximalwertes erforderlich, da ein unterschiedlicher
Sporenradius r (A), eine unterschiedliche Packungsdichte P der Sporen (B), ein
unterschiedlicheAnteil freigesetzter Sporen ) sowie eine unterschiedliche Lange L

der Sporenstdnde (D) bertcksichtigt werden mussen. Fur die Berechnung des
Maximalwertes missen von A der Minimalwert und von B, C und D der Maximalwert
verwendet werden. Fur die Berecimg des Minimalwertes missen von A der

Maximalwert und von B, C und D der Minimalwert verwendet werden.
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Gesamtsporenvolumen (Sporenstand): w 0z0
Anzahl freigesetzter Sporen: € "Yzp Z—m78—— 2
Gesamtformel zur Berechnung: 1 ek Fz{gz o2+

r = Radius einer Spore in um

P = Packungsdichte der Sporen in %

S = Antell freigesetzter Sporen eines Sporenstandes in %
u = Umrechnungsfaktor

L = Lange eines Sporenstandes in mm

Aufgrund dieser Problematiwurden zusatzlich Sporatirekt in einzelnen Sporangien
gezahlt, um genauere Werte zu erhalten. Dies erfolgte mit einemmiixGitter unter
einem Stereomikroskop (Zeise8ti SV6). Aufgrund des Aufwandes wurde dies nur mit
der haufigen VergleichsartL. clavatum gemacht, die auch im folgenden
Sporenausbreitungsversuch geometrisch perfektere Populationen autreistie
Gesamtzahl der in einem Sporenstand gebildeten Sporenmitteln, wurde auf3dem

die Anzahl der Sporangien in einem Sporenstagstimmt.
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2.2.2 Terminale Fallgeschwindigkeit der Sporen

Die terminale Fallgeschwindigkeit beschreibt die Maximalgeschwindigkeit, die ein
Korper mit einem Radius r und einer Dichierp freien Flug ohne Luftbewegungen unter
dem Einfluss der Erdbeschleunigung g erreicht.

Nach denfStokestschenGesetzilt: 0 ¢Czi z°Cz mit

z

Radius r einer Spore = 0,00&6 (mittlerer Wert aud.iteratur)
Erdbeschleunigung g = 9&n*s2

Dichte p einer Spore = 175g*cm?3 (mittlerer Wert aud.iteratur
Dichte p der Luft = 0,0012%*cm?

Viskositat p der Luft= 0,00018Zm*s

Theoretische terminale Fallgeschwindigkeit: 0 ofp 62 i

Der Sporenradius wurde fur je 50 Sporen Morclavatum D.complanatumund

D. tristachyum unter einem Mikroskop bestimmtDa es in der Literatur sehr
unterschiedliche Mesgerte zur terminalen Fallgeschwindigkgibt, soll mithilfe eines
Versuches ein klarer Wert ermittelt werdéxuch wenn es bereits Versuche gibt, bei
denen die terminale Fallgeschwindigkeit mithilfe von Laserlicht gemessen worden ist
(Askew et al. 1997)soll doch eine kostengtinstigere, aber dennoch genaue Methode
gewahlt werdenEs wurde ein Versuch basierend AFSMER & SCHNITTLER 2007
durchgefuhrt, bei dem ewfurchsichtiger Zylinder verwendeforden ist der bis auf eine
kreisformige Offnung im oberefieil abgedichtet ar. An zwei Seiten wurden LED
Leuchten befestigt. Eine Seite des Zylinders wurde abgedunkelt, da der Versuch im
Dunkeln durchgefuhrt worden iqivgl. Abbildung 2-4). Fur den Versuch wurden
Sporenstande der weiter verbreiteten Badapp L. clavatum verwendet. Ein
Sporenstand wurde Uber die kreisformige Offnung gehalten und einmal mit dem
ZeigefingerangestolenVon den unterschiedlich schnel!]l
wurde die letzte ausgewahlt, da es hier am wahrscheinlichsten &thtetls einzelne
Sporen zu messen. Von dieser wurden einzelne Sporen ausgewahlt und mit einer
Stoppuhr die Zeit gemessen, die sie von der oberen Markierung des Zylinders bis zur

unteren Markierun@insgesamt 24,6m) bendétigt 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 vanclavatum in Mecklenburg
Vorpommern (Heideberge bei Neu Dargelin) zwei verschiedenentwgre Sporenfallen
getestet. Zum einen eine mit vertikal ausgerichteten, klebenden Objektii&gesraAr

et al.2003)und einemit horizontal ausgerichteten Trichtern mit einem N&oMEZz-
NoGUEzet al.2014) Letztere ermdglichen auch eine Messung desl&tschlageBeide
Sporenfallen wurden so errichtet, dass sie Sporen in einer Hoéhe \aon 3Ber dem
Boden einfangen kénnelvgl. Abbildung 2-5). Mit dem am besten geeigneten
SporenfalleATyp sollen DiphasiastrumPopulationenin Thiringen und Sachseimd
diese PopulatiomonL. clavatumals Vergleichsamnit &hnlich groRen Sporamtersucht

werden.

Abb. 2-5: Sporenfallen. Dar gest el | t sind die APluviometric
Klebefalle (retts).
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