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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die genetische Populationsstruktur von limnischen
und marinen Populationen des Kamme-Laichkrautes Potamogeton pectinatus L.
vergleichend untersucht. Die Ubergreifende Hypothese lautete, dass die Kontinuitat
(Meer) bzw. Verinselung (SuRwasserseen) des Lebensraumes einen tiefgreifenden
Einfluss auf genetische Diversitat und Differenzierung haben sollte. Die 14 marinen
und 12 limnischen Populationen wurden anndhernd auf den gleichen geografischen
Langen- und Breitengraden beprobt. Die Analyse der Populationsstrukturen erfolgte
mit DNA-Mikrosatelliten. Die Entwicklung dieses hochvariablen Markersystems
erfolgte durch die Erstellung von angereicherten DNA-Bibliotheken.

Die Detektion von populationsgenetischen Strukturen wurde durch somatische
Mutationen erschwert. Durch drei Allele an einem Genort und einer zweigipfelige
Verteilung bei der Haufigkeitsverteilung der paarweisen Unterschiede zwischen
Genotypen konnten somatische Mutationen nachgewiesen werden, zumal
somatische Mutationen haufiger in Populationen mit vermehrter klonaler
Reproduktion zu finden waren. Diese somatischen Mutationen veranderten die
detektierbare Variabilitdt, jedoch ist aufgrund der ungerichteten Anderung bei einer
genugend grolRen Stichprobe kein Einfluss auf die genetische Differenzierung
zwischen Populationen zu erwarten.

Bei der genetischen Variabilitdt innerhalb von Populationen zeigte sich der Einfluss
der nacheiszeitlichen Wiederbesiedlung. Entsprechend der geografischen
Entfernung von den eiszeitlichen Rickzugsgebieten nahm die genetische Diversitat
in limnischen Populationen nach Osten hin ab. Dagegen blieb die genetische
Diversitat bei den marinen Populationen konstant. Da die Ostsee ein kontinuierlicher
Lebensraum ist, konnte nach einer erfolgreichen Erstbesiedlung der Ostsee eine
rasche Ausbreitung im gesamten Lebensraum erfolgen. Diese rasche und
einheitliche Besiedlung minimierte den Einfluss zufalliger Anderungen durch
Grundereffekte und genetische Drift, welche bei limnischen Populationen die
genetische Variabilitat veranderten.

Der Gradient der klonalen Diversitat mit dem Langengrad war etwas differenzierter

zu betrachten. Innerhalb der marinen Populationen war die klonale Diversitat im
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westlichen Teil der Ostsee geringer als im Osten (gemessen als Simpsons’s Index).
Vermutlich war durch die hohere Salinitat die Verbreitung von Potamogeton
pectinatus limitiert und bei ungunstigen Lebensbedingungen erfolgte haufiger eine
klonale Vermehrung. Das Gegenteil konnte bei den Seen beobachtet werden. Die
klonale Diversitat in den &stlichen Seen Norddeutschlands war geringer und
Potamogeton pectinatus kam wesentlich seltener vor als in den westlichen Seen.
Reduzierte sexuelle Reproduktion war die Folge von niedrigen Bestandsdichten, da
genetisch andere Individuen seltener waren. Die Ursachen fur die niedrigen
Bestandsdichten waren jedoch wunklar und sollten im Rahmen weitere
Untersuchungen geklart werden.

Der Vergleich der genetischen Differenzierung zwischen Populationen zeigte, dass
bei gleicher geografischer Distanz limnische Populationen genetisch wesentlich
weiter entfernt waren als vergleichbare marine Populationen. Die Vergleiche beider
Habitatstypen zeigte eine signifikante Korrelation der genetischen Distanz gegen die
geografische Distanz (= Isolation durch Distanz), jedoch war die Steigung bei der
Regressionsgeraden bei limnischen Populationen doppelt so hoch wie bei marinen
Populationen, was den hdheren Genfluss im kontinuierlichen Habitat verdeutlicht.
Die Uberbriickung der Isolationsbarriere Land reduzierte den Genfluss deutlich,
wahrend durch den groRen Austausch von Wassermassen der genetische

Austausch fur marine Populationen fast unlimitiert moglich war.
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Abstract

This dissertation investigates the genetic population structure of the pondweed
species Potamogeton pectinatus L. in northern Germany. The overarching
hypothesis was that continuity (marine habitat) or isolation (freshwater lake habitat)
of the habitat will have a profound effect on genetic diversity and differentiation. The
sampling design comprised 14 Baltic Sea populations and 12 lake populations that
span across approximately the same range of longitude and latitude. The analysis of
genetic population structure was done using DNA microsatellites that were
developed using enriched DNA libraries.

The detection of population structure was influenced by somatic mutations. Findings
of three alleles at one gene locus, and a bimodal distribution of pairwise genotype
mismatch distribution suggested the occurrence of somatic chimeras, in particular in
those populations that showed extensive clonal propagation. These somatic
mutations changed the detectable genetic variation. Nevertheless, inferences on
systematic differences of population structure between habitats will still be valid
because there was not any specific habitat bias.

The influence of the postglacial recolonisation was detectable in the genetic variation
within populations (as heterozygosity and number of alleles). In lake populations, the
genetic diversity decreased from the putative refugial sites in the west towards
eastern populations. This was not true for marine populations where genetic diversity
remained constant throughout the study area. Since the Baltic Sea is a continuous
habitat, its recolonisation by P. pectinatus has probably not suffered as much from
founder effects than the lake populations did.

The longitudinal gradient of clonal diversity was more complex. While in marine
populations, the clonal diversity increased from west to east, the inverse was true for
the lake populations. In the Baltic Sea, sexual reproduction was probably limited in
more western sites that are more saline and hence more stressfull than the eastern
sampling sites. In the lake populations, the overall population density decreased
towards the east, suggesting some ecological limitation to the occurrence of
pondweeds that may have been correlated with the concomittant decrease of sexual

reproduction towars the east.
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A comparison of genetic differentiation between populations showed that at
similar geographic distances, lake populations were markedly stronger differentiated
than marine populations. Both habitat types showed a significant isolation-by-
distance relationship. The slope of the regression line in lake habitats was twice as
steep as among the marine populations, indicating higher gene flow in the continuous
habitat. In conclusion, | have demonstrated that the isolation barrier 'land' between
isolated lake habitats markedly reduces gene flow.
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1 Einleitung

1.1 Grundlagen der Populationsgenetik

Variabilitdt in  erblichen Merkmalen gilt als Vorraussetzung fur die
Anpassungsfahigkeit von Tier- und Pflanzenbestanden an ihre sich standig andernde
Umwelt (Mayr, 1967). Die genetische Variabilitat innerhalb von Populationen und
genetische Differenzierung zwischen Populationen einer Art wird dabei beeinflusst
durch die Faktoren Mutation, Selektion, Genetische Drift und Genfluss zwischen
Populationen. Genetische Variabilitat wird durch Mutationen erzeugt, und Selektion
(gerichtet) und genetische Drift in endlichen Populationen (ungerichtet) sorgen flr
eine Differenzierung zwischen Populationen. Genfluss zwischen Populationen wirkt
dieser Differenzierung entgegen. Die Starke des Genflusses ist daher
ausschlaggebend fur die genetische Differenzierung zwischen Populationen, wobei
niedriger Genfluss die Artbildung fordert (Slatkin, 1987). Entscheidend fur die Starke
des Genflusses sind zum Beispiel Fortpflanzungssystem,
Verbreitungsmechanismus,  Effektivitat des  Transportes durch  Vektoren
(Ubersichtsartikel Loveless & Hamrick, 1984) und die rdumliche Struktur des
Lebensraums (Ubersichtsartikel Manel et al., 2003). In dieser Dissertation
beschaftige ich mich vor allem mit dem Einfluss der Struktur des Lebensraumes auf

den Genaustausch.

1.2 Molekulare Methoden in der Populationsbiologie

Der Austausch von Individuen zwischen Populationen Iasst sich mit dkologischen
Methoden wie beispielsweise dem Markieren von Samen oder wandernden Tieren
teilweise erfassen. Jedoch ist die korrekte Erfassung von Migranten methodisch sehr
schwierig bis unmdglich. So ist es beispielsweise nicht mdglich, bei allen potenziellen

Vektoren wie Wasservogeln Mageninhaltsuntersuchungen durchzufuhren, um deren
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Einfluss auf Populationsstrukturen von Wasserpflanzen zu erfassen. Eine bessere
Maoglichkeit  zur  Beantwortung  entsprechender  Fragestellungen  bieten
populationsgenetische Untersuchungen, bei denen ein Austausch von Genen
zwischen Populationen mit Hilfe von selektiv neutralen Erbinformationen, so
genannten genetischen Markern, gemessen werden (Avise, 1994). Diese Marker
ermoglichen zwar nur eine indirekte Messung des genetischen Austausches, dafur
geht in weitere Berechnungen jedoch nur der tatsachliche, effektive Genfluss ein. Am
besten geeignet fur Untersuchungen von Genfluss innerhalb und zwischen
Populationen einer Art sind dabei solche Marker, die Unterschiede feinskalig
detektieren kénnen und selektiv neutral sind. Mikrosatelliten erfiillen genau diese
Kriterien, werden daruber hinaus noch kodominant vererbt und lassen Ruckschlusse
auf Inzucht und Auskreuzungseffekte zu (Bierne et al., 1998; Pemberton et al., 1999;
Reilly et al., 1999; Sanchez et al., 1996). Als Nachteil der Methode ist anzufihren,
dass vor der Nutzung dieses Markersystems zuerst eine zum Teil schwierige

Etablierung stattfinden muss.

1.3 Die Rolle von Habitatsstrukturen fiir den Genaustausch

Ein Vergleich zwischen Populationen einer Art in unterschiedlichen Lebensraumen
ermdglicht eine Abschatzung Uber die Bedeutung der Struktur des Lebensraumes,
unabhangig von anderen, den Genfluss beeinflussenden Faktoren wie
Fortpflanzungssystem, Blutenaufbau oder Bestaubungsmechanismus. Aquatische
Okosysteme stellen dafiir einen besonderen Lebensraum dar, und ein Vergleich
limnischer und mariner Populationen sollte Unterschiede im Genfluss aufzeigen. Aus
populationsgenetischer Sicht stellen Seen ein interessantes Habitat dar. Zum einen
sind Seen Okosysteme, die sich klar von anderen Lebensrdumen abgrenzen lassen.
Zum anderen koénnen Seen als Inseln in einem terrestrischen Meer angesehen
werden. Eine Besiedlung von Seen bedarf erst der erfolgreichen Uberbriickung eines
andersartigen Okosystems. Wie es zur Uberbriickung der nicht besiedelbaren
Zwischenraume und somit der Verbreitung zwischen Seen kommen kann, hat bereits
Darwin (1859) fasziniert. So stellte dieser in seinem Buch , The origin of species by
means of natural selection“ die floristische und faunistische Ahnlichkeit von Seen

Uber Lander und Kontinente hinweg fest. Darwin (1859) stellte dabei Uberlegungen



Einleitung 9

an, wie die Besiedlung stattgefunden haben kénnte. Versuche mit Sedimenten aus
Seen zeigten ihm, dass schon sehr wenig ,Matsch® sehr viele Wasserpflanzen
hervorbringen kann. Da Sediment zum Beispiel an Fulien von Enten haften bleiben
kann und Enten zwischen Seen migrieren, muisse es schon ein merkwurdiger Zufall
sein, wenn dadurch keine Ubertragung von Arten in andere Seen stattfinden wiirde.
Mittlerweile ist bekannt, dass Pflanzensamen oder Knollen nicht nur aul3erlich durch
Tiere transportiert werden konnen, sondern zum Beispiel auch Knollen vom Kamm-
Laichkraut Potamogeton pectinatus nach der Darmpassage bei Wasservogeln
erfolgreich auskeimen kénnen (Santamaria et al., 2002).

Wie erfolgreich der Transport durch Vektoren sein kann, lasst sich bei einem
Vergleich von Populationen Uberprifen, die unterschiedliche Verbreitungs-
moglichkeiten haben. Marine Wasserpflanzen haben zusatzlich zum Transport Uber
Vektoren noch die Moglichkeit des Transportes durch den Wasserkorper. Das Meer
kann als ein kontinuierlicher Lebensraum ohne Barrieren angesehen werden. Durch
horizontalen Wasseraustausch ist ein Verdriften von Fragmenten, Auslaufern,
Samen und Frichten Uber grof3e geografische Distanzen hinweg mdglich (Palumbi,
1992). Seen dagegen sind diskrete Lebensraume, bei denen ein Austausch Uber
Fliel3syteme nur begrenzt maoglich ist (Mort & Wolf, 1986). Der genetische Austausch
muss daher vermehrt Uber Vektoren stattfinden. Folglich sollte die genetische
Differenzierung zwischen limnischen Populationen groRRer sein als bei vergleichbaren
marinen Populationen (Abbildung 1.1).

Betrachtet man die genetische Variabilitat innerhalb von Populationen, so spielt der
verminderte Genfluss bei limnischen Populationen ebenfalls eine Rolle. Ein
intensiver Genfluss zwischen Populationen minimiert lokale Differenzierung, die
durch Selektion oder genetische Drift entstanden ist. DarUber hinaus sind limnische
Populationen durch die Habitatsgréfien in ihrer effektiven Populationsgréf3e kleiner,
was die Bedeutung der genetischen Drift erhoht. Bei einem Vergleich limnischer und
mariner Populationen sollte daher die genetische Differenzierung innerhalb von

Populationen in Seen groker sein als in marinen (Abbildung 1.1).
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Abbildung 1.1: Konzept der genetischen Variabilitdt zwischen und innerhalb von
Populationen. Bei limnischen Populationen ist im Vergleich zu marinen Populationen der
Genfluss zwischen Populationen kleiner (kleinere Pfeile) und die effektive Populationsgréflie
geringer (kleinere Populationskreise und weniger Genotypen in den Populationen). Dadurch
ist die genetische Differenzierung zwischen Populationen gréflier, die genetische Variabilitat
innerhalb von Populationen jedoch geringer.

1.4 Hypothesen

Ein Vergleich limnischer und mariner Populationen sollte daher die folgenden Muster

zeigen:

(1) Die genetische Differenzierung zwischen limnischen Populationen ist groRRer
als bei vergleichbaren marinen Populationen. Oder anders formuliert: Bei
gleicher geografischer Distanz ist die genetische Distanz bei limnischen
Populationen grolRer als bei marinen Populationen. Sollte der genetische
Austausch durch Vektoren jedoch sehr effektiv sein, so konnte die
Alternativhypothese lauten: Durch den effektiven Transport von Genen durch

Vektoren wie Wasservogel ist eine unterschiedliche genetische
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Differenzierung zwischen limnischen und marinen Populationen nicht
feststellbar. Die beobachteten Muster werden maligeblicher von anderen
Faktoren wie dem Fortpflanzungssystem, dem Blutenaufbau oder dem

Bestaubungsmechanismus uberlagert.

(2) Die genetische Diversitat innerhalb von Populationen ist bei limnischen
Habitaten geringer als bei marinen. Daruber hinaus konnten andere Prozesse
wie unterschiedliche Habitatsbedingungen oder nacheiszeitliche
Wiederbesiedlung Einfluss auf Populationsstrukturen haben und erwartete
Muster Uberlagern. In diesem Falle konnte die Alternativhypothese lauten:
Durch andere Prozesse verliert die effektive Populationsgrof3e an Einfluss auf
populationsgenetische Strukturen und die genetische Differenzierung

innerhalb von Populationen ist bei limnischen und marinen Habitaten gleich.

1.5 Zielart: Potamogeton pectinatus L.

Das fur diese Studie ausgewahlte Kamm-Laichkraut Potamogeton pectinatus ist
besonders dazu geeignet, den Einfluss von Habitatsstrukturen und Struktur des
Lebensraumes auf genetische Diversitat zu erforschen. Diese limnische, submerse
Makrophytenart ist weltweit verbreitet und toleriert Salzgehalte bis 15 %o problemlos
(Orth et al., 1979; Verhoeven, 1980), wobei auch Werte bis zu 53 %00 dokumentiert
sind (Hammer & Heseltine, 1988). Sie kommt damit sowohl in der Ostsee als auch
den ostseenahen Seen vor. Dies ermdglicht den Vergleich der beiden Habitatstypen,
da von einer ahnlichen historischen Wiederbesiedlungs-geschichte nach der letzten
Eiszeit ausgegangen werden kann und Unterschiede auf die Habitatstypen und nicht
auf unterschiedlich lange Lebenshistorien zurtck zu fuhren sind.

Wie die meisten limnischen und marinen Angiospermen ist auch Potamogeton
pectinatus in der Lage, sich durch Fragmente, Auslaufer oder Dauerknospen
asexuell zu verbreiten (Casper & Krausch, 1980; Denhartog, 1970). Die oberirdische
Biomasse von P. pectinatus ist annuell, genetisch gesehen stellen die Pflanzen aber
langlebige Organismen dar. Potamogeton pectinatus Uberwintert in unseren
Breitengraden im Sediment als Knollen (Abbildung 1.2). Diese vegetativen Organe

dienen sowohl der Vermehrung und Verbreitung als auch der Uberbriickung
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ungunstiger Klimabedingungen. Im FrGhsommer, bei steigenden
Wassertemperaturen, treiben die Knollen zu Pflanzen aus. Aus jeder Knolle entsteht
zunachst eine Pflanze. Die Wurzeln verbreiten sich im Boden und bilden in
regelmaldigen Abstanden neue Pflanzen, so dass eine Art Wiese entsteht, deren
Pflanzen untereinander Uber Wurzeln verbunden sind. An jedem neuen Austrieb
werden auch neue Knollen gebildet. Zusatzlich dazu werden bei optimalen
Bedingungen und genugend langer Saison an einzelnen Zweigen Bliten gebildet.
Die Pflanzen sind Hermaphroditen, und die Bluten wachsen bis zur
Wasseroberflache. Der freigesetzte Pollen schwimmt an der Wasseroberflache und
wird so zu anderen Bliten verdriftet. Nach erfolgter Befruchtung kénnen sich die
daraus entstandenen Fruchte im Sediment ansiedeln. Eine neue Pflanze bildet
ebenfalls Knollen und breitet sich durch die Wurzelbildung mit neuen Pflanzentrieben
aus. Am Ende der Vegetationsperiode sterben alle Pflanzenteile ab und nur die
Knollen Uberleben den Winter. Stellenweise kdnnen an einzelnen Standorten auch
die Wurzeln uberwintern, im Regelfall jedoch nur die Knollen (Abbildung 1.2).

Physikalisch und physiologisch eigenstandigen Pflanzentriebe werden als Rameten
bezeichnet (Harper, 1977). Die Gesamtheit aller Pflanzentriebe, die aus einer
Pflanze durch Auslaufer im Laufe einer Wachstumsperiode oder aus Knospen
hervorgegangen sind, gehort zu einem Kilon, ist genetisch identisch und wird als
Genet bezeichnet. Wenn sie Uber Wurzeln miteinander verbunden sind, ist eine
Zuordnung von Rameten zu Geneten einfach. Da aber die Wurzeln im Winter
absterben, kénnen genetisch identische Triebe einer Pflanze physiologisch getrennt

sein.
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Abbildung 1.2: Lebenszyklus von Potamogeton pectinatus. Potamogeton pectinatus
Uberwintert im Sediment als Knollen. Nach dem Wachsen der Pflanzen im Friahjahr kommt
es entweder zur asexuellen oder sexuellen Vermehrung, bevor die Pflanzentriebe im Herbst
absterben. Die Einzelheiten sind im Text erklart.

1.6 Gliederung der Arbeit

Diese Arbeit vergleicht die genetischen Strukturen von limnischen und marinen
Populationen des Kamm-Laichkrauts Potamogeton pectinatus. Um Aussagen Uber
Populationsstrukturen und Genfluss zwischen Populationen treffen zu koénnen,
wurden dafir zunachst Mikrosatelliten etabliert. Dies geschah mit Hilfe von DNA-
Bibliotheken, die fur Mikrosatelliten-Motive angereichert wurden. Dieses zum Telil
recht langwierige Verfahren ist in Kapitel 2 in seinen wesentlichen Schritten
dargestellt. Dort ist auch der technische Ablauf der Mikrosatellitenanalyse fur die

weiteren Kapitel beschrieben.
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Bei der Analyse der Daten zeigten sich dann ungewohnliche Muster, die nicht nur
von normalen Mutationen erzeugt werden konnten. Aufgrund von Besonderheiten im
Lebenszyklus von Potamogeton pectinatus spielen somatische Mutationen eine
grolkere Rolle. Der Nachweis somatischer Mutationen und deren Einfluss auf
Populationsstrukturen ist daher in Kapitel 3 dargestelit.

Im vierten Teil wird dann ein Vergleich der genetischen Strukturen innerhalb von
limnischen und marinen Populationen durchgefuhrt. Dabei betrachte ich den Verlauf
der genetischen und klonalen Diversitat langs des vermuteten nacheiszeitlichen
Besiedlungsweges von West nach Ost. Da sich Diversitat bei asexuellen Arten auf
den Ebenen der klonalen Diversitat und der genetischen Diversitat widerspiegeln
konnen, wird dabei auf beide Ebenen eingegangen.

Thema des funften Kapitels ist der Vergleich der genetischen Differenzierung
zwischen limnischen und marinen Populationen als indirekter Indikator fur den
Genfluss zwischen Populationen in den jeweiligen Habitaten. Wie effektiv der
Transport durch Vektoren in Relation zum Austausch Uber den Wasserkorper sein

kann, wird dort aufgezeigt.
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2 ldentifizierung und Charakterisierung von
Mikrosatelliten-Markern bei

Potamogeton pectinatus L.

2.1 Einleitung

Wasserpflanzen haben in See-Okosystemen eine besondere Bedeutung. Neben
ihrer Funktion als ,Kinderstube® fur Jungfische konnte nachgewiesen werden, dass
Wasserpflanzen das Aufwirbeln von Bodenmaterial reduzieren (James & Barko,
1990), als Ruckzugsgebiet von phytoplankton-fressendem Zooplankton vor Fischen
genutzt werden (Hosper, 1989) oder eine Nahrstoffkonkurrenz fur Algen darstellen
konnen (van Donk et al, 1990). Somit konnen Wasserpflanzen einen
entscheidenden Einfluss auf die Tribung von Seen haben (Scheffer et al., 1993).
Das Kamm-Laichkraut Potamogetfon pectinatus ist eine weltweit verbreitete
Makrophyte, die in vielen Seen bestandbildend ist. Als solche ist sie von grofRer
Bedeutung im Okosystem See.

Neben der Okologischen Bedeutung stellt Potamogeton pectinatus aus
populationsgenetischer Sicht eine interessante Art dar. Zum einen vermehrt sich das
Kamm-Laichkraut sowohl sexuell als auch asexuell, wobei die Bedeutung und
Haufigkeit der asexuellen Vermehrung bisher unbekannt ist. Auch Variationen bei
unterschiedlichen Lebensbedingungen sind ungeklart. Ein weiterer Aspekt von
Potamogeton pectinatus fur populationsgenetische Studien liegt in der
Habitatstoleranz. Das Kamm-Laichkraut ist eine der seltenen Arten, die sowohl in
limnischen als auch in marinen Habitaten vorkommen. Die Analyse von
Unterschieden im Genfluss zwischen Populationen der verschiedenen Habitatstypen
lassen direkte Schlisse auf die Bedeutung der Beschaffenheit des Lebensraumes
auf populationsgenetische Strukturen zu.

Um solche Untersuchungen durchzufuhren, sind genetische Methoden wie die
Analyse von Mikrosatelliten notwendig, die eine ldentifizierung auf Individuen-Ebene

ermdglichen. Mikrosatelliten bestehen aus einfachen DNA Sequenzmotiven von
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einem bis sechs bp Lange - etwa (CA), oder (GATA), -, die sich tandemartig
wiederholen (Tautz, 1989). Typischerweise folgen etwa 10 bis 50 dieser Bausteine
aufeinander (Ellegren et al., 1992). Dabei erreichen Mikrosatelliten selten eine Lange
von uber 100 Basenpaaren, was vorteilhaft fur die PCR-Amplifikation ist (Rassmann
et al., 1991). In der Populationsgenetik werden Mikrosatelliten wegen ihres hohen
Polymorphiegrades als hochstauflosende Methode gerne zur Differenzierung und
Charakterisierung von Populationen benutzt (Bruford & Altmann, 1993; Dow et al.,
1995; Palumbi, 1996; Reusch et al., 1999b). Dies liegt zum einen daran, dass
Mikrosatelliten zur funktionslosen, nichtkodierenden DNA des Genoms gehdren, bei
der es fur die Einflihrung und den Erhalt von Sequenzanderungen wenige
Beschrankungen gibt. Dies gilt ,solange nicht wichtige Funktionen wie zum Beispiel
die Chromosomenstruktur davon beeintrachtigt werden (Selektive Neutralitat). Zum
anderen wird die hohe Mutationsrate durch die Struktur der repetitiven Sequenzen
begrindet: Infolge einer Fehlpaarung durch Strangverschiebung (slipped-strand-
mispairing, Levinson & Gutman, 1987) kann es bei der Replikation zur Verkirzung
oder Verlangerung von meist einer Wiederholungseinheit kommen (sog. ,stepwise
mutation model®). Dabei sind Expansionen haufiger als Kontraktionen (Amos et al.,
1996), allerdings nur bis zu einer bestimmten Maximal-Lange, bei deren
Uberschreitung Mikrosatelliten vermutlich kollabieren. Bei allen Allelen eines
Mikrosatelliten handelt es sich somit um Langenvarianten, die sich in der Anzahl der
wiederholten Einheiten unterscheiden.

Die Mutationsrate liegt bei 10 bis 10 pro Gamet (Dallas, 1992; Edwards et al.,
1992; Schlotterer & Tautz, 1992; Weissenbach et al., 1992), was hoch genug ist, um
informativ zu sein, aber niedrig genug, um eine weitgehend stabile Vererbung der
Langenallele zwischen den Generationen voraussetzen zu kénnen. Den hdchsten
Polymorphiegrad zeigen die perfekten (nicht unterbrochenen und nicht
zusammengesetzten) Mikrosatelliten, die mindestens 12 Wiederholungseinheiten
lang sind (Weber, 1990). Normalerweise haben Mikrosatelliten viele Allele (oft Uber
10) und Heterozygotiegrade von 40 bis 90% (Beckmann & Weber, 1992; Dallas,
1992; Hughes & Queller, 1993).

Mikrosatelliten sind im gesamten eukaryotischen Kerngenom verteilt (Hamada et al.,
1982; Tautz & Renz, 1984) und etwa alle 6000 Basenpaare sind beim Menschen
entsprechende Regionen zu finden (Beckmann & Weber, 1992). Die Haufigkeit

variiert jedoch von Art zu Art sehr stark und zum Teil sind sie wesentlich seltener als
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beim Menschen. Die Etablierung von Mikrosatelliten kann ein langwieriger Prozess
sein, bei dem Standardprotokolle zum Teil stark modifiziert werden mussen, bis
geeignete Mikrosatelliten zur Verfugung stehen.

Da vor allem bei Pflanzen Mikrosatelliten im Genom relativ selten sind, werden bei
der Suche nach Mikrosatellitenloci die gewlnschten DNA-Bereiche angereichert.
Grundprinzip der Anreicherung ist eine Koppelung der Ziel-DNA an Oligonukleotide
mit Mikrosatellitenmotiven, die ihrerseits an magnetische Partikel, so genannte
Beads, gebunden werden. Uber einen Magneten kann dann die DNA gezielt
zuruckgehalten werden, wahrend in den Waschschritten unspezifisch angebundene
und nicht gebundene DNA mit entfernt wird. Dadurch ist eine effektive Suche nach

Mikrosatelliten moglich.

2.2 Etablierung einer angereicherten DNA-Bibliothek

2.2.1 Methode

Zunachst wurden groRere Mengen DNA mit der CTAB Methode (Doyle & Doyle,
1987) isoliert, wobei eine Isolation mit dem QiaQuick Plant Isolation Maxi Kit
(Qiagen) ebenfalls moglich war. Die gesamte DNA wurde mit dem Restriktionsenzym
Sau3A geschnitten und in einen doppelstrangigen Adapter ligiert.

Der benutze Adapter wurde aus zwei komplementaren Oligonukleotiden (Adapter

F 5-TTGCTTACGCGTGGACTC-3’; Adapter R 5-GATCGAGTCCACGCGTAAGCAA-3’)
hergestellt, so dass ein Uberhang zur Ligation an die geschnittene DNA vorhanden
war. Die anligierten Adapter stellten gleichzeitig bekannte Ansatzstellen fur PCR-
Primer dar, mit deren Hilfe Uber eine PCR (Mullis et al., 1986) groliere Mengen
Ausgangs-DNA erstellt werden konnten (Tabelle 2.1). Als Primer wurden dazu nur

der Adapter F benutzt, weil der Adapter selbst-komplementar war.
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Tabelle 2.1: PCR Bedingungen fir die PCR-Reaktion vor der Anreicherung. Angegeben sind
die benutzten Reagenzien mit ihren Konzentrationsangaben, das Reaktionsvolumen sowie
die Dauer D und Temperatur T der PCR Schritte sowie die Anzahl der Wiederholungen W
der Schritte 2 bis 4.

Reagenz Volumen [ul]
Puffer [10x]
BSA [1%]
dNTPs [1mM]
MgCl, [50mM]
Primer [10uM]
Ligationsmix [15ng DNA] 1

- W O O O,

Taq [5U] 0,5

Wasser 25,5

Total 50

T D w

1. Denaturierung 94°C 4 min
2. Denaturierung 94°C 1 min
3. Primer-Hybridisierung 57°C 1 min 26 x
4. Polymerisation 72°C 2 min

5. Finale Polymerisation 72° C 30 min

Die folgende Anreicherung erfolgte im wesentlichen nach den Protokollen von Kijas
et al. (1994) sowie Hamilton et al. (1999). Als Oligonukleotide wurden 5°-Biotin-
markierte (CA) 13 und (GA)13 verwendet. Da nur eine verschwindend kleine Fraktion
von DNA-Fragmenten in der Anreicherung verbleibt, erfolgte nach der Anreicherung
eine weitere PCR. Das PCR-Produkt wurde dann mit Hilfe einer TA-Klonierung in
einen geeigneten Vektor ligiert und in kompetente Zellen transformiert. Die
Transformation erfolgte in ultracompetente E. coli-Zellen (XL2-Blue MRF’,
Stratagene). Erhaltene Klone wurden mit dem DIG Luminescent Detetion Kit (Roche)
getestet und positive Bakterienklone wurden mit dem BigDye Terminator Kit (Applied

Biosystems) auf einem ABI 3100 (Applied Biosystems) sequenziert.
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Zur weiteren Verwendung waren Sequenzen mit den folgenden Eigenschaften

geeignet:

o Einwandfreie Sequenzen ohne unbekannte Basen am Rand der
Mikrosatelliten

o Mikrosatelliten lagen in der Mitte der Sequenz mit flankierenden
Regionen von mindestens 25 Basenpaaren (bp)

° Mikrosatelliten waren nicht unterbrochen von anderen Sequenzen

o Mikrosatelliten bestanden aus mindestens 10 Wiederholungseinheiten

o Die Sequenz enthielt nicht die Sequenz des Adapters

Fur alle Sequenzen mit solchen Eigenschaften wurden Primer mit dem online

Programm Primer 3 (http://www-genome.wi.mit.edu/cqi-bin/primer/primer3.cqi)

entworfen. Dabei wurden fur die Primer wichtigen Eigenschaften festgelegt und nach

Madglichkeit auch nur solche Primer bestellt, die nachfolgende Kriterien erflillten:

o Lange der Primer zwischen 20bp und 25bp, optimal 20bp
o Lange des PCR-Produktes zwischen 100bp und 250bp

o Primer-Hybridisierungs-Temperatur von 60°C
o Temperaturdifferenz  im  Schmelzpunkt der Primerpaare von
maximal 1°C

o GC Gehalt der Primer von 50%, mdglichst zwischen 40% und 60%.

Die gefundenen Primer wurden am 5°-Ende mit einem Farbstoff markiert, durch den
eine optische Detektion nach Fluoreszensanregung in einem Genetischen Analyser
(ABI 3100) moglich war. Durch Optimierungen der Reaktionsbedingungen war ein
Poolen von bis zu 3 Primern bereits in der PCR maoglich. Nach erfolgreicher PCR
(Tabelle 2.2) wurden die Fragmentlangen auf einem ABI 3100 nach
elektrophoretischer GroRenauftrennung bestimmt. Absolute Fragmentlangen (in
Basenpaaren) konnten relativ zu einem internen Standard errechnet werden (Rox
350, Applied Biosystems), welcher in jeder Probe mitgefuhrt wurde. Mit der Software
GENESCAN (Applied Biosystems) wurden die Fragmentlangen ermittelt. Bei der
anschliellenden Analyse mit der Software GENOTYPER (Applied Biosystems)

wurden Fragmentgrofienklassen gebildet, die den Allelen der jeweiligen Loci
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entsprechen. Im Anhang befindet sich eine Tabelle mit den Allelkategorien. Jedes
Allel aller Loci wurde einer Klasse zugeordnet und die Ergebnisse aller Loci wurden
je Ramet in Tabellen exportiert. In EXCEL (Microsoft) erfolgte eine Zuordnung und
Aufbereitung der Daten fur andere Programme wie GENETIX (Belkhir et al., 1996 -
2002).

Tabelle 2.2: PCR Bedingungen fiir alle gefundenen Mikrosatellitenloci. Angegeben sind die
benutzten Reagenzien mit ihren Konzentrationsangaben, das Reaktionsvolumen sowie die
Dauer D und Temperatur T der PCR Schritte sowie die Anzahl der Wiederholungen W der
Schritte 2 bis 4.

Reagenz Volumen [ul]

Puffer [10x] 2

BSA [1%] 2

dNTPs [1mM] 2

MgClz [50mM] 2

Primer 1 [10uM] 1

Primer 2 [10uM] 1

DNA 1

Taq [1U] 0,15

Wasser 8,85

Total 20

T D w

1. Denaturierung 94°C 4 min
2. Denaturierung 94°C 1 min
3. Primer-Hybridisierung 57° C 1 min 26 x
4. Polymerisation 72°C 2 min

5. Finale Polymerisation 72° C 30 min

Um zu uberprufen, wie viele Primer zur ldentifizierung von Geneten (=Klonen)
notwendig sind, wurde fur eine Population der folgende Test durchgefuhrt. Zunachst
wurde die Anzahl von identifizierbaren unterschiedlichen Individuen mit zwei Primern
berechnet. Dies geschah mit allen moglichen Kombinationen von Primern. Danach
wurde das Gleiche mit 3 Primern getestet und im nachsten Schritt mit 4, bis man mit
allen Primern testete. Die Berechnung wurde mit allen Populationen durchgefuhrt
und am Ende als relative Haufigkeit der detektierten Genotypen gegen die Anzahl

der zur Identifikation genutzten Primer graphisch dargestellt. Diese Darstellung
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zeigte eine Sattigungskurve. Die Asymptote dieser Kurve beschreibt die Zahl der
Loci, bei der alle Genotypen detektiert worden sind. Der Einsatz einer gréfl3eren
Anzahl von Primern fuhrt zu keiner weiteren Verbesserung der erhaltenen

Informationen.

2.2.2 Ergebnisse

Die Suche nach geeigneten Mikrosatelliten stellte sich bei Potamogeton pectinatus
als sehr langwierig und schwierig heraus. Der Grund daflr koénnte die relative
Seltenheit von Mikrosatelliten im Genom vom Kamme-Laichkraut sein. Nach
verschiedenen Modifikationen konnten am Ende mit dem oben beschriebenen
Protokoll Mikrosatelliten gefunden werden. Insgesamt wurden 26 DNA-Bibliotheken
erstellt und 7400 Bakterien untersucht, bis am Ende 10 Mikrosatellitenloci (Tabelle

2.4) fir Potamogeton pectinatus erfolgreich eingesetzt werden konnten.

Tabelle 2.4: Mikrosatellitenloci, deren Vorwartsprimer (F) und Ruckwartsprimer (R), die
Lange der sequenzierten Wiederholungseinheit, das bestellte ABI Prism-Label am 5°-Ende
sowie der Pool, in dem der Mikrosatellitenloci gemeinsam mit anderen mit einer PCR
analysiert werden konnte.

Genort Primer (5°zu 3°) Wiederhol- Label Pool
ungseinheit

Potpect 24 F: TCA GTG AAA GAA AGC CAG GA (GA) 13 NED 3
R: GGG CTT ATG GCG TTATCAA

Potpect 26 F: GTA TAG GCG AGG TGC GAG AG (CT) 13 FAM 2
R: CTT CAT GTC GAC CAC CTT CC

Potpect 28 F: TCGTTT CCT CCATTC GTA GG (GA) 13 FAM 1
R: AAA TAA AAA GGG CCC AGA CC

Potpect 32 F: CAG CAA ACG AAA CAA CCA AA (GA) 19 HEX 1
R: AAA AGA AGC CGT TGT TTA CAG AG

Potpect 34 F: GTA AGG CAA GCA GCG TCAAC (GA) 12 FAM 1
R: GTT TGT GAG CTA GCG GGA AG

Potpect 37 F: CACTTC CTC TGT GCT GCT TG (CT) 19 HEX 3
R: GCG TGC TCT TCC TGAGTT CT

Potpect 38 F: TCT CAC GTT TCG GTC AAG AG (GA) 14 HEX
R: TGT ATT CTT CAC AAC CCTATGTTG A

Potpect 39 F: TCA CAA CAC CTC ACC CAG AA (GA) 14 HEX 2

R: CCATTT CCATTC CTC ACT GC

Potpect 40 F: AAATCT CCA AAT ATT TCC ACT GTT G (GA) 15 NED 2
R: CAAAGA TTG AGC TCC CCA AA

Potpect 42 F: TTA GCAAGT GGG TGG GTT TC (CT) 12 NED 1
R: TGC ACT CGT GTG TCT CTT CC




Etablierung Mikrosatelliten 22

2.2.3 Uberpriifung der Mikrosatelliten

Insgesamt wurden 859 Rameten aus 12 limnischen und 14 marinen Populationen
analysiert (Kapitel 4). Zwischen 6 und 17 Allele konnten an den einzelnen Loci
beobachtet werden, wobei die beobachtete Heterozygotie zwischen 0,32 und 0,67
lag (Tabelle 2.5).

Bei den dem Kamm-Laichraut Pofamogeton pectinatus nah verwandten Arten
Potamogeton filiformes, Potamogeton perfoliatus, Ruppia cirrhosa und Zannichelia
palustris war eine Amplifikation mit den Primern nicht moglich. Sequenzierungen der
ITS-Region zeigten ebenfalls grole Unterschiede zwischen diesen Arten. Die
gemeinsamen Sequenzen der ITS-Region lagen zwischen Potamogeton pectinatus
und Zannichelia palustris bei 77% gleichen Baasenpaaren und zwischen
Potamogeton pectinatus und Ruppia cirrhosa bei 52% gleichen Baasenpaaren. Dies

spricht fur eine taxonomisch langzeitliche Separation der Arten.

Tabelle 2.5: Anzahl der beobachteten Allele pro Genort, die beobachteten Allellangen bei der
Analyse von 859 Rameten sowie die beobachtete Heterozygotie H, berechnet Uber alle
Populationen.

Genort Anzahl beobachteter Beobachtete Heterozygotie

Allele Allellangen [bp] H,o
Potpect 24 14 149 - 185 0,63
Potpect 26 17 222 - 278 0,64
Potpect 28 10 161 - 187 0,56
Potpect 32 14 220 - 254 0,33
Potpect 34 15 224 - 256 0,32
Potpect 37 15 143 - 179 0,39
Potpect 38 6 135 - 159 0,50
Potpect 39 18 226 - 278 0,64
Potpect 40 15 180 - 216 0,67
Potpect 42 15 184 - 210 0,59

Die Uberpriifung, wie viele Primer zur ldentifizierung von Geneten notwendig sind,
wurde fur alle Population durchgefuhrt (Abbildung 2.1). Eine Sattigung ist bei 9
Primern zu erkennen, so dass bei den weiteren Untersuchungen 9 Loci genugend

Informationen zur Detektierung der Geneten liefern.
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Abbildung 2.1: Anzahl der detektierbaren Genotypen analysiert mit unterschiedlicher Anzahl
von benutzen Mikrosatellitenloci. Fir jede Population wurde jeweils berechnet, wie viele
Genotypen bei welcher Anzahl benutzter Mikrosatellitenloci detektiert werden kénnen. Zur
Normierung wurde die relative Anzahl je Population aufgetragen. Die Fehlerbalken zeigen
die Streuung zwischen den einzelnen Populationen.
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3 Einfluss somatischer Mutationen auf
intraklonale Variation und

Populationsstrukturen

3.1 Einleitung

Unter Mutationen versteht man eine zeitliche Veranderung der genetischen
Information. Sie lassen sich unterteilen in Genmutationen, die Veranderungen in der
Primarstruktur bewirken und einzelne Genorte betreffen, in Strukturmutationen, die
Chromosomenabschnitte  verandern, und in Chromosomenmutationen mit
Anderungen in der Anzahl der Chromosomen. Mutationen sind fiir die Entstehung
von genetischer Variabilitat in Individuen und somit auch in Populationen ursachlich
verantwortlich. Als zwei Hauptklassen von Mutationen lassen sich somatische
Mutationen und gametische Mutationen unterscheiden. Gametische Mutationen,
haufig auch meiotische Mutationen genannt, sind Anderungen der genetischen
Informationen wahrend der meiotischen Teilung. Somatische Mutationen dagegen
sind Anderungen der DNA wahrend der mitotischen Teilung. Der fundamentalste
Unterschied zwischen diesen beiden ist die Weitergabe entsprechender Anderungen
an Nachkommen. Fur Organismen mit sexueller Fortpflanzung spielen meiotische
Mutationen die entscheidende Rolle fir die genetische Variabilitat, da
Veranderungen sich direkt auf Nachkommen auswirken und sich in einer Population
etablieren kdonnen. Somatische Mutationen bewirken zunachst nur eine grofere
genetische Variabilitat innerhalb eines Individuums. Es existieren dann innerhalb
eines Organismus genetisch unterschiedliche Zelllinien, die auch als Chimaren
bezeichnet werden. Die Weitergabe entsprechender Mutationen an die Nachkommen
ist nicht zwangslaufig wie bei meiotischen Mutationen. Jedoch kdénnen Fehler, die in
der DNA-Replikation wahrend der mitotischen Teilung auftreten und nicht wahrend
der vegetativen Wachstumsphase ausselektiert werden, weitergereicht werden an
die Gameten (Klekowski, 1997). Unter diesen Vorraussetzungen kdnnten somatische
Mutationen einen entscheidenden Einfluss auf populationsgenetische Strukturen

haben. So fiilhren somatische Mutationen zur Anderung von Allelfrequenzen
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innerhalb von Populationen (Orive, 2001), Anderung der Heterozygotie (Gill et al.,
1985), Anderung von historischen Mustern wie Inzuchtdepressionen und Evolution
des Fortpflanzungssystems (Morgan, 2001) sowie zur Produktion einer adaptiven
Variabilitdt innerhalb von Pflanzentrieben (Antolin & Strobeck, 1985; Walbot, 1986;
Whitham & Slobodchikoff, 1981).

Die wirkliche Bedeutung somatischer Mutationen ist jedoch unklar und ihr Beitrag zur
adaptiven Variabilitat innerhalb von Pflanzentrieben ist Gegenstand von
Diskussionen. In der Regel ist die uberwiegende Mehrzahl somatischer Mutationen
(wie auch meiotischer Mutationen) bei transkribierten Abschnitten schadlich und
fuhren zur Ausselektion oder Lebensunfahigkeit entsprechender Trager. Treten
somatische Mutationen jedoch bei nicht-transkribierten Regionen auf, so sind sie
ohne selektive Folgen fur den Organismus und kdnnen in der Population verbleiben.
Dies ist vor allem von Bedeutung, wenn die Populationsstruktur mit Hilfe von
hochpolymorphen DNA-Markern untersucht werden soll. Wegen der sehr hohen
Mutationsrate und der selektiven Neutralitat ist die Mikrosatellitenanalyse eine
Methode, die besonders fur das Detektieren von somatischen Mutationen geeignet
ist. So konnten Franks et al. (2002) bei der Weinrebe Vitis vinifera, die seit ca. 9000
bis 8000 Jahren durch Menschenhand selektiert und kloniert wird (Eynard &
Dalmasso, 1990), somatische Mutationen durch das Vorhandensein von mehr als
zwei Allelen je Lokus nachweisen.

Spielen somatische Mutationen bei populationsgenetischen Untersuchungen mit
Mikrosatelliten eine Rolle, so erzeugen sie eine Reihe von ungewohnlichen Mustern.
Hauptproblem ist eine Uberschatzung der klonalen Diversitdt. Somatische
Mutationen erzeugen zusatzlich zu den normalen, populationsgenetischen Faktoren
einen Unterschied zwischen eigentlich genetisch identischen Individuen. Zusatzlich
dazu werden mehr Heterozygote detektiert, da urspringlich Homozygote durch das
Auftreten von somatischen Mutationen als Heterozygote aufgezeigt werden.
Ursprunglich Heterozygote wiederum konnen durch somatische Mutationen 3 Allele
an einem Genort bekommen. Dadurch konnen sich Heterozygotiegrade andern (Gill
et al, 1985), was schlussendlich eine Abweichung vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht bewirken kann.

Langlebige Pflanzen mit zum Teil haufiger asexueller Vermehrung stellen die
Organismengruppe dar, bei der es am besten moglich sein sollte, somatische

Mutationen nachzuweisen (Klekowski & Godfrey, 1989). Pflanzen kénnen zum Tell



Somatische Mutationen 26

sehr alt werden. Dokumentiert sind zum Beispiel 2000 Jahre alte Klone von Carix
curvula (Steinger et al., 1996) oder einzelne Klone des Baums Populus tremuloides
uber eine Flache von 81 ha bei einem Alter von mehr als 10.000 Jahren (Kemperman
& Barnes, 1976). Fur aquatische Pflanzen konnten Reusch et al. (1999a) beim
Seegras Zostera marina einen Klon mit einer Grofde von 160 x 40 Metern mit einem
geschatzten Alter von Uber 1000 Jahren identifizieren. Die lange Lebensdauer kann
zur Akkumulierung von somatischen Mutationen fuhren und asexuelle Vermehrung
fuhrt zur Weitergabe der somatischen Mutationen. So konnte fir eine Reihe von
Pflanzen innerhalb natirlich vorkommender Klone eine genetische Variation
innerhalb von Individuen detektiert werden (Capossela et al., 1992; Schaal & Learn,
1988; Tuskan et al., 1996).

Tritt eine somatische Mutation direkt am Anfang des Wachstums einer Pflanze im
apikalen Spitzenmeristem auf, so ist deren Einfluss auf die gesamte Pflanze sehr
grof3. Tritt die somatische Mutation zu einem sehr spaten Zeitpunkt auf, so sind nur
wenige Bereiche z. B. ein Ast davon betroffen. Daflr ist die Wahrscheinlichkeit, dass
eine Mutation auftritt, in einer spateren Wachstumsphase grof3er als zu Beginn
(Klekowski, 1997).

Ein bekanntes Beispiel fir somatische Mutationen ist bei Rhizophora mangle, einem
Mangrovenbaum, zu finden. Bedingt durch somatische Mutationen kénnen einzelne
Aste einer Pflanze mit einer geringeren Menge oder sogar ganz frei von Chlorophyll
sein (Klekowski & Godfrey, 1989). Da nur einzelne Aste, nicht jedoch die gesamte
Pflanze davon betroffen ist, missen somatische Mutationen fur dieses Phanomen
verantwortlich sein.

Das Kamm-Laichkraut Potamogeton pectinatus L. ist eine Pflanze, bei der einige
Besonderheiten im Lebenszyklus die Bedeutung von somatischen Mutationen
erhdhen. Die oberirdische Biomasse von P. pectinatus ist annuel, genetisch gesehen
stellen sie aber langlebige Organismen dar. Die Kombination aus haufiger asexueller
Vermehrung und dem jahrlichen apikalen Spitzenwachstum beim Auskeimen der
Knollen erhdht die Wahrscheinlichkeit somatischer Mutationen.

Bei populationsgenetischen Untersuchungen an Potamogeton pectinatus zeigen die
dabei verwendeten Mirkosatelliten zum Teil ein Genotypen-Muster auf, welches nicht
einem diploiden Erbgang entspricht. Gleichzeitig zeigen die entwickelten Marker

extremes Kopplungsungleichgewicht sowie eine starke Abweichung vom Hardy-
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Weinberg-Gleichgewicht. Im Folgenden soll untersucht werden, ob diese Muster

durch somatische Mutationen hervorgerufen werden kdnnten.

3.2 Material und Methode

Fur die Untersuchung wurden insgesamt 859 Pflanzenproben von Potamogeton
pectinatus analysiert. Die Pflanzen stammten aus 12 Seen und 14 marinen
Standorten in Norddeutschland (Tabelle 4.1). Die Analyse erfolgte mit 9
Mikrosatelliten (Tabelle 2.4).

Der Nachweis somatischer Mutationen ist recht schwierig und sollte im Idealfall durch
direkte Experimente erfolgen. Dies war im Rahmen dieser Untersuchungen jedoch
nicht mdglich. Eine indirekte Moglichkeit Variationen eines Klons nachzuweisen, die
durch somatische Mutationen entstanden sind, wird von Douhovnikoff & Dodd (2003)
vorgestellt. Dazu wurden paarweise Ahnlichkeiten zwischen Rameten erstellt und ein
Grenzwert berechnet, ab dem detektierte Rameten einem Klon zugeordnet werden.
In ahnlicher Weise wurde auch im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss von
somatischen Mutationen detektiert, wobei im Folgenden eine Reihe von Ergebnissen
vorgestellt werden, die somatische Mutationen als Ursache fiur die beobachteten
Genotypenmuster und Verteilungen wahrscheinlich erscheinen lassen.

Somatische Mutationen flUhren innerhalb einer Population zu Gruppen von Rameten
desselben Klons, die sich in nur ein bis drei Allelen unterscheiden. Um einzelne
Abweichungen zwischen Individuen einer Population festzustellen, wurde ein selbst
entwickeltes Computerprogramm DIFFS benutzt (NIES, KRAMBECK & REUSCH
unpubliziert). Dieses Programm berechnete die Anzahl unterschiedlicher Allele
zwischen Individuen einer Population. Dazu wurden die Allele an einem Genort auf
Ungleichheit untersucht und Uber alle Genorte aufsummiert. Dadurch wurde ein
einfaches Distanzmal} (Anzahl der ungleichen Allele) erzeugt. Dieser Vergleich
wurde jeweils paarweise durchgefuhrt zwischen allen Individuen einer Population.
Eine Aufsummierung aller Vergleiche aller Individuen aller Populationen war ein
Gesamtmal} flr die genetische Verwandtschaft. Tragt man die Summe aller
gleichnaher Verwandten (als Summe der relativen Haufigkeitsfrequenzen) gegen die
Anzahl der ungleichen Allele auf, so sollte bei normalen Populationen eine

Normalverteilung entstehen, deren Maximum bei einem Wert liegt, der dem
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Heterozygotiegrad entspricht. Lagen jedoch somatische Mutationen vor, so war eine
zweigipfelige Verteilung zu erwarten. Die sich durch wenige somatische Mutation
voneinander unterscheidenden Genotypen, die eine Variation eines Klons sind,
sollten zu einem zweiten Maximum bei einer geringen Anzahl von Unterschieden
fuhren. Das Minimum zwischen den beiden Maxima stellte analog zu Douhovnikoff &
Dodd (2003) den Grenzwert da, ab dem Variationen eines Klons durch somatische
Mutationen erzeugt wurden.

Daruber hinaus kdnnten somatische Mutationen zu einem Kopplungsungleichgewicht
fuhren. Zwei aus demselben Klon hervorgegangene Rameten, die sich nur an einem
Genort unterscheiden, liefern fir alle anderen untersuchten Orte jeweils ein
Kopplungsungleichgewicht. Und sehr viele Nahverwandte erhdhen den Effekt, so
dass ein Kopplungsungleichgewicht signifikant wird, obwohl es nicht physikalisch
erzeugt worden ist. Der Test auf Kopplungsungleichgewicht wurde mit dem
Programm GENEPOP (Raymond & Rousset, 1995) durchgefuhrt.

Des weiteren fuhren nicht aufgedeckte somatische Mutationen zur Verwechslung von
Homozygoten und Heterozygoten und zur Anderung des Heterozygotiegrades (GILL
et al, 1985). Die Folge ist dann eine Abweichung vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht (HWG). Die Erfullung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes ist
Vorraussetzung fur die Berechnung weiterer populationsgenetischer Parameter. Der
Test auf HWG erfolgte mit dem Programm GENEPOP (Raymond & Rousset, 1995).
Um zu uberprifen, ob es sich bei den berechneten Kopplungsungleichgewichten und
Hardy-Weinberg-Ungleichgewichten um Beobachtungen handelt, die auf somatische
Mutationen zurtickzufihren waren, wurden genetisch nahe Verwandte zu Gruppen
zusammengefasst. Diese Zusammenfassung erfolgte nach folgenden Regeln:

1.) Die zusammengefassten Rameten mussten sehr nah miteinander verwandt sein.
Die maximale Anzahl von unterschiedlichen Allelen betrug 4.

2.) Die Rameten bildeten Gruppen, die untereinander sehr eng miteinander verwandt
waren, jedoch unterschieden sich diese Gruppen deutlich von anderen
Populationsmitgliedern.

Von jeder Population wurde ein Phenogramm erstellt. Dazu wurde als Distanzmal}
die Anzahl ungleicher Allele, erstellt mit dem Programm DIFFS, benutzt. Die
Stammbaume selbst wurden mit der Software PHYLIP (Felsenstein, 1993)
berechnet. Als Methode der Stammbaumerstellung wurde UPGMA (unweighted
pairgroup method with arithmetic mean, Sneath & Sokal, 1973) gewahlt. Der Vortell
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dieser besonderen Clusteranaylse ist die Erstellung von Stammbaumen durch das
arithmetische, ungewichtete Mittel der Distanzdaten. Dies ermdglicht eine Erstellung
von Phenogrammen auch innerhalb von Populationen, da auller gleichen
Evolutionsraten keine weiteren Vorraussetzungen erfullt sein mussen.

Eine erneute Berechnung flr das Kopplungsungleichgewicht und das Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht sollte den Einfluss der somatischen Mutationen zeigen. Da
eine Reduktion des Datensatzes ein Stichprobenproblem bewirken kann, wurden die
Tests auf HWG und Kopplungsungleichgewicht mit einem auf die gleiche Datengrolie
reduzierten Datensatz noch mal berechnet, wobei die Reduktion des zweiten
Datensatzes zufallig geschah.

Uber das Verhaltnis detektierter Rameten zu somatischen Variationen eines Klons
lasst sich abschatzen, wie haufig somatische Mutationen in einzelnen Populationen
vorkommen. Dieses Verhaltnis wird berechnet durch die Anzahl der Rameten minus
Anzahl der Variationen eines Klons minus eins geteilt durch die Anzahl der Rameten.
Dieses Verhaltnis kann Werte zwischen 0 und eins annehmen, wobei Populationen
mit einem Verhaltnis von eins nur aus Varianten bestehen, die durch somatische
Mutationen aus einem Klon entstanden sind, wahrend in Populationen mit einem
Verhaltnis von 0 gar keine somatischen Mutationen vorkommen. Das Verhaltnis
variiert zwischen Populationen stark und sollte vermehrt in Populationen mit haufiger
asexuellen vorkommen. Zur Uberprifung wurde daher die Korrelation zwischen dem
Verhaltnis detektierbarer somatischer Variationen eines Klones und der klonalen

Diversitat (als Simpson’s Index, siehe Kapitel 4) berechnet.

3.3 Ergebnisse

Von Potamogeton pectinatus wurden insgesamt 859 Rameten analysiert. Bei 23
Proben waren 3 deutliche Allele an einem Genort zu erkennen. Dies entspricht 2,6%
der analysierten Pflanzen (Tabelle 3.1). Um zu uberprifen, ob es sich um PCR
Artefakte handelt, wurden die Ergebnisse an 10 Proben, die zuvor 3 deutliche Allele
gezeigt hatten, verifiziert. Es konnte bei keiner der Proben eine Anderung festgestellt

werden.
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Tabelle 3.1: In diesen Probenorten wurden 3 Allele an einem Genort detektiert. Neben dem
Probenort und der Zuordnung, ob es sich um einen limnischen oder marinen Standort
handelt, ist auch noch angegeben, wie viele Rameten an welchen Genorten betroffen waren.

Standort Art des Standortes Haufigkeit Genort
Bojendorf Marin 1 37
Dobbersdorfer See Limnisch 1 39
Grolder Ploner See Limnisch 2 26+39
Gustrower Wiek Marin 1 37
Gustrower Wiek Marin 1 37
Harving Marin 2 26
Kellersee Limnisch 2 34
Kellersee Limnisch 2 34
Kellersee Limnisch 2 34
Kolpinsee Limnisch 1 37
Schweriner See Limnisch 1 26
Schweriner See Limnisch 1 26
Schoritzer Wiek Marin 1 28
Schoritzer Wiek Marin 1 39
Schoritzer Wiek Marin 1 42
Trammer See Limnisch 1 34
Trammer See Limnisch 1 34
Wamper Wiek Marin 1 24

Der Vergleich paarweiser Unterschiede zwischen Genotypen zeigte deutlich eine
zweigipfelige Verteilung (Abbildung 3.1) und stitzte damit die Vermutung, dass sich
ursprunglich genetisch identische Rameten durch somatische Mutationen in
verschiedene Genotypen ausdifferenzieren. Das erste Maximum bei einem
Unterschied und das Minimum bei 3 bis 4 Unterschieden wurde von Gruppen sehr
nahe Verwandter erzeugt, fur die somatische Mutationen verantwortlich sein kdnnten.
Das zweite Maximum lag bei 8 unterschiedlichen Allelen und entsprach dem
durchschnittlichen Heterozygotiegrad. 8 von 18 mdglichen Allelen ergab einen
Quotienten von 0,44, die durchschnittliche beobachtete Heterozygotie lag bei den
Proben bei 0,48 (Kapitel 4). In der Verteilung war noch ein drittes Maximum bei 16
unterschiedlichen Allelen zu sehen. Dies wurde verursacht durch ein seltenes
Migrationsereignis in der limnischen Population Grof3er Ploéner See. Die nachsten
Verwandten dieser Immigranten waren in der marinen Population GroRenbrode zu
finden. Dadurch waren innerhalb der Population des Grof3en Ploner Sees weitere

Abstande (16) zu beobachten, als es bei allen anderen Populationen der Fall war.
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Abbildung 3.1: Haufigkeitsverteilung der paarweisen Unterschiede zwischen Genotypen
innerhalb von 26 Populationen von Potamogeton pectinatus. Dazu wurden die paarweisen
Vergleiche aller Rameten einer Population durchgefuhrt und die relativen
Haufigkeitsfrequenzen jeder Population berechnet und Uber alle Populationen aufsummiert.
Dies wird der Anzahl der berechneten Unterschiede gegeniibergestellt.

Der Test auf Kopplungsungleichgewicht mit dem Programm GENEPOP (BELKIR et
al., 1996) erbrachte bei den meisten Vergleichen ein Kopplungsungleichgewicht. Nur

bei 3 Vergleichen ist kein Ungleichgewicht feststellbar (Tabelle 3.2).
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Tabelle 3.2: Signifikanzniveaus des paarweisen Tests auf Kopplungsungleichgewicht.
Genorte, die nicht signifikant aneinander gekoppelt sind, sind fett markiert. PP 26 bis PP 42
bezieht sich auf die Bezeichnungen der Mikrosatellitenloci (siehe Kapitel 1).

Genort PP26 PP28 PP32 PP34 PP37 PP39 PP40 PP42
PP24 000 0,00. 000 000 000. 000 000 0,00
PP26 X 000 000 000 003 000 000 0,00

PP28 X 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
PP32 X 0,00 0,4 0,07 0,01 0,00
PP34 X 0,21 0,00 0,00 0,00
PP37 X 0,00 0,04 0,00
PP39 X 0,00 0,00
PP40 X 0,00

Der Test auf Hardy-Weinberg-Gleichgewicht zeigte eine grol’e Anzahl von
Populationen, die sich nicht im Gleichgewicht befinden. 5 von 14 marinen
Populationen und 8 von 12 limnischen Populationen waren nicht im HWG (Tabelle
4.2 und Tabelle 4.3).

Die Reduktion des Datensatzes durch Zusammenfassen der somatischen Genotypen
eines Klons zu einem Geneten ergab bei der Neuberechnung des
Kopplungsungleichgewichtes und des Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes deutliche
Veranderungen. Bei dem Kopplungsungleichgewicht gab es danach keine einzige
signifikante Kopplung mehr. Berechnet man das Kopplungsungleichgewicht mit
einem zufallig reduzierten Datensatz, so waren 16 der urspringlich 33 Vergleiche
immer noch im Kopplungsungleichgewicht. Dies bedeutet, dass ein Teil der
Verbesserung des Kopplungsungleichgewichtes auf eine Reduktion des Datensatzes
und damit einem Stichprobenproblem zurtckzufihren war.

Im Bezug auf das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht bewirkte die Reduktion des
Datensatzes, dass eine von 12 limnischen Populationen und keine der marinen
Populationen nicht im HWG waren. Beim zuféllig reduzierten Datensatz waren es
immerhin 3 marine und 6 limnische Populationen, die nicht im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht waren. Auch hier wurde ein Teil dieses Effektes durch
Stichprobenprobleme erzeugt.

Beim Verhaltnis detektierbarer somatischer Genotypen eines Klons zu der klonalen
Diversitat (als Simpson’s Index) zeigte sich eine signifikante Korrelation (R = 0,45, P
= 0,019). In Populationen mit haufiger asexueller Vermehrung und damit einem
geringen Simpson’s Index waren mehr somatische Genotypen eines Klons zu finden
(Abbildung 3.2)
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Abbildung 3.2: Korrelation von klonaler Diversitat (als Simpson’s Index) gegen den relativen
Anteil von somatischen Varianten eines Klones. Dazu wurde zunachst das Verhaltnis von
Rameten zu somatischen Varianten eines Klons berechnet, wie es im Methodenteil erklart
wurde. Auf die Berechnung des Simpson’s Index wird in Kapitel 3 eingegangen.

3.4 Diskussion

Die Detektion von Populationsstrukturen von Potamogeton pectinatus wird deutlich
durch das Auftreten von somatischen Mutationen erschwert. Drei Allele in einem
Genom lassen zwei Moglichkeiten zu. Die eine Moglichkeit ist, dass die Muster durch
den sechsfachen Chromosomensatz von Potamogeton pectinaus produziert werden.
Das Kamm-Laichkraut ist ein hexaploider Organismus mit einem Chromosomensatz
von 2n = 78. Ob sich mehr als ein bi-alleler Erbgang zeigt, ist abhangig von dem
Zeitpunkt der Polyploidisierung. Bei Potamogeton pectinatus scheint die Polyploidie-

Bildung schon vor langer Zeit entstanden zu sein. Andernfalls wirde man zum
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Beispiel mehr als 3 Allele, zum Teil bis zu 6 Allele finden mussen. Auch sollten alle
Loci davon betroffen sein und nicht nur jeweils ein Locus pro Ramet.

Somit verbleibt nur die Mdglichkeit, dass es sich bei den Rameten mit 3 Allelen um
Chimaren handelt. Durch somatische Mutationen gibt es innerhalb eines Rameten
genetisch unterschiedliche Zellen und die drei Allele zeigen diese innerindividuelle
Variabilitat an.

Dass somatische Mutationen bei Potamogeton pectinatus eine grof3e Rolle spielen,
zeigt sich noch an einer Reihe von Indizien wie der zweigipfeligen Verteilung
paarweiser Unterschiede zwischen Genotypen. Dieses Muster kann nur durch zwei
verschiedene Prozesse erzeugt werden. Das Maximum bei 8 Unterschieden wird
durch Rekombination in Verbindung mit genetischer Variation erzeugt, das Maximum
bei 1 durch somatische Mutationen. Der Einfluss somatischer Mutationen zeigt sich
auch beim Kopplungsungleichgewicht. Durch somatische Mutationen wird eine grof3e
Anzahl sehr naher Verwandter erzeugt. Die Folge ist ein Kopplungsungleichgewicht
von fast allen Loci. Schliel3t man Pflanzen mit hypothetischen somatischen Chimaren
aus dem Datensatz aus, befinden sich alle Genorte im Kopplungsgleichgewicht.
Gleiches gilt auch fur das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

Mehr als die Halfte der untersuchten Populationen sind nicht im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht. Da nach der Reduktion des Datensatzes fast alle Populationen im
HWG sind, ist auch hier der Einfluss somatischer Mutationen erkennbar.

Wird der Vergleich der Unterschiede zwischen den Genotypen einer Population
summiert Uber die Populationen mit vier Populationen vom Grolten Seegras Zostera
marina durchgeflhrt, so zeigen sich keine besonderen Effekte, die auf somatische
Mutationen zurlckzufihren waren (Abbildung 3.3.). Zwar ist auch hier ein minimaler
Anstieg bei ein bis zwei Unterschieden feststellbar, jedoch ist dieser Anstieg so

gering, dass er in der Grafik nicht deutlich zu sehen ist.
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Abbildung 3.3: Haufigkeitsverteilung der paarweisen Unterschiede zwischen Genotypen
innerhalb von 4 Populationen von Zostera marina. Dazu wurden die paarweisen Vergleiche
aller Rameten einer Population durchgefiihrt und die relativen Haufigkeitsfrequenzen jeder
Population berechnet und Uber alle Populationen aufsummiert. Dies wird der Anzahl der
berechneten Unterschiede gegenibergestellt. Berechnet mit Daten von Hammerli & Reusch
(2003b).

Der Unterschied zwischen den beiden Arten liegt in den verschiedenen
Lebenszyklen begrindet. Zostera marina ist zwar ebenfalls ein langlebiger, klonaler
Organismus, jedoch mit einem anderen Lebenszyklus. Zostera marina besiedelt ein
neues Habitat ahnlich wie Potamogeton pectinatus mit Wurzelbildung und
Aussprossung von Pflanzen bis eine wiesenahnliche Struktur entstanden ist.
Zusatzlich findet eine sexuelle Vermehrung mit speziellen Blatttrieben statt. Diese
Pflanzenteile sterben jedoch im Winter nicht ab, sondern Uberdauern das ganze
Jahr. Darin liegt der Unterschied zu Potamogeton pectinatus. Treten somatische
Mutationen auf, so sind von diesen Veranderungen einzelne Bereiche einer Wiese

betroffen. Bei Potamogeton pectinatus findet dagegen eine Reduktion des
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somatischen Gewebes auf wenige Zellen, die Knospen, statt. Dies stellt eine
Kombination der beiden flir somatische Mutationen entscheidenden
Entstehungsfaktoren dar. Bei diesem Lebenszyklus haben somatische Mutationen
sowohl eine groRere Chance zu entstehen (im Laufe der Saison mit klonalem
Wachstum) sowie sich im gesamten Klon zu verbreiten (durch das Wiederauskeimen
zu Beginn der nachsten Saison). Ein apikales Spitzenwachstum findet sehr viel
haufiger statt als bei anderen Pflanzen. Dadurch gewinnen somatische Mutationen
bei Potamogeton pectinatus an zusatzlicher Bedeutung.

Diese Haufigkeit ist vermutlich einer von zwei Grunden, warum bei dieser
Untersuchung von Potamogeton pectinatus somatische Mutationen eine grof3e Rolle
spielen. Nur in wenigen anderen Arbeiten wird explizit Uber somatische Mutationen
berichtet. Beim Wein Vitis vinifera stellt die anthropogene Beeinflussung durch
menschliches Klonieren (Eynard & Dalmasso, 1990) und das Verhindern der
sexuellen Fortpflanzung einen wichtigen Faktor dar. Aber auch die verwendete
Methode ist sicher einen Grund fir die Feststellung somatischer Mutationen. Bei
vielen Methoden wie Allozymstudien, RFLP (Restriktions-Fragment-Langen-
Polymorphismus) oder RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) kdnnen
somatische Mutationen nicht festgestellt werden. Bei solchen Arbeiten erhdhen sie
die Variabilitat, ohne das man den Grund feststellen kann. Die extrem hohen
Mutationsraten der Mikrosatelliten sorgen bei dieser Studie dafiir, dass somatische
Mutationen festgestellt werden konnten.

Wie haufig somatische Mutationen sind und welche Bedeutung sie haben kdnnen, ist
schwierig zu messen. Antolin & Strobeck (1985) schatzen die Bedeutung von
somatischen und gametischen Mutationen gemessen als durchschnittliche

Heterozygotie mit folgender Formel:

_ AN(u +nmv)
" [1+4N(u+ nmv)]

wobei H die Heterozygotie ist, N die Populationsgrofle, m die Anzahl von
Zellteilungen zwischen Zweigen, n die exponentielle Rate der Knospenproduktion, v
die somatische Mutationsrate und u die gametische Mutationsrate.

Dies zeigt, dass der Einfluss somatischer Mutationen grof} sein kann. Wenn man

zum Beispiel wie Antolin & Strobeck (1985) die exponentielle Knospenrate mit 20
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annimmt, die Anzahl der Zellteilungen zwischen Zweigen mit 10 und beide
Mutationsraten auf 10 pro Locus und Generation schatzt, so ist die erwartete
Heterozygotie ohne somatische Mutation nur 0,002. Mit somatischen Mutationen liegt
die Heterozygotie jedoch bei 0,29.

Die Schatzung einzelner Parameter in dieser Formel ist jedoch sehr schwierig. So ist
die Abschatzung der Anzahl der Zellteilungen insbesondere bei apikalen
Spitzenmeristemen nicht trivial, da eine Zuordnung einzelner Zellen zu den
Mutterzellen im lebenden Gewebe diffizil ist. Auch die Mutationsraten sind nicht
gleich. So wurden bei Mikrosatelliten-Loci beim Menschen die somatischen
Mutationsraten auf > 3,1 x 10 ® Mutationen pro Zelle und Generation geschatzt
(Boyer & Farber, 1998), wahrend die Mutationsraten wahrend der Meiose auf 4,5 x
10™* bis 1,6 x 10 Mutationen pro Gamet und Locus berechnet wurden (Kwiatkowski
et al., 1992).

Die Bedeutung von somatischen Mutationen bei Potamogeton pectinatus ist mit Hilfe
dieser Arbeit nur sehr ungenau zu schatzen. Eine Moglichkeit ist die Berechnung des
prozentualen Anteils von potentiell chimaren-enthaltenden Pflanzen von der
Gesamtzahl der Pflanzen. 21,6 Prozent aller Vergleiche auf Unterschiede zeigten
weniger als 4 Unterschiede. Dieser Wert kann als Abschatzung fur die Bedeutung
somatischer Mutationen dienen.

Eine Abschatzung, wie sich die Heterozygotie andert, ist leider nicht moglich. Man
kann zwar mit dem reduzierten Datensatz die Heterozygotiegrade neu berechnen,
begeht damit jedoch einen statistischen Fehler. Bei der Reduktion wahlt man einen
der ahnlichen Genotypen aus. Dies geschieht zwar zufallig, jedoch ist von der
Auswahl die Heterozygotie direkt abhangig. Somit ware eine Abschatzung mit zu
grol3en Fehlern belastet.

Somatische Mutationen behindern die Detektion von populationsgenetischen
Strukturen von Potamogeton pectinatus. Da mehr als die Halfte aller Populationen
nicht im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht und alle Genorte im Kopplungsungleich-
gewicht sind, sind einige Aussagen Uber Populationsstrukturen nur beschrankt
maglich.

Zunachst werden die tatsachlichen KlongroRen unterschatzt. Da Genotypen
detektiert werden, die tatsachlich jedoch einem Klon angehoren, werden mehr Klone

angezeigt als tatsachlich vorhanden. Die Klone sind in Wirklichkeit groR3er.
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Die Heterozygotie wird Uberschatzt. Da Homozygote als Heterozygote detektiert
werden, entsteht ein Heterozygotenuberschuss mit einer Steigerung des
Heterozygotiegrades. Eine Abschatzung Uber die Bedeutung ist jedoch nicht moglich.
Bei der Differenzierung zwischen Populationen fuhren somatische Mutationen zu
einer groleren Streuung. Da Mikrosatelliten selektiv neutral sind, bewirken
somatische Mutationen eine ungerichtete Variabilitat, die beim Vergleich zwischen
Populationen sowohl zu einer Annaherung als auch zu einer Vergrofierung der
genetischen Abstande fuhren kann. Somit kann die Differenzierung sowohl
Uberschatzt als auch unterschatzt werden. Bei einer genligend groRen Stichprobe
sollten daher die Effekte flr zu treffende Aussagen Uber die Differenzierung zwischen

Populationen neutral sein.
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4 Klonale und genetische Diversitat in

Populationen von Potamogeton pectinatus L.

4.1 Einleitung

Bei allen Arten gibt es morphologische und genetische Variationen innerhalb ihrer
geografischen Verteilung. Diese Variation bleibt erhalten durch ein Gleichgewicht von
Kraften, die eine lokale genetische Differenzierung bewirken und Kraften, die zu
einer Homogenitat fihren. Mutationen, genetische Drift in endlichen Populationen
und naturliche Selektion fuhren zu einer lokalen Differenzierung, wahrend Genfluss
durch Gameten oder Individuen dieser Differenzierung entgegenwirkt. Ein wichtiger
Faktor ist dabei die Struktur des Lebensraumes. Die Bedeutung wird besonders
deutlich beim Vergleich zweier so unterschiedlicher Lebensraume wie Meer und
Seen. Limnische Populationen sind raumlich starker isoliert als marine Populationen.
Seen konnen als negative Inseln in einer terrestrischen Umgebung angesehen
werden mit einer Limitierung des Genflusses zwischen Populationen. Da
Migrationsereignisse seltener vorkommen, gewinnen einzelne Grindereffekte an
Bedeutung und erhéhen die genetische Drift. Des weiteren sind limnische
Populationen aufgrund der rdumlichen Limitierung des Lebensraumes kleiner, was
wiederum die Bedeutung der genetischen Drift erhdht. Das Meer dagegen ist ein
kontinuierlicher Lebensraum mit theoretisch unbegrenztem genetischen Austausch
zwischen Populationen. Dieser umfangreiche genetische Austausch flhrt zusammen
mit grélReren Populationen (mit weniger genetischer Drift) zu einer geringeren
genetischen Variabilitat innerhalb von Populationen als im SuRwasser.

Genetische Diversitat innerhalb von Populationen hat bei Organismen, die sich
sowohl sexuell als auch asexuell vermehren kénnen, zwei Organisationsebenen: die
klonale Diversitdt sowie die genetische Diversitdt im engeren Sinne. Beide
Diversitatsmalie werden von unterschiedlichen, zum Teil von einander unabhangigen
Prozessen reguliert. Die genetische Diversitat im engeren Sinne ist die Variation von
Marker-Genen in genetisch distinkten Individuen. Beeinflusst wird dieses Mal}
hauptsachlich von Isolations- und Driftprozessen, bei denen Habitatsunterschiede

besonders zum Tragen kommen. Die klonale Diversitat dagegen detektiert die
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Diversitat und die raumliche Anordnung genetisch distinkter Individuen (Klone oder
Geneten) innerhalb von Populationen. Dabei spielt vor allem der
Fortpflanzungsmodus eine entscheidende Rolle, also das Verhaltnis von sexueller zu
asexueller Reproduktion. Dieses Verhaltnis kann innerhalb einer Art variieren.
Speziell am Rande der geografischen Verbreitung ist bei klonalen Pflanzen die
Produktion von Samen oder anderen Teilen der sexuellen Reproduktion reduziert
(Ashton & Mitchell, 1989; Eriksson, 1996), was auf einen Einfluss von 6kologischen
Faktoren auf das Verhaltnis von sexueller zu vegetativer Reproduktion schlie3en
lasst. Eine Reihe von abiotischen und biotischen Faktoren ist direkt oder indirekt
dafir bekannt, Samenproduktion, Germination und Samenrekrutierung zu
beeinflussen (Abrahamson, 1980; Richards, 1986).

Manchmal ist ein Hauptfaktor zu erkennen. Wasserpflanzen, die ihre Blliten an der
Wasseroberflache ausbilden, kdnnen keine Bluten und Samen produzieren, wenn
das Wasser zu tief ist (Hutchinson, 1975). Kalte Temperaturen beeinflussen ebenso
die Samenproduktion negativ (Pigott, 1981; Pigott & Huntley, 1981). Eine verkirzte
Phase optimaler Lebensbedingungen mit gentuigend Licht und hoheren Temperaturen
bei nordlichen Populationen von Potamogeton pectinatus fuhrt ebenfalls zur
Verschiebung zugunsten asexuell produzierter Knollen (Pilon & Santamaria, 2002).
Inwieweit sich das Verhaltnis von sexueller zu asexueller Vermehrung und damit die
klonale Diversitat bei Potamogeton pectinatus andert, lasst sich mit Hilfe des
Simpson’s Index der Diversitat (Simpson, 1949) berechnen.

Wahrend sich in der klonalen Diversitat Uberwiegend die Lebensbedingungen
widerspiegeln, sind Prozesse wie Genaustausch mit anderen Populationen und
genetische Drift die Ursache der genetischen Diversitat. Daher sollte bei limnischen
Populationen die genetische Diversitat geringer sein als bei marinen. Diese
erwarteten Populationsstrukturen kdénnen von historischen Prozessen Uberlagert
werden. In Nordeuropa hat die nacheiszeitliche Wiederbesiedung einen
entscheidenden Einfluss auf populationsgenetische Strukturen. Vergleiche
verschiedenster Taxa zeigen allgemein die Rekolonisation von Europa aus Refugien
im Suden (Hewitt, 1996). In diesen Refugien blieb die urspriingliche genetische
Variabilitat erhalten bzw. wurde durch die langere Lebensgeschichte wieder
aufgebaut. Je weiter die Entfernung vom eiszeitlichen Refugium, um so jinger ist die
Population und um so geringer ist die genetische Variabilitat innerhalb der Population

(Hewitt, 1996). Die in dieser Studie untersuchten Populationen sind
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populationshistorisch betrachtet gleich alte Populationen. Allgemein wird davon
ausgegangen, dass die Wiederbesiedlung in Europa entsprechend den
zunehmenden Temperaturen von den sudlichen Ruckzugsgebieten aus nach Norden
und Osten stattgefunden hat. Die Wiederbesiedlung im Untersuchungsgebiet mit
Populationen der sudlichen Ostsee und den angrenzenden Seen erfolgte von
Westen nach Osten (Hewitt, 1996).

Somit kann die beim Vergleich limnisch-mariner Populationen erwartete geringe
genetische Variabilitat der Seenpopulationen Uberlagert werden von der geringer
werdenden genetischen Variabilitat, entsprechend den Entfernungen von den
Ruckzugsrefugien. Dies sollte sich insbesondere im normierten Allel-Reichtum (allelic
richness) widerspiegeln, und weniger in der Heterozygotie. Der Allelreichtum zeigt im
Vergleich zur Heterozygotie eine andere Dynamik und kann eine sehr nutzliche
Methode zur Identifikation von Populationsreduktionen (Luikart et al., 1998),
Mischungen von Populationen (Chakraborty & Weiss, 1988) oder zur Rekonstruktion
der nacheiszeitlichen Wiederbesiedlung sein (Comps et al., 2001). Insbesondere bei
der Studie von Comps et al. (2001) konnte der Allel-Reichtum die durch fossile
Pollenuntersuchungen gefundene Wiederbesiedlungsgeschichte besser
widerspiegeln als die Heterozygotiegrade.

Das fur diese Studie ausgewahlte Kamm-Laichkraut Potamogeton pectinatus ist
besonders dazu geeignet, den Einfluss von Habitatsstrukturen und raumlicher
Struktur des Lebensraumes auf genetische und klonale Diversitat zu erforschen.
Diese weltweit verbreitete, limnische Art ist salzwasser-tolerant und kommt sowohl in
der Ostsee als auch den ostsee-nahen Seen vor. Auf der einen Seite sollten sich
durch die Unterschiede im Lebensraum mit unterschiedlichen Populationsgréf3en und
unterschiedlichen Genfluss zwischen Populationen die genetische Diversitat
zwischen limnischen und marinen Populationen unterscheiden. Auf der anderen
Seite sollten die unterschiedlichen Habitatsbedingungen, insbesondere der Gradient
im Salzgehalt der Ostsee, deren Einfluss auf die klonale Diversitat widerspiegeln.
Bisherige Arbeiten Uber populationsgenetische Strukturen bei aquatischen Pflanzen
zeigten eine geringe genetische Variabilitat innerhalb der Arten und eine geringe
Differenzierung zwischen ihren Populationen (Wain et al., 1985). Dies gilt auch fur
die Allozymstudien beim Kamm-Laichkraut Potamogeton pectinatus (Hettiarachchi &
Triest, 1991; Hollingsworth et al., 1996). Das Hauptproblem bei diesen Studien ist

jedoch die Analyse mit Hilfe von Allozymen, die bei aquatischen Pflanzen kaum
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Variabilitat zeigen. Neuere Arbeiten mit hoher auflésenden Markern zeigen
signifikante genetische Variabilitat (Lokker et al., 1994; Reusch et al., 2000; Waycott,
1998) und konnten interne Substrukturen aufdecken (Gornall et al., 1998; Hammerli
& Reusch, 2003a; Ruckelshaus, 1998).

Mader et al. (1998) konnten erstmals flr Potamogeton pectinatus eine hohe
genetische Variabilitat nachweisen. Bei dieser Studie wurden von 19 Populationen
aus Europa, Amerika und Afrika bis zu 4 Knollen mit Hilfe von RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA) und Chloroplasten-RFLP (RFLP = Restriktions-
Fragment-Langen-Polymorphismus) analysiert. Aufgrund des geringen Stichproben-
umfanges von maximal 4 Proben je Population ist eine Aussage Uber die genetische
Variabilitat jedoch nicht moglich.

King et al. (2002) sammelten aus 40 Populationen der gesamten Ostsee zwischen 2
und 17 Pflanzen und analysierten sie mit ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat). Die
klonale Diversitat gemessen als Simpson’s Index lag bei dieser Studie zwischen 0
und 1, der Mittelwert bei 0,66. Demnach scheint die klonale Diversitat an die
geografische Breite gekoppelt zu sein (R = -0,356, P = 0,011), was nach Angaben
von King et al. (2002) jedoch durch intensivere Probennahme bestatigt werden sollte.
Auch sollte die klonale Diversitat noch genauer untersucht werden, da sehr
unterschiedliche StichprobengréRen einen Vergleich innerhalb von Populationen
erschweren.

Die genetische Diversitat innerhalb einer einzigen Population wurde von
Hangelbroeck et al. (2002) untersucht. Mit Hilfe von RAPD Markern (Random
Amplification of Polymorphic DNA) wurden 128 Proben von 8 Gruppen innerhalb
einer Population analysiert. Das Verhaltnis detektierbarer Klone (0,76) und die
klonale Diversitat (Simpson’s Index) bei 0,99 zeigen ein sehr hohes Niveau. Dabei
handelt es sich um eine Untersuchung einer einzelnen Population, wobei die
Allgemeingultigkeit der hohen genetischen Diversitat zu klaren ist.

In der vorliegenden Studie war es erstmals mdglich, die genetischen Strukturen von
Potamogeton pectinatus mit Mikrosatelliten zu analysieren. Die Vorteile dieser
Kernmarker sind unter anderem die hohe Variabilitdt, die kodominante Vererbung
sowie die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Bei der Probennahme wurde
besonderer Wert auf eine raumlich hochauflésende Skalierung gelegt, um

detaillierte Angaben Uber Populationsstrukturen machen zu kénnen.
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4.2 Material und Methode

4.2.1 Material

61 Standorte an der deutschen Ostseekuste wurden auf das Vorkommen des Kamm-
Laichkrauts Potamogeton pectinatus untersucht (Anhang 1 und Anhang 2). Dazu
wurde in den meisten Fallen geschnorchelt, seltener getaucht. Unter den 61
Standorten waren 36 Seen und 25 Standorte an der Ostsee. Insgesamt konnte 34
mal Potamogeton pectinatus gefunden werden, 17 mal in Seen und 17 mal im Meer.
Gesammelt und analysiert wurden 26 Standorte, 12 limnische und 14 marine
(Tabelle 4.1 und Abbildung 4.1).

Von jedem Standort wurden im Optimalfall 40 Pflanzen auf einer Flache von 40
Meter x 2 Meter mit Hilfe einer computererstellten Zufallsverteilung gesammelt. Die
40 Meter wurden parallel zur Uferzone gesammelt, die Begrenzung von 2 Metern
Breite ergibt sich bei vielen Standorten durch das begrenzte Wachstum von
Potamogeton pectinatus mit zunehmender Tiefe. Die genetische Analyse erfolgte mit

9 Mikrosatellitenloci (siehe Kapitel 2).
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Tabelle 4.1.. Analysierte Probenorte von Potamogeton pectinatus. Aufgefihrt sind die
Gewasser, der genaue Probenahmeort, die verwendete Abklirzung (Abk.), die geografische
Position des Standortes sowie die Zuordnung, ob es sich um einen marinen oder um einen

limnischen Standort handelt.

Gewasser Ort Abk. Breitengrad Langengrad Standort
Danische Wiek  Ludwigsburg DW 54°06°50"" 13°29°00” Marin
Deviner Bucht Devin DB 54°16°'20"" 13°0926" Marin

Deviner See Devin DS 54°16°09° 13°10°03” Marin
Fehmarnsund  Grolkenbrode GB 54°23°33"" 11°07°00" Marin
Grolde Wiek Bojendorf BO 54°01°29" 11°31°56" Marin
Grolder Zicker Thiessow GZ 54°16'56°"° 13°42°48" Marin
Gustower Wiek Gustow GU 54°17°46" 13°12°07" Marin
Harving Seedorf HA 54°20°55"" 13°39°20" Marin
Koos Insel Koos KO 54°10°02°° 13°24°38" Marin
Riems Riemserort RI  54°11°00"" 13°20°50” Marin
Salzhaff Pepelow SH 54°02'20"" 11°34°44" Marin
Schleiminde Maasholm MAA 54°41°23"" 10°00°34" Marin
Schoritzer Wiek Zudar SW 54°15°44"" 13°21°28" Marin
Wamper Wiek Gustow WW  54°17°58"" 13°11°03" Marin
Bergsee Alt Gaarz BE 53°35°01"" 12°30°26"° Limnisch
Dobbersdorfer See  Schlesen DO 54°19'16"° 10°19°40"° Limnisch
GrolRer Ploner See Prinzeninsel GPL 54°08°15" 10°24°46°° Limnisch
Kellersee Bad Malente KE 54°10°57"° 10°34'18"" Limnisch

Kolpinsee Schwenzin KO 53°31°00" 12°36°36°° Limnisch

Lanker See Schellhorn LA 54°13'19” 10°17'54"" Limnisch
Pinnower See Godern Pl 53°36'57"° 11°32°30"" Limnisch

Plauer See Alt Schwerin  PL  53°31°07"° 12°19°41"" Limnisch

Schweriner See  Bad Kleinen SN 53°46°05° 11°28°31"" Limnisch
Selenter See Seekrug SEL 54°17°46" 10°30°50"" Limnisch
Trammer See Tramm TR 54°10°28"" 10°24°32°" Limnisch

Wittensee Sande WI  54°23'12" 9°43°30"" Limnisch
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Abbildung 4.1: Probenorte. Der Kartenausschnitt stellt einen Teil Norddeutschlands und der
Ostseekiiste dar, Probengebiete mit mehreren Probenorte wurden vergroRRert dargestellt. Die
Probenabkirzungen kénnen Tabelle 4.1 enthommen werden.
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4.2.2 Datenauswertung

Da die genetische Diversitat von Populationen zwei Organisationsebenen hat, wurde
sowohl die klonale Diversitat als auch die genetische Diversitat berechnet. Fur die
klonale Diversitat wurden das Verhaltnis detektierbarer Geneten und der Simpson’s
Index berechnet. Das Verhaltnis der detektierbaren Geneten (Ellstrand & Roose,
1987) wurde als Anzahl gefundener Geneten dividiert durch die Anzahl der
gesammelten Rameten berechnet. Mit dem Simpson’s Index der Diversitat
(Simpson, 1949) sind Aussagen uber die klonale Diversitat moglich. Berechnet wurde
dies mit:

Simpson’s Index =1 - Z (ni/N),

wobei n; die Anzahl von Rameten des Multilocus-Genotypen i ist und N die absolute
Anzahl der gesammelten Rameten. Dieser Index kann Werte zwischen 0 und 1
annehmen, wobei Populationen mit dem Wert 0 nur aus einem einzigen Geneten
bestehen und bei einer Population mit dem Wert 1 jeder gesammelte Ramet ein
eigener Genet ist. Berechnet wird mit diesem Index das Verhaltnis sexueller zu
asexueller Vermehrung. In Populationen mit reduzierter sexueller Vermehrung
kdnnen Klone gréRere Flachen einnehmen, was zu einer Reduktion des Simpson’s
Index fuhrt.

Zur Messung der genetischen Diversitat innerhalb von Populationen wurde die
erwartete und die beobachtete Heterozygotie berechnet. Diese Malie werden
genutzt, um historische Prozesse wie Bottlenecks und Wiederbesiedlungshistorie
nach der letzten Eiszeit zu rekonstruieren (Hewitt, 1996). Die beobachtete und die
erwartete Heterozygotie wurden mit dem Computerprogramm GENEPOP (Raymond
& Rousset, 1995) berechnet.

Bei der Berechnung des Allelreichtums ist die beobachtete Anzahl der Allele sehr
stark abhangig von der Stichprobengrofle. Um den Index von Hurlbert (1971) far
populationsgenetische Untersuchungen zu nutzen, wurde daher nach El Mousadik &
Petit (1996) die StichprobengroRe vereinheitlicht, um Vergleiche zwischen
unterschiedlich grof3en Stichproben ziehen zu kdnnen (Petit et al., 1998). Die
Berechnung wurde mit dem Computerprogramm FSTAT (Goudet, 1995)
durchgefuhrt.
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Sowohl fur die klonale Diversitat als auch fur die genetische Diversitat im engeren
Sinne ist ein Einfluss der geografischen Lange auf die Diversitat zu erwarten. Die
Wiederbesiedlung nach der letzen Eiszeit fand im Untersuchungsgebiet von West
nach Ost statt, so dass mit einer Abnahme der genetischen Diverstitat von West
nach Ost zu rechnen ist. Die Salinitat der Ostsee nimmt von Osten nach Westen zu
und da Salinitat ein bedeutender Umweltfaktor sein konnte, ist eine Abnahme der
klonalen Diversitat und Zunahme der KlongréfRe nach Westen hin mdglich.

Um den Einfluss von postglazialer Wiederbesiedlung und Umweltbedingungen auf
Populationsstrukturen von Potamogeton pectinatus zu erfassen, wurde die lineare
Regression der Diversitatsmalie Heterozygotie, Allel-Reichtum und Simpson’s Index
gegen die geografische Lange als dezimaler Langengrad berechnet.

DarUber hinaus wurde eine Kovarianzanalyse der verschiedenen Diversitatsmalle
durchgefuhrt. Die angegebenen Mittelwerte sind gewichtete Mittelwerte nach der

Kovarianzanalyse.

4.3 Ergebnisse

Insgesamt wurden 859 Rameten untersucht, 348 aus Seen und 511 aus marinen
Standorten. Dabei wurden 273 Geneten detektiert, 102 in Seen und 171 im Meer. Ein
Genet bestand im Durchschnitt aus 3,14 Rameten, wobei die Anzahl mit 2,99
Rameten pro Genet im Meer geringer war als bei den Seen mit 3,41. Klone in den
Seen waren also im Durchschnitt groRer als an den marinen Standorten.

Das Verhaltnis der detektierbaren Geneten (Tabelle 4.2 und 4.3) lag im Durchschnitt
bei 0,347. Die Werte schwankten in Bereichen zwischen 0,07 in der Population
Groldenbrode und 0,77 beim Wittensee. Simpson’s Index der Diversitat (Tabellen 4.2
und 4.3) liegt im Durchschnitt bei 0,70. Die Werte schwanken zwischen 0,92 beim
marinen Standort Koos und 0,18 bei Bojendorf.
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Tabelle 4.2: Geografische Lange, Anzahl der analysierten Rameten und gefundenen
Geneten, deren Verhaltnis sowie verschiedene Diversitatsmalie der marinen Populationen.
Bei Populationen, die sich nicht im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht befinden, sind die
Heterozygotien fett hervorgehoben.

Verhaltnis
Geografische Anzahl Anzahl det. Erwartete Beobachtete Simpson’s Allel-
Population Liange Rameten Geneten Geneten Heterozygotie Heterozygotie Index Reichtum

BO 11,53335 39 4 0,102 0,337 0,417 0,186 1,929
DB 13,15675 39 7 0,179 0,413 0,429 0,321 2,266
DS 13,16039 38 8 0,211 0,470 0,539 0,753 2,459
DW 13,48132 32 16 0,500 0,441 0,407 0,842 2,317
GB 11,11608 39 3 0,077 0,420 0,593 0,418 2,333
GW 13,19979 31 14 0,452 0,487 0,476 0,866 2,418
Gz 13,70795 40 21 0,525 0,446 0,339 0,923 2,260
HA 13,65331 33 9 0,273 0,439 0,461 0,782 2,278
KS 13,40897 37 21 0,568 0,413 0,460 0,925 2,145
MAA 10,00819 34 7 0,206 0,498 0,597 0,619 2,424
RI 13,34563 36 17 0,472 0,486 0,539 0,910 2,318
SH 11,57586 40 11 0,275 0,531 0,616 0,540 2,535
SwW 13,35563 36 15 0,417 0,501 0,574 0,906 2,458
ww 13,18252 36 18 0,500 0,460 0,537 0,900 2,333

Summe 511 171

Mittelwert 36,50 12,21

Tabelle 4.3: Geografische Lange, Anzahl der analysierten Rameten und gefundenen
Geneten, deren Verhdltnis sowie verschiedene Diversitdtsmalle der limnischen
Populationen. Bei Populationen, die sich nicht im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht befinden,
sind die Heterozygotien fett hervorgehoben.

Verhiltnis
Geografische Anzahl Anzahl det. Erwartete Beobachtete Simpson’s Allel-
Population Linge Rameten Geneten Geneten Heterozygotie Heterozygotie Index Reichtum
BE 12,50545 40 6 0,150 0,407 0,689 0,384 1,867
DO 10,32652 39 15 0,385 0,557 0,624 0,881 2,820
GPL 10,41170 22 11 0,500 0,655 0,571 0,789 3,223
KE 10,58172 17 8 0,471 0,600 0,542 0,754 2,917
KO 12,61358 36 7 0,194 0,578 0,753 0,755 2,589
LA 10,29750 40 13 0,325 0,463 0,444 0,891 2,375
PI 11,53925 11 3 0,273 0,562 0,544 0,430 2,822
PL 12,32352 38 5 0,132 0,364 0,424 0,528 1,815
SEL 10,51341 39 6 0,154 0,493 0,455 0,464 2,443
SN 11,47338 37 6 0,162 0,466 0,556 0,608 2,517
TR 10,40829 16 12 0,750 0,619 0,601 0,898 3,088
Wi 9,72393 13 10 0,769 0,570 0,639 0,888 2,793
Summe 348 102

Mittelwert 29 8,5
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Die klonale Diversitat (als Simspon’s Index) war in den limnischen Populationen
geringer als in den marinen Populationen (Tabelle 4.4). Dagegen verhielt sich die
genetische Variabilitat nicht wie in der Eingangshypothese formuliert. Die Variabilitat
sollte bei limnischen Populationen geringer sein als bei marinen. Beim Allelreichtum
war der Wert fUr limnische Populationen gréRer. Der Unterschied war zwar nicht sehr
grof} (2,356 zu 2,325), jedoch in der Kovarianzanaylse statistisch signifikant (Tabelle
4.4). Fur die Heterozygotiegrade waren die Unterschiede maginal signifikant, die
genetische Diversitat war hierbei in den limnischen Populationen tendenziell gro3er

als bei den marinen. (Tabelle 4.4).

Tabelle 4.4: Mittelwerte der unterschiedlichen Diversitatsmale fir limnische und marine
Populationen. Unter Erwartet und Gemessen ist aufgefiihrt, wie der Mittelwert der limnischen
Populationen im Vergleich zu den marinen Populationen nach den Hypothesen sein sollte
und wie er tatsachlich berechnet wurde.

Signifikanz
Limnisch Marin P Erwartet Gemessen
Simpson’s Index 0,576 0,604 **0,0012 geringer geringer
Allelreichtum 2,356 2,325 *0,0122 geringer hoher
Beobachtete Heterozygotie 0,487 0,454 n.s 0,0869 geringer héher
Erwartete Heterozygotie 0,593 0,529 n.s. 0,0693 geringer héher

Beim Vergleich der limnischen und marinen Populationen war die Veranderung der
klonalen Diversitat mit dem Langengrad deutlich (Kovarianzanalyse, Interaktion
Habitatstyp x Langengrad, P = 0,0013). Mit steigendem Langengrad nahm die
klonale Diversitat der limnischen Populationen ab, wahrend sie in den marinen
Populationen zunahm (Abbildung 4.2). In marinen Populationen war sexuelle
Reproduktion im Osten des Untersuchungsgebietes haufiger als im Westen.
Umgekehrt verhielten sich limnische Populationen, bei denen sexuelle Reproduktion

im Westen des Untersuchungsgebietes haufiger war.
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Abbildung 4.2: Darstellung vom Simpson’s Index (links) und Allel-Reichtum (rechts) gegen
die geografische Lange. Fir die beiden Habitate Seen (weilte Dreiecke) und Meer (schwarze
Punkte) ist die lineare Regression (Seen unterbrochene Linie, Meer durchgezogene Linie)
eingezeichnet sowie der Regressionskoeffizient angegeben.

Die Wiederbesiedlungshistorie spiegelte sich am besten im Allel-Reichtum wider. Mit
steigendem Langengrad nahm der Allel-Reichtum ab (Kovarianzanalyse, Faktor
Langengrad, P = 0,0102). Dabei unterschieden sich die beiden Habitate deutlich
(Kovarianzanalyse, Interaktion Habitatstyp x Langengrad, P = 0,0142). Wahrend der
Allel-Reichtum in den limnischen Populationen mit steigendem Langengrad abnahm,
blieb er in den marinen Populationen fast unverandert (Abbildung 4.2).

Nicht ganz so deutlich spiegelte sich die Wiederbesiedlung bei den
Heterozygotiegraden wider. Der Einfluss von Faktoren mit zunehmender
geografischer Lange war nicht sehr grof3 und nicht signifikant (Kovarianzanalyse,
Faktor Langengrad, P = 0,6787 fur beobachtete Heterozygotie sowie P = 0,0787 flr
erwartete Heterozygotie). Bei der beobachteten Heterozygotie gab es die Tendenz,
dass in marinen Populationen die Heterozygotie mit steigendem Langengrad
abnahm und in limnischen Populationen zunahm (Abbildung 4.3), jedoch sind die
Unterschiede nicht signifikant (Kovarianzanalyse, Interaktion Habitatstyp x
Langengrad, P = 0,0674). Bei der erwarteten Heterozygotie sank tendenziell die
Diversitat der limnischen Populationen, wahrend die der marinen Populationen
annahernd gleich blieben (Abbildung 4.3), jedoch sind auch hier die Unterschiede
nicht signifikant (Kovarianzanalyse, Interaktion Habitatstyp x Langengrad, P =
0,0903).



Diversitat innerhalb Populationen 51

IO 0,8 " 0,8
2 Seen ¢ %
8‘) 0,7 1R%=0,293 PY b= 0,7 gge_no 2648 &
> ~—_ @ o)) - A
S 06 R SN = 06~ A
o o A o A\ ﬁ\ A A
2 ° & AN = °
[ — ] —~——
0,5 - T 05 o A — 8
T Meer = £ A
2 R?=0,06420 ® . Nt . —"
T 04 A A L g4 |Meer A o o—__
= @ ' |R*=0,0005 A
2 - .
o] 0,3 1 E 0‘3 -
5 ]
0 02 x ; : : \ 0.2 w x ; : \
9 10 11 12 13 14 9 10 11 12 13 14
Geografische Lange [°] Geografische Lange [°]

Abbildung 4.3: Darstellung der beobachteten Heterozygotie (links) und erwarteten
Heterozygotie (rechts) gegen die geografische Lange. Fir die beiden Habitate Seen (weil3e
Dreiecke) und Meer (schwarze Punkte) ist die lineare Regression (Seen unterbrochene Linie,
Meer durchgezogene Linie) eingezeichnet sowie der Regressionskoeffizient.

4.4 Diskussion

Durch die inselartige Verbreitung mit limitiertem Genfluss und kleineren lokalen
Populationen mit mehr genetischer Drift sollte die Diversitat innerhalb von
Populationen in den Seen geringer sein als im Meer. Diese Uberlegungen konnten
nicht durch die genetische Diversitat im engeren Sinne gemessen als Allel-Reichtum
und Heterozygotie bestatigt werden.

Beim signifikanten Unterschied im Allel-Reichtum sind die Populationen in den Seen
diverser und nicht etwa geringer differenziert. Die Unterschiede bei den
Heterozygotien sind gerade nicht mehr signifikant, jedoch besteht auch hier die
Tendenz zu diverseren Seenpopulationen im Vergleich zu den marinen.

Als mégliche Ursache kommt die Uberlagerung der erwarteten Diversitat durch
Anderungen in der Diversitdt verursacht durch Prozesse wie der historischen
Wiederbesiedlung nach der letzen Eiszeit in Frage.

Am deutlichsten zeigt sich der Einfluss der nacheiszeitlichen Wiederbesiedlung auf
die Populationsstrukturen beim Allel-Reichtum. Auch bei der Untersuchung an der
Buche Fagus sylvatica von COMPS et al. (2001) konnte der Allel-Reichtum die durch

fossile Pollenuntersuchungen gefundene Wiederbesiedlungsgeschichte besser
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widerspiegeln als die Heterozygotiegrade. Je grofer die geografische Entfernung
von den Ruckzugsrefugien, um so geringer sollte die genetische Diversitat innerhalb
von Populationen sein. Bei den limnischen Populationen ist dies eindeutig der Fall.
Populationen im Westen des Untersuchungsgebietes sind genetisch diverser als
solche im Osten. Bei den marinen Populationen ist dies nicht zu beobachten, die
genetische Vielfalt ist fast konstant. Da die Ostsee aber ein kontinuierlicher
Lebensraum ist, konnte nach einer erfolgreichen Erstbesiedlung der Ostsee eine
rasche Ausbreitung Uber den gesamten Lebensraum erfolgen, was sich in einem
einheitlichen Allel-Reichtum widerspiegelt. Bei der Kolonisierung von Seen ist immer
die Isolationsbarriere Land zu Uberbricken. Grindereffekte und geringe
PopulationsgroRen mit hoher genetischer Drift sorgen fur eine Minimierung der
genetischen Diversitat und so zu einer Verringerung des Allel-Reichtums mit
steigendem Abstand zum Ausgangsrefugium.

Tendenziell ergibt sich ein ahnliches Bild bei den Heterozygotiegraden. Bei den
limnischen Populationen nimmt die genetische Diversitdt von West nach Ost
entsprechend der erwarteten Wiederbesiedlung ab, wahrend die Diversitat bei den
marinen Populationen konstant bleibt (Erwartete Heterozygotie) bzw. nach Osten
groler wird (Beobachtete Heterozygotie). Die Unterschiede sind nicht signifikant,
deuten aber auf die gleiche Wiederbesiedlungsgeschichte hin wie der Allel-Reichtum.
Welche der beiden Male, Heterozygotie oder Allel-Reichtum, die genauere
Abschatzung fur die Wiederbesiedlungshistorie liefert, ist auf Grund dieses
Datensatzes nicht zu sagen. Unter Umstanden ist die gerade nicht mehr signifikante
Beziehung von Langengrad zur Heterozygotie aber auf die von COMPS et al. (2001)
gefundene ungenauere Abschatzung der Heterozygotie zurlckzufihren.

Die Hypothese, dass durch die inselartige Verbreitung mit limitietem Genfluss und
kleineren lokalen Populationen mit mehr genetischer Drift die Diversitat innerhalb von
Populationen in den Seen geringer sein sollte als im Mee,r konnte fur die klonale
Diversitat bestatigt werden. In der klonalen Diversitat als MessgroRe fur das
Verhaltnis sexueller zu asexueller Vermehrung spiegeln sich hauptsachlich Faktoren
wie die Umweltbedingungen wider. Ebenso wie bei der genetischen Diversitat ist
auch ein Gradient mit der geografischen Lange feststellbar. Schon bei der
Beprobung konnte beobachtet werden, dass im Westen des Untersuchungsgebietes
Potamogeton pectinatus relativ selten im Meer gefunden werden konnte (in 8 von 15

Standorten) und dann ausschlief3lich in Einstromgebieten von Flissen, wo die
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Salinitat infolge des SuRwassereinstroms geringer ist. Im Osten dagegen ist
Potamogeton pectinatus in der Ostsee sehr haufig anzutreffen und konnte bei 10 von
11 Standorten gesammelt werden. Die Berechnung der Korrelation vom Simpson’s
Index mit der geografischen Lange (R = 0,624, P = 0,017) zeigt, dass nicht nur die
Verbreitung von Potamogeton pectinatus im Westen limitiert ist, sondern auch dass
die Klone grofler sind als im Osten. Die Lebensbedingungen scheinen im Westen
nicht so optimal zu sein, so dass Potamogeton pectinatus weniger haufig vorkommt
und die sexuelle Reproduktion minimiert ist. Speziell am Rande der geografischen
Verbreitung ist bei klonalen Pflanzen die Produktion von Samen oder anderen Teilen
der sexuellen Reproduktion reduziert (Ashton & Mitchell, 1989; Eriksson, 1996),
wobei eine Reihe von abiotischen und biotischen Faktoren direkt oder indirekt dafur
bekannt sind, die Samenproduktion, Germination und Samenrekrutierung zu
beeinflussen (Abrahamson, 1980; Richards, 1986). Als moglicher Faktor kommt fur
Potamogeton pectinatus in der Ostsee die Salinitat in Frage. Die Ostsee ist ein
Brackwassermeer, bei dem die Salinitdt nach Osten und Norden abnimmt.
Potamogeton pectinatus ist urspringlich eine limnische Pflanze, die salzwasser-
tolerant ist. Mit zunehmendem Salzgehalt scheint eine erfolgreiche sexuelle
Vermehrung oder aber die Ausbreitung von Samen und Frichten aus
physiologischen Grinden nicht mehr modglich zu sein. Die Folge ist eine fast
ausschlielich klonale Ausbreitung mit einer Reduktion der klonalen Variabilitat, was
zu grofReren Klonen und einem geringeren Simpson’s Index fuhrt.

Die gleiche Beobachtung konnte in den Seen gemacht werden, nur in anderer
Richtung. In 9 von 10 Seen im Westen des Untersuchungsgebietes konnte
Potamogeton pectinatus gesammelt werden. Dagegen waren in den oOstlichen
Gebieten nur in 8 von 26 Seen die Pflanzen zu finden. Die Verbreitung von
Potamogeton pectinatus ist im Osten limitiert und die Klone sind grofer als im
Westen. Dies zeigt die Berechnung der Korrelation von Simpson’s Index mit der
geografischen Breite (R = 0,642, P = 0,024). Klone im Osten sind gréRer, der
Simpson’s Index fur die klonale Diversitat geringer. Die Verbreitung ist also ebenso
limitiert wie im Meer, jedoch von West nach Ost. Im Meer ist die Verbreitung nach
Westen limitiert, in den Seen nach Osten. Leider kann der Grund fir diese geringere
Besiedlungsdichte in den Seen nicht so einfach genannt werden wie beim Meer. Eine

groRe Anzahl biotischer und abiotischer Faktoren kann die Verbreitung vom Kamm-
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Laichkraut im Osten des Untersuchungsgebietes limitieren. Welche Faktoren dies
sein kénnten, kann nur eine umfassendere Untersuchung darlegen.

In wieweit haufige klonale Vermehrung genetische Diversitat beeinflusst, ist unklar.
Bei Vergleichen der genetischen Diversitat zwischen sexuellen und dominant
klonalen Populationen konnten kaum Unterschiede bei der genetischen Diversitat
festgestellt werden (Hamrick & Godt, 1996). Diese Studien flihren zu dem Eindruck,
dass klonale Reproduktion, unabhangig von den theoretischen Konsequenzen,
keinen Einfluss auf die genetischen Strukturen von naturlichen Populationen hat.
Von Eckert (2001) wird vermutet, dass die Skalierung der Probennahmen innerhalb
und zwischen Populationen den Effekt von Klonalitat nicht detektiert haben kénnten,
da die Abschatzung der genetischen Diversitat in klonalen Populationen abhangig ist
von der Sammelstrategie (Aspinwall & Christian, 1992; Hebert et al., 1988; Widén et
al.,, 1994). Bei anderen Studien konnte sehr wohl ein starker Einfluss auf die
genetische Variation innerhalb und zwischen Populationen (Muirhead & Lande, 1997;
Silander, 1985), die effektive PopulationsgroRe und die daraus folgende genetische
Drift (Eckert & Barrett, 1992; Gliddon et al., 1987; Handel, 1985; Orive, 1993), die
Metapopulationsdynamik (Olivieri & Gouyon, 1997) und die raumliche Verbreitung
innerhalb eines geografischen Bereiches (Dorken & Eckert, 2001) festgestellt
werden.

Wie es bei Populationen zur ausschlieBlichen asexuellen Vermehrung kommt, ist
unklar, wobei es schwierig ist Ursache und Wirkung zu unterscheiden. Auf der einen
Seite kdnnte ein Fitnessunterschied von sich ausschlie3lich asexuell vermehrenden
und teilweise polyploiden Populationen vorhanden sein. Pflanzenarten, die sich
asexuell vermehren konnen, sind meist weiter verbreitet und kommen in hdheren
Breitengraden und hoheren Gebirgslagen vor als sich ausschlieBlich sexuell
vermehrende Pflanzen bzw. Populationen (Bierzychudek, 1985). So ist von Butomus
umbellatus dokumentiert, dass triploide, sterile Populationen in Nordamerika weiter
nordlich und westlich vorkommen als fertile diploide (Eckert, 2001). Polyploide
Populationen haben mehr Genvariationen und konnen so variabler auf
Umweltveranderungen und Extrembedingungen reagieren. Dieser
Fitnessunterschied konnte die Erklarung fur die Verbreitung polyploider, asexueller
Populationen am Rande der Verbreitungsgrenzen sein.

Die zweite Moglichkeit ergibt sich aus einem Gradienten des Verhaltnisses von

sexueller zu asexueller Reproduktion im Zusammenspiel mit der Bedeutung und
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Haufigkeit von somatischen Mutationen. Durch 06kologische Faktoren wie
Lichtintensitat, Temperatur oder Lange der Wachstumssaison (Abrahamson, 1980;
Ashton & Mitchell, 1989; Eriksson, 1996; Pigott, 1981; Pigott & Huntley, 1981; Pilon &
Santamaria, 2002; Richards, 1986) kommt es zur Verschiebung von sexueller
Reproduktion hin zu asexueller. Da sich die Umweltbedingungen kontinuierlich
andern, ist ein Gradient von sexueller hin zu asexueller Reproduktion in Richtung der
Verbreitungsgrenzen zu erwarten. Mit zunehmender Asexualitat nimmt die
Wahrscheinlichkeit und damit auch die Bedeutung von somatischen Mutationen zu.
Da eine Veranderung des Chromosomensatzes bei asexuellen Arten durch
somatische Mutationen hervorgerufen werden kann (Klekowski, 1997), sind am
Rande von Verbreitungsgebieten vermehrt Populationen zu finden, die sich asexuell
vermehren und polyploid sind. Verstarkt wird dieser Effekt dadurch, dass polyploide
Arten haufig steril sind, denn dauerhafte sexuelle Unfruchtbarkeit kann durch einen
Wechsel der Ploidie oder andere chromosomale UnregelmaRigkeiten hervorgerufen
werden (Stebbins, 1971). Dadurch werden die Bedeutung und die Haufigkeit von
somatischen Mutationen zusatzlich verstarkt.

Welche der beiden Moglichkeiten bei Potamogeton pectinatus zutrifft, ist aufgrund
dieses Datensatzes nicht zu ermitteln. Jedoch gibt es eine Tendenz zu letzterer
Erklarung, da sich die Populationen in Richtung zu schlechter besiedelbaren
Habitaten  haufiger asexuell vermehren und die Haufigkeit von somatischen
Mutationen zunimmt. Veranderungen im Chromosomensatz waren in solchen
Populationen zu erwarten. Bisherige Arbeiten zeigen, dass Triploide oder andere
sterile Polyploide bei aquatischen Pflanzen nicht selten sind (Les & Philbrick, 1993;
Preston & Croft, 1997). Bei Potamogeton pectinatus, einer hexaploiden Pflanze,
schwankt die Chromosomenanzahl bei verschiedensten Untersuchungen extrem. So
wurden Chromosomensatze zwischen 42 und 87 gefunden (Kalkman & Van Wik,
1984; Les, 1983; Les & Sheridan, 1990; Misra, 1972), wobei die extreme Weite
dieser Chromosomenzahlen nicht nur methodisch verursacht worden sein kann.
Daher sollten bei weiteren Untersuchungen unter Einbeziehung von
Chromosomenzahlen und genetischen Markern Uberprift werden, bei welchen
Umweltbedingungen das Verhaltnis sexuelle zu asexuelle Reproduktion variiert,

somatische Mutationen zunehmen und sich die Chromosomenanzahl verandert.
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5 Vergleich des Genflusses zwischen
limnischen und marinen Populationen

von Potamogeton pectinatus L.

5.1 Einleitung

Seit fast 80 Jahren untersuchen Populationsgenetiker wie Physiographie und andere
landschaftliche Gegebenheiten genetische Variation innerhalb und zwischen
Populationen beeinflussen (Manel et al, 2003). Diese Kombination aus
Landschaftsdkologie und Populationsgenetik, die Landschaftsgenetik genannt wird,
soll zeigen, welchen Einfluss Landschaftseigenarten tUber Prozesse wie Genfluss und
lokale Adaptation auf Populationen haben (Manel et al., 2003). Die Starke des
Genflusses ist letztendlich entscheidend dafir, ob sich Teilpopulationen genetisch
auseinander entwickeln kdnnen, was schlie3lich zur Artbildung fuhren kann (Slatkin,
1987). Bei Pflanzen ist aufgrund ihrer individuellen Bewegungsunfahigkeit die
Struktur des Raumes zwischen Populationen entscheidend flr die Verbreitung von
Genen durch Pollen, Samen und vegetativen Produkten. Fir terrestrische Pflanzen
sind Ozeane oder gro3e Wasserwege naturliche Verbreitungsbarrieren. Umgekehrt
gilt fir viele aquatische Pflanzen, dass deren Ausbreitungsstadien Landbarrieren zu
Uberwinden haben. Schon Darwin (1859) wunderte sich in ,The origin of species by
means of natural selection“ Uber die groRraumige Verbreitung einzelner limnischer
Arten sowie die floristische und faunistische Ahnlichkeit von Seen tber Lander und
Kontinente hinweg. Von ihm durchgefihrte Experimente zeigten, dass schon wenig
Sediment aus Seen viele Pflanzensamen enthalten kann und eine Verbreitung dieser
Sedimente durch Wasservogel Uber grol3e geografische Distanzen mdglich ist.

Ein Vergleich zwischen Populationen einer Art in unterschiedlichen Lebensraumen
ermdglicht eine Abschatzung Uber die Bedeutung des Faktors ,Struktur des
Lebensraumes® unabhangig von anderen, den Genfluss beeinflussenden Faktoren
wie Fortpflanzungssystem, Blitenaufbau oder dem Bestdubungsmechanismus. Der
Vergleich limnischer und mariner Populationen vom Kamm-Laichkraut Potamogeton

pectinatus soll diese Unterschiede aufzeigen. Seen kbnnen als insulare
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Lebensraume in einer terrestrischen Umgebung betrachtet werden, die nur bedingt
uber Wassersysteme wie Bache oder Flisse miteinander verbunden sind. Ein
Austausch von Individuen, Fragmenten, Dauerstadien, Samen oder allgemeiner
Genen wird dadurch erschwert und eingeschrankt. Meere sind im Vergleich dazu
riesige kontinuierliche Lebensraume mit theoretisch unbegrenztem Austausch
zwischen Populationen. Horizontale Austauschprozesse filhren zu einer
Vermischung der Wassermassen Uber grof3e Distanzen hinweg.

Ein Vergleich von limnischen und marinen Makrophyten kdonnte daher das folgende
Muster zeigen: Bei gleicher geografischer Distanz konnte die genetische Distanz bei
limnischen Populationen gréRer sein als bei marinen Populationen. Teile der
genetischen Differenzierung zwischen Populationen kénnen durch die geografische
Isolierung erklart werden. Das Modell ,Isolation durch Entfernung® (Kimura & Weiss,
1964; Wright, 1943) beschreibt einen kontinuierlichen Anstieg der genetischen
Unterschiede zwischen Populationen mit zunehmender geografischer Distanz.
Dieses Modell trifft immer dann zu, wenn der Dispersion von Individuen geografische
Grenzen gesetzt sind, so dass der Genfluss zwischen Populationen mit
zunehmender Entfernung sinkt und sich lokale genetische Unterschiede entwickeln
konnen (Slatkin, 1993). Um die Unterschiede zwischen limnischen und marinen
Populationen zu messen, werden die genetischen Distanzen (gemessen als Fgr-
Werte) gegen die geografische Distanz aufgetragen. Wenn die theoretisch
erwarteten Unterschiede feststellbar sind, sollte die Steigung der Korrelation bei
marinen Populationen geringer sein als bei limnischen Populationen. In diesem Falle
ist der Austausch Uber den Wasserkorper das Hauptdispersionsmuster. Sollten die
Steigungen der beiden Vergleiche jedoch nicht unterschiedlich sein, so ist der
Transport von Verbreitungsprodukten durch Vektoren wie Wasservogel so effektiv,
dass die theoretische Barriere Land kein Verbreitungshindernis darstellt.

Vergleiche zwischen limnischen und marinen Populationen sind bisher selten
durchgefiihrt worden. Meistens handelt es sich dabei um Ubersichtsartikel, die
genetische Variation innerhalb und zwischen Populationen bei verschiedenen Arten
aus unterschiedlichsten Arbeiten miteinander vergleichen (DeWoody & Avise, 2000;
Ward et al., 1994). Bei einem Vergleich von 113 Fischarten konnten WARD et al.
(1994) zeigen, dass die durchschnittliche genetische Differenzierung zwischen
Populationen bei Sullwasserarten bei 0,222 liegt, bei marinen Fischen jedoch nur bei

0,062. Anadrome Fische haben bei diesen Untersuchungen eine durchschnittliche
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Differenzierung zwischen Populationen von 0,108. Dies stutzt die Hypothese, dass
im kontinuierlichen Lebensraum Meer weniger Populationsdifferenzierung zu finden
ist als in diskontinuierlichen StiBwasserhabitaten.

Nur sehr wenige Arbeiten vergleichen die genetische Differenzierung innerhalb einer
Art. Da die meisten Arten entweder im Meer oder aber im StiRwasser leben, gibt es
nur wenige Taxa, die fir eine entsprechende Untersuchung geeignet sind.

Der dreistachelige Stichling Gasterosteus aculeatus kommt in beiden Lebensrdumen
vor, so dass Arbeiten mit Vergleichen limnischer und mariner Populationen vorliegen
(Rafinski et al., 1989; Reusch et al., 2001; Withler & Mcphail, 1985).

Das Kamm-Laichkraut Potamogeton pectinatus eignet sich besonders, um Fragen
zur Rolle der Habitatkonfiguration auf den Genaustausch zu untersuchen.
Ursprunglich ist das Kamm-Laichkraut eine limnische Pflanze, die auch Salzwasser
toleriert. Sie kommt unter anderem in der Ostsee und in den Seen an der
Ostseeklste vor, besiedelt also beide Habitate. Ob bei dieser festsitzenden und
somit nicht so mobilen Art (im Vergleich zu Fischen) die Unterschiede zwischen
limnischen Populationen groRer sind als bei marinen oder ob der Transport durch
Vektoren ebenso effektiv ist wie der Transport durch den Wasserkorper, soll die

vorliegende Arbeit klaren.

5.2 Material und Methode

5.2.1 Material

Aus 12 limnischen und 14 marinen Populationen von Potamogeton pectinatus
wurden im Optimalfall 40 Rameten gesammelt. Die Probenorte kdnnen Tabelle 4.1
und Abbildung 4.1 entnommen werden. Die genetische Analyse erfolgte wie in

Kapitel 2 beschrieben.
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5.2.2 Datenauswertung

Um Unterschiede bei der genetischen Differenzierung zwischen Populationen der
beiden Habitatstypen festzustellen, wurden Unterschiede in der Korrelation von
genetischer zu geografischer Distanz auf der Grundlage des Modells ,Isolation durch
Entfernung® (Kimura & Weiss, 1964; Wright, 1943) ermittelt. Die genetische Distanz
wurde als Fst-Wert berechnet, dieser Wert beschreibt die Reduktion der
Heterozygotie innerhalb von Subpopulationen im Vergleich zu der gesamten
Population aufgrund von genetischer Drift (Wright, 1951). Dieses konventionelle Mal}
der F-Statistik wurde benutzt, da es vermutlich das bessere Ergebnis im Vergleich zu
neueren Modellen liefert, die Informationen der Allelgrofde inkorporieren (Goldstein et
al., 1995; Slatkin, 1995). Diese neueren Modelle tragen der hohen Mutationsrate der
Mikrosatelliten Rechnung. Da aber in dieser Untersuchung der Fokus auf rezent
stattfindendem Genfluss lag und dem zu Folge ein evolutionar kurzer Zeitabschnitt
betrachtet wurde, spielte der Faktor Mutation eine unbedeutende Rolle (Andersen et
al., 1998). Darlber hinaus liefert der Fst-Wert im Vergleich zu anderen
Distanzmassen die besseren Abschatzungen bei Berechnungen der effektiven
PopulationsgrofRe, wenn sowohl die Probengrofe (ns < 10) als auch die Anzahl der
Loci (nl < 20) gering sind (Gaggiotti et al., 1999). Die paarweise Berechnung der Fgr-
Werte wurde mit dem Computerprogramm GENETIX (Belkir et al., 1996)
durchgefihrt.

Innerhalb der Habitatstypen wurden die paarweisen Fst-Werte verglichen mit der
geografischen Distanz. Die geographische Distanz wurde mit Hilfe von Landkarten
als direkte Luftlinie gemessen. Potamogeton pectinatus wird sowohl Uber
Wasserwege als auch durch Wasservdgel, insbesondere Schwane verbreitet. Da die
Flugwege der Wasservdgel in dieser raumlichen Skalierung nicht genau verfolgt
werden konnen und auf der anderen Seite nicht alle Gewasser Uber FlieRsysteme
verbunden sind, stellt die direkte Luftlinie die bestmdgliche Schatzung der
geografischen Distanz dar.

Um zu zeigen, wie gro3 der Einfluss der geografischen Distanz auf die
Differenzierung zwischen Populationen beim Kamm-Laichkraut ist, wurde die
Korrelation der geografischen mit der genetischen Distanz berechnet. Bei beiden
Distanzmassen handelt es sich um Schatzwerte. Die geografische Distanz gemessen
als Luftlinie entspricht nicht der tatsachlichen Besiedlung, und fiur die Berechnung

von Fst gibt es Grundvoraussetzungen, die nicht immer erfullt sind. Daher stellen
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beide GroRenordnungen nur eine Abschatzung dar. Um die Signifikanz der
Korrelation zwischen geografischer und genetischer Distanz zu messen wurde daher
ein Mantel-Test (Mantel, 1967) durchgeflhrt. Die Berechnung der Korrelation mit
dem Mantel-Test erfolgte mit dem Computerprogramm GENETIX (Belkir et al., 1996).
Da limnische und marine Standorte nahe der Ostsee dicht beisammen liegen, waren
obige Betrachtungen hinfallig, sollte ein nennenswerter Queraustausch zwischen
beiden Habitatstypen erfolgen. Um zu Uberprifen, ob zwischen den beiden
Habitatstypen ein genetischer Austausch stattfindet, wurden zunachst die
paarweisen Fst-Werte zwischen den marinen und den limnischen Populationen
berechnet. Der mittlere Fst-Wert Uber alle Populationen wurde dann verglichen mit
dem maximalen Fst-Wert. Liegt der mittlere Fst-Wert in der Nahe des maximalen
Fst-Wertes, ist von zwei unabhangigen Metapopulationen auszugehen.

Fst-Werte konnen theoretisch Werte von 0 bis 1 annehmen. Der Fsr-Wert ist 0, wenn
in zwei Populationen alle Allelfrequenzen gemeinsam vorkommen, dagegen ist er 1,
wenn alle Allele fur jede der Populationen fixiert sind. Dies gilt insbesondere flr
Allozyme und andere gering variable Marker. Fur Mikrosatelliten konnten
Uberlappende Satze von Allelen bei komplett isolierten Populationen festgestellt
werden (Paetkau et al., 1997), vermutlich verursacht von einer hohen Anzahl von
Wiederholungen und Riickmutationen. Wegen dieser Uberlappung eigentlich
unabhangiger Allele erreicht das Maximum von Fst beim Vergleich von naturlichen
Populationen nicht den Maximalwert von 1, sondern liegt zum Teil deutlich darunter.
Nach Hedrick (1999) liegt der maximale Fsr-Wert bei Multilocus-Mikrosatelliten
Analysen unterhalb von 1 minus Hs (= der durchschnittlichen Heterozygotie innerhalb
von Unterpopulationen). Der Hs Wert wurde mit dem Computerprogramm GENETIX

(Belkir et al., 1996) berechnet, um dann den maximale Fst-Wert zu berechnen.
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5.3 Ergebnisse

5.3.1 Genfluss innerhalb der Habitatstypen

Der durchschnittliche Fst-Wert aller limnischen Populationen lag bei 0,234
(Vertrauensbereich 0,196 bis 0,277). Dagegen lag der durchschnittliche Fsr-Wert
aller marinen Populationen bei 0,101 (Vertrauensbereich von 0,068 bis 0,139). Da
sich die Vertrauensbereiche nicht Uberlappen, wird die Ausgangshypothese, dass
limnische Populationen bei gleicher geografischer Distanz genetisch weiter entfernt
sind als marine Populationen, bestatigt. Die Matrix der geografischen Distanz und der
genetischen Distanz der Populationen im limnischen (Tabelle 5.1) und marinen
Lebensraum (Tabelle 5.2) dienten als Datengrundlage fur die Berechnung der
.Isolation durch Distanz“ Korrelation mit dem Programm GENETIX (Belkir et al.,
1996).

Tabelle 5.1: Genetische Distanzen und geografische Distanzen zwischen allen limnischen
Populationspaaren. Oberhalb der Diagonalen sind die geografischen Distanzen in km
aufgetragen, unterhalb der Diagonalen die genetische Distanz als Fsr-Wert. Alle fett
gedruckten Fsr-Werte sind nicht signifikant.

Geog. Distanz [km]

Genetische Distanz[Fe)  BE DO  GPL KE KO LA Pl PL SN SEL TR Wi

Bergsee X 162 150 142 10 161 63 14 71 152 152 202
Dobbersdorfer See 0,449 x 21 23 174 11 111 157 96 10 17 40
Gr. Ploner See 0,386 0,074 x 12 160 12 93 142 80 19 3 52

Kellersee 0,406 0,182 0,067 x 152 20 88 135 73 14 12 60
Kolpinsee 0,255 0,356 0,270 0,274 X 171 72 19 80 162 161 212
Lancker See 0,516 0,151 0,143 0,211 0,421 x 106 153 92 17 10 41
Pinnower See 0,427 0,070 0,118 0,231 0,329 0,170 «x 53 18 101 96 146
Plauer See 0,078 0,466 0,376 0,384 0,236 0,528 0,465 x 63 146 144 195
Schweriner See 0,504 0,151 0,162 0,225 0,415 0,184 0,090 0,544 x 86 82 133
Selentersee 0,505 0,122 0,099 0,170 0,377 0,171 0,171 0,501 0,208 x 16 52
Trammer See 0,406 0,141 0,061 -0,008 0,297 0,162 0,200 0,388 0,197 0,164 x 50

Wittensee 0,450 0,074 0,016 0,120 0,351 0,141 0,153 0,448 0,190 0,095 0,101 «x
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Die Korrelation zwischen geografischer und genetischer Distanz war in beiden
Habitaten signifikant (Tabelle 5.3). Die lineare Darstellung der geografischen und der
genetischen Distanz (Abbildung 5.1) zeigte eine deutlich gréRere Steigung bei den
limnischen Habitaten. Die geringere Steigung der marinen Populationen zeigte die
erwartete geringere Isolation durch Distanz als bei den limnischen Populationen.
Limnische Populationen waren bei gleicher geografischer Distanz genetisch

wesentlich weiter entfernt als vergleichbare marine Populationen.

Tabelle 5.3: Ergebnis des Mantel-Tests flr die limnischen und marinen Populationen.
Angegeben sind die Gleichungen fur die Geraden, die Korrelation R sowie das
Signifikanzniveau P nach dem Mantel-Test.

Lebensraum Gleichung R P Mantel
Limnisch y =0,0016 x X + 0,11 0,664 0,013
Marin y = 0,0008 x X + 0,05 0,701 0,015

Genetische Distanz [FgT]

0 50 100 150 200 250

Geografische Distanz [km]

Abbildung 5.1: Vergleich der genetischen Distanz Fsr mit der geografischen Distanz.
Dargestellt sind die Vergleiche aller limnischen Populationen untereinander (wei3e Punkte)
sowie der Vergleich aller marinen Populationen (schwarze Punkte) untereinander sowie die
Regressionsgerade der beiden Habitatstypen (durchgehende Linie fir limnische
Populationen; unterbrochene Linie fir marine Populationen).
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5.3.2 Genfluss zwischen den beiden Habitatstypen

Die Darstellung der paarweisen Fst-Werte gegen die geografische Lange zwischen
jeweils einer limnischen und einer marinen Population zeigte keine signifikante
Korrelation (Abbildung 5.2). Alle Werte zeigten eine grof3e genetische Distanz schon
bei geringer geografischer Distanz. Die geografischen und genetischen Distanzen
sind dem Anhang zu entnehmen. Der Mittelwert aller paarweisen Fsr-Werte lag bei
0,42. Der maximale Fst-Wert, berechnet nach Hedrick (1999), lag bei 0,513. Somit
ist der genetische Austausch zwischen den beiden Habitatstypen gering und man

kann von zwei nahezu unabhangigen Metapopulationen ausgehen.
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Abbildung 5.2: Vergleich der genetischen Distanz mit der geografischen Distanz zwischen
Populationspaaren von limnischen und marinen Bestanden von Potamogeton pectinatus.
Berucksichtigt wurden nur paarweise Vergleiche zwischen jeweils einer limnischen und einer
marinen Population. Die Gerade ist der theoretisch maximale Fsr-Wert berechnet nach
Hedrick (2001).
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5.4 Diskussion

Bei gleicher geografischer Distanz sind limnische Populationen genetisch wesentlich
weiter voneinander entfernt als vergleichbare marine Populationen. Die Steigung bei
der Korrelation ist bei limnischen Populationen (1,6 x 10°) wesentlich steiler als bei
marinen Populationen (0,8 x 107). Da keine entscheidenden Veranderungen im
Fortpflanzungssystem, Blutenaufbau oder dem Bestaubungsmechanismus im
Untersuchungsgebiet zu erwarten sind, reduziert sich der Vergleich der beiden
Habitatstypen auf den Unterschied im Genfluss zwischen Populationen verursacht
durch die rdumliche Struktur des Lebensraumes. Die Uberbriickung der
Isolationsbarriere Land minimiert den Genfluss deutlich, so dass eine signifikante
Isolation bei zunehmender geografischer Entfernung festgestellt werden kann. Durch
den groRRen Austausch von Wassermassen ist fur marine Populationen ein
genetischer Austausch mit anderen Populationen fast unlimitiert mdglich, so dass
zwar eine Isolation durch Entfernung feststellbar ist, die jedoch geringer ist als bei
limnischen Populationen.

Wie schon Darwin (1859) feststellte, muss es flr limnische Pflanzen Moglichkeiten
geben, die Isolationsbarriere Land zu uUberwinden. Die Verbreitung kann erfolgen in
Form von Pollen, Samen, Frluchten, vegetativen Produkten oder ganzen Pflanzen.
Die Verbreitung durch Samen ist bei einem Vergleich limnischer und mariner
Populationen von untergeordneter Bedeutung. Pollen sind wichtig fir den
genetischen Austausch zwischen Individuen eines Standortes, spielen aber fur den
Austausch von Genen Uber Standortgrenzen hinweg vermutlich eine untergeordnete
Rolle. Um dies jedoch genauer zu quantifizieren, ware es sinnvoll, die genetischen
Differenzierungen innerhalb und zwischen Populationen mit Chloroplasten-DNA zu
vergleichen. Unterschiede im Genfluss gemessen mit Mikrosatelliten und mit
Chloroplasten-DNA lassen Aussagen uber die Migrationsfahigkeiten von Samen bei
Potamogeton pectinatus zu.

Die Kolonisation neuer Habitate scheint bevorzugt mit sexuell produzierten Samen
stattzufinden, wahrend fir die Ausbreitung innerhalb des neuen Standortes die
klonale Reproduktion vorteilhafter erscheint (Olivieri & Gouyon, 1997). Um die
Isolationsbarriere Land zu uberwinden, benutzen Pflanzen mobile Tiere. Um zu
erkennen, wie sich Wasserpflanzen verbreiten kénnen, machte Darwin (1859)

Versuche. Er entnahm Seen oberflachliche Sedimente und zahlte die aus diesem
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.Matsch“ entstehenden Wasserpflanzen. Da sich Wasservogel in die Seen stellen,
haftet sich das Sediment an den FURen der Vogel fest. Es muisse schon
aulergewodhnliche Umstande geben, so Darwin (1859), wenn es dadurch nicht zur
Verbreitung der Pflanzen kommen wurde. Wichtige Vektoren bei der
Samenverbreitung sind Tiere, wobei fir Wasserpflanzen Transport durch Fische und
Voégel von groRer Bedeutung ist, wahrend Reptilien und Amphibien eine
untergeordnete Rolle zukommt. Da bei anderen limnischen Tieren wie Fischen und
Reptilien auch eine Limitierung der Verbreitung durch die Habitatsstruktur gegeben
ist, spielen Vogel fur weitrdumige Verbreitungsmuster die entscheidende Rolle. Dabei
konnen Samen, wie schon von Darwin (1859) vermutet, an der Tieroberflache
anhaften (Endozoochorie) oder aber von den Tieren gefressen und wieder
ausgeschieden werden (Epizoochorie). Frichte und Samen von Potamogeton
pectinatus stellen eine bedeutende Komponente der Nahrung von Wasservogeln dar
(Clausen et al., 2002; Green et al., 2002; ldestam-Almquist, 1998). Speziell Frichte
konnten in deren Magen und Darm gefunden werden. Santamaria et al. (2002)
konnten das erfolgreiche Austreiben von Potamogeton pectinatus Frichten
dokumentieren, die zuvor den Darmtrakt von Vogeln durchlaufen hatten. Folglich ist
eine Verbreitung von Samen und Frichten durch Wasservogel zu erwarten und es
kann zur engen Bindung von Pflanze und Tier kommen, so dass koevolutive Effekte
(Ehrlich & Raven, 1964) zu beobachten sind. Da viele Wasservogel ein ausgepragtes
saisonales Wanderungsverhalten zeigen, ist mit einer parallelen Ausbreitung von
Wasserpflanzen an den Hauptmigrationsrouten von Wasservogeln zu rechnen. Dies
vermuteten King et al. (2002) bei ihren Untersuchungen Uber Populationsstrukturen
bei Potamogeton pectinatus.

Zusatzlich zu dem Genaustausch mit anderen Populationen Uber Vektoren wie
Wasservogel ist bei den marinen Populationen noch ein Austausch durch den
Wasserkorper maglich. Durch die grofRraumige Verdriftung von Wassermassen
kdnnen Samen, Frichte und vegetative Produkte weitrdumig verfrachtet werden und
sich in anderen Populationen ansiedeln. Die raumliche Variation von Umweltfaktoren
verlauft innerhalb mariner Lebensraume als Gradient, wahrend in Seen diskrete
Unterschiede bestehen, auch wenn sie uber Flieligewasser verbunden sind.

Durch die weitraumige horizontale Verfrachtung ist ein regelmaRiger Genfluss bei
marinen Arten moglich, der einen lokal adaptierten Genpool mit neuen Genen

auffrischt und somit eine Differenzierung vermindert. In Seen dagegen leben diskrete
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Populationen, bei denen der Austausch von Genen flr die meisten Taxa
eingeschrankt ist. Durch diese Verringerung des Genflusses erhalten Selektion und
genetische Drift eine groRere Bedeutung und fiihren zu lokalen Populationen, deren
Genpool sich signifikant von anderen, benachbarten Populationen unterscheiden
kann. Dies kann die Entstehung neuer Arten begunstigen.

Die durchschnittliche genetische Differenzierung zwischen den Populationen
gemessen als Fst-Wert liegt bei den limnischen Populationen bei 0,234
(Vertrauensbereich von 0,196 bis 0,277). Der Wert fur die marinen Populationen liegt
mit 0,101 (Vertrauensbereich von 0,068 bis 0,139) erwartungsgemaf deutlich tiefer.
Da sich die Vertrauensbereiche nicht Uberlappen wird die Ausgangshypothese, dass
limnische Populationen bei gleicher geografischer Distanz genetisch weiter entfernt
sind als marine Populationen, bestatigt. Die bei dieser Studie gefundenen Werte
unterscheiden sich nicht deutlich von den Werten des Vergleichs von 113 Fischarten
durch Ward et al. (1994). Die dort gefundene durchschnittliche genetische
Differenzierung lag bei 0,222 (0,031 SD) fur limnische Fische und bei 0,062
(0,011SD) far marine. Bei dieser Untersuchung wurden die unterschiedlichsten Arten
unabhangig von Lebens- und Fortpflanzungsmechanismus in einem gemeinsamen
Vergleich analysiert. Die Nahe der Werte beider Untersuchungen lasst vermuten,
dass fur die genetische Differenzierung zwischen aquatischen Populationen nicht die
unterschiedlichen Lebens- und Fortpflanzungsmechanismen verantwortlich sind,
sondern in einem deutlicheren Malde die raumliche Strukturierung zwischen den
Populationen.

Die genetische Differenzierung zwischen Populationen von Potamogeton pectinatus
ist minimal groRer als die der gemittelten Werte fur Fische. Der Unterschied kdnnte
verursacht werden durch die grolere Mobilitat von Fischen im Vergleich zu
festsitzenden Wasserpflanzen. Bestatigt werden diese Annahmen durch
mikrosatelliten-basierende Untersuchungen anderer mariner Pflanzen. Deren
durchschnittliche Fsr-Werte liegen mit 0,12 bei Zostera marina (deutsche und
niederlandische Probenorte von Reusch et al, 2000) und 0,14 bei Posidonia
oceanica (Procaccini & Mazzella, 1998) in der Nahe von marinen Populationen von
Potamogeton pectinatus, jedoch deutlich unter den Fsr-Werten von limnischen
Populationen.

Die Angabe der durchschnittlichen Fst-Werte kann durch Stichprobengrof3e und vor

allem durch unterschiedliche geografische Probennahme beeinflusst werden. Eine
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Angabe der ,Isolation durch Distanz“ Korrelation stellt in diesem Fall die bessere
Methode zum Vergleich von genetischen Distanzen zwischen Populationen dar.
Diesbezuglich sind zur Zeit jedoch noch keine Vergleichsdaten limnischer und
mariner Populationen verfugbar.

Der genetische Austausch zwischen den Habitatstypen ist sehr gering, so dass man
von zwei nahezu unabhangigen Metapopulationen ausgehen kann. Die Korrelation
der Fst-Werte gegen die geografische Lange ist nicht signifikant und der Mittelwert
aller paarweisen Fst-Werte liegt mit 0,42 nahe dem maximalen Fsr-Wert mit 0,513
(berechnet nach Hedrick, 1999). Zwischen limnischen Populationen ist bei gleicher
geografischer Entfernung durch die Vektoren noch ein Genaustausch feststellbar,
wahrend es zwischen limnischen und marinen Populationen nur zu einem minimalen
Austausch kommt. Warum es zwischen den beiden Metapopulationen zu einem
geringen genetischen Austausch kommt, bleibt unklar und sollte in weiteren
Untersuchungen erforscht werden. Eine mdgliche Ursache konnte in physiologischen
Grlinden liegen. Ein anderer Salzgehalt als der urspringliche kdénnte die Chance
einer erfolgreichen Besiedlung durch Samen oder vegetative Produkte wie Knollen
oder Pflanzenteile minimieren. Lokale Adaptation beispielsweise an den Salzgehalt
konnte beim Konkurrieren um einen anderen Standort mit anderer Salinitat einen
Fitnessunterschied ausmachen, der eine Besiedlung unmoglich macht oder
zumindest erschwert (Linhart & Grant, 1996; Silander, 1979). Letztendlich kdnnte
diese Entwicklung zur Entstehung einer neuen Art fuhren. Wenn die
unterschiedlichen Salinitaten eine erfolgreiche Besiedlung und somit einen Genfluss
zwischen den beiden Habitaten minimieren, kdnnen sich Pflanzen durch lokale
Adaptation so weit voneinander entfernen, dass ein erfolgreicher Genaustausch bei
neutralen Umweltbedingungen nicht mehr moglich ist. Somit kame es zu einer
sympatrischen Artbildung.

Noch muss jedoch von einer Art ausgegangen werden, zumal im Einzelfall auch die
erfolgreiche Besiedlung im anderen Habitatstyp nachgewiesen werden konnte. So
konnten im GrolRen Ploner See zwei Geneten nachgewiesen werden, deren nachste
Verwandte im nah gelegenen marinen Standort Groldenbrode zu finden waren (siehe
Kapitel 3). Noch findet also ein minimaler Genfluss statt, der Uber einen langen
Zeitraum vielleicht nicht mehr ausreichen konnte, um eine Artbildung zu verhindern.
In weiteren Untersuchungen sollte erforscht werden, warum der Genfluss zwischen

den Metapopulationen so stark reduziert ist. Physiologische Grinde oder ein
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Fitnessdefizit sind denkbar. Ebenso kdnnte eine Neuansiedlung in einer schon lange
existierenden Unterwasserwiese unabhangig vom Habitatstyp eine erfolgreiche

Besiedlung verhindern.
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Anhang

Anhang 1: Tabelle mit den untersuchten Seen. In der Spalte Vorhanden ist
angegeben, ob Potamogeton pectinatus am Standort gefunden werden konnte, in
der Spalte Analysiert ist angegeben, ob Potamogeton pectinaus gesammelt und
analysiert wurde.

Gewadsser Ort Abk. Breite Lange StandortVorhanden Analysiert
Bergsee Alt Gaarz BE 53°3501°°12°30°26" L X X
Bistensee Bistensee 54°23°50"" 9°42°21" L X
Borgwallsee Negast 54°15°46°°13°01°39" L

Breiter Luzin Feldberger Hitte 53°21°07°°13°26°49"" L X

Cambser See Zittow 53°40°45°11°32°04" L

Dobbersdorfer See Schlesen DO 54°19'16°°10°19°40” L X X
Drewitzer See Sparow 53°31°07°°12°22°05" L X
Galenbecker See Galenbeck 53°37°37°°13°42°32" L

Goldberger See Goldberg 53°35°02°12°06°41" L

GroRer Pléner See Prinzeninsel GPL 54°08°15°710°24°46"" L X X
Grolder Sternberger See Sternberg 53°42°59°11°50°15" L

Keezer See Keez 53°44°157°11°38°52" L

Kellersee Bad Malente KE 54°10°57°°10°34°18" L X X
Kolpinsee Schwenzin KO 53°31°00°"12°36°36"" L X X
Krakower See Krakow 53°38°28°°12°17°47" L

Kummerower See Salem 53°47°22°°12°48°42" L

Langhagensee Wooster Teerofen 53°35°01°°12°12°54"" L

Lanker See Schellhorn LA 54°13'197710°17°54" L X X
Malchiner See Dahmen 53°39°45°12°35°06"" L

Mritz Klink 53°28°43°°12°37°33" L X

Neustadter Binnenwasser Neustadt 54°06°41" 10°48°48"" L X

Pinnower See Daren Pl 53°36°57°°11°32°20"" L X X
Plauer See Alt Schwerin PL 53°31°07°°12°19°41" L X X
Putter See Pitte 54°17°32°12°59°13" L

Putzarer See Putzar 53°42°27°°13°40°14" L

Rittermannshagener See Rittermannshagen 53°37°10°12°45°40” L

Schweriner See Bad Kleinen SN 53°46°05°"11°28°31" L X X
Selenter See Seekrug SEL 54°17°46°°10°30°50"" L X X
Teterower See Teschow 53°47°27°°12°37° 12" L

Tollenseesee Alt Rehse 53°29°52°13°11°04"” L

Trammer See Tramm TR 54°10°28°°10°24°32"" L X X
Trentsee Pl6n 54°09°51°°10°24°53" L

Vielebecker See Gremsmihlen 53°52°18°11°10°44" L

Weisdiner See Weisdin 53°23'58713°06°39"" L

Wittensee Sande WI 54°23°12°" "9°43°30"" L X X
Woserinsee Woserin 53°40°41°°12°02°40" L
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Anhang 2: Tabelle mit den untersuchten marinen Standorte. In der Spalte Vorhanden
ist angegeben, ob Potamogeton pectinatus am Standort gefunden werden konnte, in
der Spalte Analysiert ist angegeben, ob Potamogeton pectinaus gesammelt und
analysiert wurde.

Gewadsser Ort Abk. Breite Liange Standortvorhanden analysiert
Binnenhafen Seekamp 54°20°46°°11°04°11"" M X

Bottsand Marina Wendtorf 54°25°37°°10°17°43"" M

Breitling Fahrdorf 53°58°40°°11°28°17"" M

Dénische Wiek Ludwigsburg DW 54°06°50"" 13°29°00” M X X
Deviner Bucht Devin DB 54°16°20"" 13°0926"" M X X
Deviner See Devin DS 54°16°09°" 13°10°03™ M X X
Eckernforder Bucht Kiekut 54°26°53"" 9°52°08"" M

Fehmarnsund Grolienbrode GB 54°23°33711°07°00"" M X X
Glewitzer Wiek Puddemin 54°16°46°° 13°20°04 " M X

Grolde Wiek Bojendorf BO 54°01°29°°11°31°56"" M X X
Grolder Zicker Thiessow GZ 54°16°56° 13°42°48"° M X X
Gustower Wiek Gustow GU 54°17°46°13°12°07" M X X
Harving Seedorf HA 54°20°55°"13°39°20"”" M X X
Heiligenhafen Ortmuhle 54°22°17°°11°00°02"" M X

Kieler Bucht Surendorf 54°28°517°10°04°00”" M

Kieler Forde Falkenstein 54°24°18°10°11°31" M

Kirchsee Niendorf 53°59°47°" 11°26°47" M

Koos Insel Koos KO 54°10°02°°13°24°38"" M X X
Neustadter Bucht Neustadt 54°05°27°°10°48"11"” M

Potenitzer Wiek Priwall 53°57°117°10°54"17" M X

Riems Riemserort Rl 54°11°00"" 13°20°50"" M X X
Salzhaff Pepelow SH 54°02°20°°11°34°44"" M X X
Schleimlinde Maasholm MAA 54°41°23"°10°00°34"" M X X
Schoritzer Wiek Zudar SW 54°15°44°"13°21°28" M X X
Wamper Wiek Gustow WW 54°17°58""13°11°03" M X X
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Anhang 3: Allelkategorien nach Loci

Primer Allellange Bereich Primer Allellange Bereich
von bis von bis
24 149 148,6 149,4 28 162 161,4 162,2
151 150,6 152 163 162,4 163,6
153 152,6 154,2 165 164.,4 165,6
155 154,6 156,2 167 166,4 167,2
157 156,6 157,2 168 167,4 168,6
159 158,6 160,2 171 170,4 171,6
163 162,6 164 173 172,4 173,6
167 166,6 167,8 175 174,4 175,6
169 168,6 169,8 177 176,4 177,6
171 170,4 172 179 178,4 179,6
175 174,6 175,8 183 182,4 183,6
177 176,6 177,8 185 184.,4 185,6
179 178,6 179,8 187 186,4 187,6
181 180,6 181,6
183 182,6 183,6 32 220 219,4 220,4
185 184,2 185,6 224 223,6 224 4
225 224.6 2254
26 222 2214 2226 226 225,6 226,4
230 2296 230,8 228 2276 2284
232 2316 232,8 230 2296 2304
234 233,6 234,8 232 231,6 232,4
236 235,6 236,8 234 2336 2344
238 237,6 2388 236 235,6 236,4
240 2396 240,8 238 2376 2384
242 241,6 2428 239 239 240,2
244 243,6 2448 242 241,6 2424
246 245,6 246,8 243 2426 2434
248 2476 248,8 246 245,6 246,4
250 2496 250,8 254 253,6 254,4
252 251,6 252,8
254 253,6 2548
256 2556 256,8
258 257.,6 2588
264 263,6 2648
266 265,4 266,8
270 269,6 271
278 2774 278,8
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Anhang 4: Allelkategorien nach Loci
Primer  Allellange Bereich Primer  Allellange Bereich
von bis von bis
34 224 223,8 2246 40 180 179,6 180,8
226 2258 226,6 182 181,6 182,8
228 2278 228,6 184 183,6 184,8
230 229,8 230,6 185 184,6 185
232 231,8 232,6 186 185,2 186,8
234 233,8 234,6 188 187,2 188,4
236 235,8 236,6 190 189,2 190,2
238 2378 238,6 191 190,4 191,6
240 239,8 240,6 193 192,4 193,6
242 2418 2426 195 194,4 195,6
244 243,8 2446 197 196,4 197,6
246 2458 246,6 199 198,4 199,8
248 2478 248,6 201 200,4 202
254 253,8 254,8 203 202,4 204
256 2558 256.6 205 204,4 205,8
207 206,8 208
37 143 142,6 144,2 209 208,8 210
144 143,6 145,2 211 210,4 212
147 145,6 148,2 213 212,4 214
149 147,6 150,6 215 2144 216
155 153,8 155,2
157 155,8 157,2 42 184 183,4 185,4
159 157.,8 159,2 188 187,6 189,4
161 159,8 161,2 190 189,6 191,4
163 162 163,4 192 191,6 192,2
165 164 165,4 193 192,4 193,4
167 166 167,4 194 193,6 194,8
169 168 169,4 196 195,6 196,8
171 170 171,4 198 197,6 198,8
173 172,2 173,2 200 199,6 200,8
175 174,2 175,2 202 201,6 202,8
179 178,2 180 204 203,6 204,8
206 205,6 206,8
39 226 2248 226,5 208 207,6 208,8
228 226,8 228,5 210 209,6 210,8
230 229 230,5
234 233,4 234,5
236 235 236,5
238 237 238,5
240 239 240,5
241 240,6 241,5
242 241,6 2425
244 242.8 2445
246 2448 246,5
248 246,8 248,5
249 248,8 249,2
250 249,4 250,5
256 254,8 256,5
272 270,8 272,5
274 272,8 274,5
278 276,8 278,5




Danksagung 85

Danksagung

An erster Stelle mochte ich mich bei Professor Dr. Winfried Lampert bedanken, der
es mir ermoglicht hat, mich mehrere Jahre intensiv mit einem selbstbestimmten
Thema zu beschéftigen. Dies umfasst nicht nur die exzellenten Arbeitsbedingungen
am Max-Planck-Institut fur Limnologie mit Uberragender technischer Ausstattung und
den Madglichkeiten zum wissenschaftlichen Austausch im eigenen Hause sowie auf
Tagungen und Workshops. Daruber hinaus bedanke ich mich fir die Geduld in den
schwierigen Wochen, Monaten und Jahren der Mikrosatellitensuche sowie der
unkomplizierten Unterstltzung bei personlichen Zeitproblemen.

Ohne die tatkraftige Unterstutzung von Dr. Thorsten Reusch ware diese Arbeit in
dieser Form nicht zustande gekommen. Seine sehr gute Betreuung mit Beratungen
in technischen und wissenschaftlichen Problemen waren fir mich von
unschatzbarem Wert.

Mein besondere Dank gilt Martina Zeller. Die gemeinsame Suche nach
Mikrosatelliten bei unterschiedlichen Arten hat uns zu einem Team gemacht, dass
sich in guten wie in schlechten Zeiten geholfen hat. Die moralische Unterstitzung
war einfach spitze. Viele Mitarbeiter am Max Planck Institut haben mich bei der
Erstellung dieser Arbeit unterstitzt und begleitet. Silke Carstensen, Sybille Liedtke,
Chaterin Schmuck, Nadine Ryk und llka Dankert sei besonders gedankt flr die
technische und moralische Unterstitzung. Bei der immer wiederkehrenden Suche
nach Mikrosatelliten waren sie alle eine tolle Hilfe.

All den Mitstreitern und Mitarbeitern am Max-Planck-Institut, die mir den Aufenthalt in
den letzten Jahren so angenehm gemacht haben, mochte ich flr das exzellente
Klima danken. Besonders hervorheben mochte ich die Mitarbeiter vom
Rechenzentrum und Werkstatt. Bei vielen Kleinigkeiten waren sie immer Willens und
in der Lage mir zu helfen. Bei der Erstellung des Computerprogramms musste Dr.
Krambeck einem Nichtmathematiker geduldig erklaren, was ein Computer bendtigt.
Fur die viele geopferte Zeit und die perfekte Umsetzung wirrer Biologengedanken
noch mal vielen Dank und naturlich ,, Ein frohes, neues Jahr*.

Beim Sammeln konnte ich auf die Hilfe von Christina Ottmeier, Uli Breitenbach und
Bjorn Meinhardt zurtickgreifen. Der tolle Einsatz in und um die Gewasser haben die

Probennahme erst ermoglicht.



Danksagung 86

FUr die Erlaubnis, in den Seen und im Meer sammeln und oder Tauchen zu gehen,
bedanke ich mich bei den Behdrden fir die zum Teil sehr unkomplizierten und
schnelle Genehmigungen. Dem Amt fir Umwelt in Kiel, dem Landesamt fir Umwelt,
Natur und Geologie in Gustrow und den Staatlichen Amtern fir Umwelt und Natur
Schwerin, LUbz, Rostock, Stralsund, Ueckerminde und Neubrandenburg sei hierfur
gedankt. Auch die Fischer der einzelnen Seen lieken den komischen Biologen in
Ruhe arbeiten und Proben entnehmen.

Jim Coyer, Jeanine Olsen und Wytze Stam waren so grof3zligig mir zu Beginn der
Arbeit bei etlichen Problemen zu helfen. Fur die geopferte Zeit und die
grundlegenden Diskussionen mochte ich mich ganz herzlich bedanken. Dies gilt
ebenso fur Jorn Pilon und Luis Santamaria. Zu Beginn der Arbeit haben sie mich in
Nieuwersluis aufgenommen und in die Grundlagen der Kamm-Laichkrauthalterung
eingefuhrt. Die zur Verfugung gestellten Knollen ermdglichten einen guten Einstieg in
diese Arbeit.

Fur die Diskussionen uber meine Arbeit und dem immer wieder Korrekturlesen
bedanke ich mich bei Bettina Bolter. Auch wenn es zeitweise sehr erheiternd war, so
ist dies doch ein nicht gerade einfacher Job gewesen. Dafur sei ihr nochmals
besonders gedankt. In der letzten Phase der Arbeit sei allen Freunden fir jede
Unterstitzung, fur Speis und Trank und Bett gedankt, insbesondere Jorn & Anja,
Carsten & Sabine und Winfried & Dorothee.

Mein grofter Dank gilt meiner Familie. Bei meiner Frau Martina weiss ich gar nicht,
womit ich anfangen und womit ich enden soll. Die moralische Unterstutzung wahrend
der ganzen Zeit, das Ertragen ihres Mannes, das Entbehren einer normalen Familie,
die fehlenden Nachte, Wochenenden und Urlaube und so vieles mehr. Der Anteil am
Gelingen dieser Arbeit ist so gro® und vielschichtig, dass man dies so einfach gar
nicht schreiben kann. Korrektur lesen, Diskussionen Uber den Sinn und die Art und
Weise und, und, und............ Danke!

Meinen drei Tochtern méchte ich auch ganz herzlich Danken. Sie waren dem Tempo
beim Entstehen dieser Arbeit zwar nicht gerade forderlich. Dafur zeigen die drei
einem immer wieder, was wirklich wichtig ist im Leben. Wenn Hannah, Finja und
Svea frohlich und glicklich spielen und toben, vergisst man glatt, das es noch andere

Dinge gibt.



Erklarung 87

Erklarung

Hiermit versichere ich, dass diese Abhandlung — abgesehen von der Beratung durch
meine akademischen Lehrern — nach Inhalt und Form meine eigene Arbeit ist, und
dass ich keine als die angegebenen Hilfsmittel oder Quellen verwendet habe. Die
Arbeit hat weder ganz noch in Teilen an anderer Stelle im Rahmen eines
Prufungsverfahrens vorgelegen. Bisher wurden auch noch keine Teile dieser Arbeit

als Manuskript bei Zeitschriften eingereicht.

Kiel, den

Georg Nies



