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Zusammenfassung

Im Projekt AUPICMAP wurde eine geographisch-genetische Karte der österreichischen Fichtenpopulation erarbeitet. Dieses Datenmaterial diente als Grundlage für die Ableitung der Einwanderungsgeschichte sowie der Abschätzung der genetischen Hemerobie auf regionaler Ebene dieser bedeutendsten heimischen Baumart. Darüber hinaus sollte anhand von genetischen Markern untersucht werden, wie groß die genetische Vielfalt und damit auch das adaptive Potential dieser Baumart in Österreich ist, insbesondere in Hinblick auf den Klimawandel. Zur Erfüllung dieser Ziele wurden Proben, die im Zuge der Österreichischen Waldinventur (ÖWI; Periode 2000/2002 bzw. 2007-2009) gesammelt wurden, analysiert. Insgesamt wurden fast 2800 DNA-Proben an verschiedenen Genorten (Mitochondrien, Zellkern) untersucht. Diese Genorte wurden sowohl für die Untersuchung der Einwanderungsgeschichte bzw. der Naturnähe, als auch für die Abschätzung der genetischen Vielfalt der Baumart herangezogen. 
Nach Abschluss des Projektes konnten alle wichtigen Ziele erreicht werden. Die Ergebnisse der Einwanderungsgeschichte zeigen, dass vor allem 3 Regionen maßgeblich an der Wiederbesiedelung beteiligt waren: Refugien am Ostalpenrand, im Böhmerwald und aus dem Nordbalkan. Das österreichische Probenmaterial wurde durch Beprobungen aus Bosnien-Herzegowina und Serbien ergänzt, um den Kenntnisstand über die genetische Populationsstruktur der Fichte in Europa zu erweitern. In Österreich zeigt sich im Vergleich von autochthonen und bewirtschafteten Wäldern, dass die genetischen Muster vor allem im Westen - trotz intensiver Bewirtschaftung und langjährigem übernationalen Saatguttransfer – sehr dem natürlichen Zustand ähneln. Erwartungsgemäß war die Variation bzw. Durchmischung in Ostösterreich größer, hier wäre allerdings auch unter natürlichen Bedingungen mit höherer Vielfalt zu rechnen, da mehrere Refugien an der nacheiszeitlichen Besiedlung dieses Areals beteiligt waren. In einigen Regionen Österreichs finden sich allerdings örtlich auffallende Abweichungen in der Verteilung der genetischen Varianten (Teile Nordtirols, des Salzkammergutes, in der Mur-Mürzfurche sowie im Waldviertel), was auf die (historische) Verwendung von nicht autochthonem Vermehrungsgut hinweist. 
Die Untersuchungen zeigen, dass die Fichte eine sehr hohe genetische Vielfalt an den untersuchten Genorten aufweist. Der Heterozygotiegrad (Grad der Mischerbigkeit) ist sehr hoch und beträgt im Durchschnitt fast 90%. Die Ergebnisse bestätigen einen ausgeprägten Pollenflug bei der Fichte innerhalb einer Höhenstufe (mehrere Kilometer). Aufgrund der hohen genetischen Vielfalt, kann ein hohes Anpassungspotential für die Fichte in Österreich angenommen werden. Dieses Projekt wurde parallel mit dem Gemeinschaftsprojekt „Green Heritage“ (AIT und BFW) durchgeführt, das Züchtung auf molekularer Basis in Richtung Trockenresistenz, Austriebsverhalten und Resistenz gegen Rotfäule zum Ziel hat. Aufgrund der gewonnenen Ergebnisse erscheinen diese Auslesebemühungen realistisch. Die im Projekt AUPICMAP durchgeführten Untersuchungen stellen einen wichtigen Beitrag zur Erhaltung und Verbesserung der Leistungsfähigkeit der Fichte und damit der gesamten österreichischen Forstwirtschaft dar.
Summary

The goal of the project AUPICMAP was the provision of a geographic-genetic map of the Austrian population of Norway spruce (Picea abies). The derived data provide the basis for the reconstruction of the postglacial recolonization history as well as an estimate of the human influence on the Norway spruce population of this most important Austrian forest tree species. In addition the estimation of genetic diversity and as a derivate the adaptive potential of this tree species in Austria was investigated particularly in the light of climate change. To reach these objectives samples of Norway spruce were collected during the Austrian Forest Inventory (periods 2000-2002 and 2007-2009, respectively) and analysed. In total, almost 2800 samples were analysed, sufficient to reach the goals of the project. For the genetic analysis mitochondrial as well as nuclear microsatellite DNA markers were utilized.
At the end of the project all main objectives were achieved. The results of the reconstruction of post-glacial immigration patterns show that 3 regions were mainly involved: refugia close to the eastern Alpine area, the Bohemian Forest, and the northern Balkans. The sample collections in Bosnia-Herzegovina and Serbia, which were not included in previous efforts, have provided further important insights into the population structure of Norway spruce in Europe. Comparisons between autochthonous and managed forests show that patterns of genetic diversity – despite intense management and documentation of long-term transnational transfer of forest reproductive material – are very similar to the potential natural state. As expected, diversity was higher in eastern Austria; here also under natural conditions a higher level of variation would be expected since this area has been colonized from several glacial refugia. In some regions of Austria, however, strong deviance of allelic patterns give evidence for (historic) use of allochthonous reproductive material.
The results of the nuclear markers show that Norway spruce harbours a very high amount of neutral genetic diversity. Heterozygosity in the sample was very high and averaged almost 90%. The efficiency of pollen flow for the conservation of genetic diversity was deduced from spatial genetic structure, as significant association between genotype and geographic distance was found at a large scale. Based on these findings of elevated genetic diversity, the adaptive potential of Norway spruce in Austria seems high. Breeding efforts (also marker aided) towards drought resistance and other traits are ongoing (project “Green Heritage”). 
1 Einleitung
Die Fichte ist die wirtschaftlich bedeutendste Baumart in Österreich und der wichtigste Rohstofflieferant für die österreichische Holz- und Papierindustrie. Im Hinblick auf die derzeitigen bzw. zu erwartenden Umweltänderungen (Klimawandel, Luftverschmutzung) wird das adaptive Potential dieser Baumart besonders gefordert. Zur nachhaltigen Sicherung der Anpassungsfähigkeit und zur Erhaltung der wirtschaftlichen Leistungsfähigkeit österreichischer Fichtenpopulationen sind Maßnahmen zur Sicherung der genetischen Diversität und Auslese bzw. Züchtungsansätze notwendig. Als Entscheidungshilfe für solche Maßnahmen sind genetische Untersuchungen unabdingbar. Dazu gehört eine umfassende Kenntnis der bestehenden geographisch-genetischen Diversität der Fichte, beurteilt anhand von Befunden an neutralen wie funktionellen Genorten. Die im Projekt AUPICMAP durchgeführten Untersuchungen stellen daher einen wichtigen Beitrag zur Erhaltung und Verbesserung der Leistungsfähigkeit der Fichte und damit der gesamten österreichischen Forstwirtschaft dar.
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Abbildung.1. Wüchsiger Fichtenjungbestand im Zillertal/ Tirol (Foto: M. Mengl).
Die Populationsstruktur der Fichte war bereits Thema mehrerer Untersuchungen. Dabei zeigte sich in mitteleuropäischen Populationen im Vergleich zu nord- und osteuropäischen verringerte genetische Diversität, was vermutlich auf genetische Verarmung durch die Dynamik während der Eiszeiten zurückzuführen ist (Wiederbesiedelung aus wenigen Refugialgebieten; Skrøppa 2003). Bucci et al. (2000) führten Untersuchungen mittels Chloroplasten-Marker an der europäischen Population der Fichte durch und konnten eine Dreiteilung der Population feststellen: eine Population im Norden und Nordosten Europas, eine zentral-osteuropäische Population und eine alpin-zentrale europäische Population. Ähnliche Ergebnisse wurden auch unter Einbeziehung von Pollen- und Fossildaten gewonnen (Lagercrantz & Ryman 1990; Terhürne-Berson 2005). 
Bedeutende aktuelle Ergebnisse zur Populationsstruktur der Fichte wurden durch Tollefsrud et al. (2008) vorgelegt (Abb. 2). Als glaziale Refugien für die alpine Population der Fichte, zu der auch Österreich gehört, wurden Gebiete in den Karpaten sowie am Balkan (Dinarische Alpen) vermutet (Gugerli et al. 2001; Tollefsrud et al. 2008). Populationen in den vermuteten Refugialgebieten wurden allerdings in den bisher vorliegenden Arbeiten nur in geringem Umfang analysiert, was diese Schlussfolgerungen etwas abschwächt. Um diese Frage definitiv zu klären, war eine umfangreichere Beprobung in diesen Refugialgebieten unumgänglich und wurde daher im vorliegenden Projekt durchgeführt. Detaillierte genetische Untersuchungen an der österreichischen Fichtenpopulation, allerdings an geringer Stichprobenzahl, liegen bereits durch Maghuly et al. (2006) vor. Dabei zeigte sich geringe Variation an mitochondrialen Markern im Westen Österreichs, während im Osten höhere Variation gefunden wurde, was abermals den Einwanderungshintergrund aus zwei unterschiedlichen Refugialgebieten widerspiegelt. Ähnliche Ergebnisse wurden auch in einer Voruntersuchung am BFW an Proben ausschließlich aus autochthonen Fichtenbeständen aus Hochlagen erzielt (Mengl et al., in Vorbereitung; vgl. Abb. 8, Resultate). 
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Abbildung 2. Haplotypenverbreitung der Fichte in Europa. Deutlich dominant ist der häufigste Haplotyp (Haplotyp 815; in rot) in Westösterreich (aus Tollefsrud et al. 2008).

Die in AUPICMAP angestellten Untersuchungen sollten erstmals ein detailliertes Bild der österreichischen Fichtenpopulation mit einer sehr hohen Auflösung über ein großes Gebiet erbringen. Einerseits wurde die flächendeckende Untersuchung der österreichischen Fichtenpopulation mit einem mitochondrialen Marker durchgeführt, andererseits mit DNA-Markern aus dem Zellkern. Während die Ergebnisse von ersterem primär die „genetische Geschichte“ der Fichte widerspiegeln (z. B. die Einwanderungsgeschichte nach den Eiszeiten bzw. der menschliche Einfluss [Forstwirtschaft, Verbringung von Vermehrungsgut] auf die Population), dienen die nuklearen DNA-Marker vor allem der Abschätzung der genetischen Vielfalt bzw. der Untersuchung von Effekten von natürlichen Barrieren auf den Genfluss und die daraus folgende Isolation der Populationen. Allerdings wurden in diesem Projekt vorwiegend selektiv-neutrale Marker angewendet, welche nur indirekte Schlüsse auf die Angepasstheit an bestimmte Umweltfaktoren zulassen. Dies ist nach dem heutigen Wissensstand die einzige Möglichkeit, um Anpassungsfähigkeit abzuschätzen ohne aufwändige Untersuchungen zur Variation von phänotypischen Merkmalen durchführen zu müssen. 
Derzeit werden in einem Gemeinschaftsprojekt („Green Heritage“ von AIT und BFW; Laufzeit bis Ende 2011) sogenannte funktionelle Marker entwickelt, um die Variation der österreichischen Fichten in Bezug auf bestimmte wirtschaftlich und ökologisch bedeutsame Merkmale (Trockenresistenz, Austriebsverhalten, Resistenz gegen Rotfäule) zu untersuchen. Die Anwendung dieser funktionellen Marker soll in Folge am gesamten Probenmaterial erfolgen. Probensammlungen für “Green Heritage“ sollten ebenfalls innerhalb von „AUPICMAP“ durchgeführt werden.
2 Material und Methoden
2.1 Probensammlung ÖWI 2007/08

Bei der Österreichischen Waldinventur (ÖWI), die vom Institut für Waldinventur (BFW) durchgeführt wird, wird ein Raster von 3,89 km Seitenlänge über das gesamte Bundesgebiet gelegt. An den Schnittpunkten des Rasters befinden sich die in früheren Inventuren bereits eingerichteten Probepunkte, an denen eine Vielzahl von Parametern hinsichtlich Waldwachstum und Ökologie aufnimmt. Pro Inventurpunkt sind vier Probeflächen angelegt, die jeweils einen Abstand von 200m aufweisen. Bei der ÖWI 2000/02 (nur Punkte im Schutzwald außer Ertrag) und 2007/09 (Wirtschaftswald) wurde zusätzlich in Kooperation mit dem Institut für Genetik pro Probenpunkt jeweils eine Zweigprobe der Fichte für DNA-Untersuchungen gewonnen, soweit die Baumart Fichte am jeweiligen Standort vorkam.

2.2 Probensammlung in putativen Refugialpopulationen

Im Zuge des Projektes war ursprünglich die Besammlung von Populationen in Gebieten geplant, die als mutmaßliche Refugialgebiete für die österreichische Population der Fichte angesehen werden. Da in einer aktuellen Arbeit, an der auch das BFW beteiligt war (Tollefsrud et al. 2008), die entsprechenden Gebiete bereits großteils untersucht wurden, mussten lediglich Proben aus den noch nicht untersuchten Gebieten von BFW-Kooperationspartnern gewonnen werden. Daher wurden 8 Populationen in Bosnien-Herzegowina (durch D. Ballian, Sarajevo) bzw. 4 Populationen in Serbien (durch J. Aleksic) beprobt und mit dem selben mitochondrialen Marker wie in Tollefsrud et al. (2008) untersucht. 
2.3 Probensammlung Herkunftsversuch Paal

Die Probennahme ist am BFW-Herkunftsversuch Paal (Forstrevier Paal der Fürstlich Schwarzenberg’sche Familienstiftung) an 20 Herkünften erfolgt. Pro Herkunft wurden von ca. 50 Bäumen Bohrkerne bzw. Stammscheiben entnommen, sowie Nadel- und Knospengewebe gewonnen (insgesamt 1000 Proben). Überdies wurden 2008 und 2009 auch Herkunftsversuche in Porrau und Deutsch-Schützen beprobt. Die Holzproben dienten als Basis für weiterführende Untersuchungen im Projekt „Green Heritage“ zu Wachstum- und Holzdichte. 
2.4 Mitochondriale Marker

Bei den meisten Koniferen wird das mitochondriale Genom mütterlich, das Chloroplastengenom väterlich vererbt, im Gegensatz zu vielen anderen Pflanzengruppen. Für die Analyse der nacheiszeitlichen Rückwanderung (die nur durch Samen erfolgen) sind daher für Fichte ausschließlich mitochondriale Marker geeignet. Sperisen et al. (2001) haben eine nicht-kodierende Region im mitochondrialen nad1 Gen identifiziert, die eine relativ große Variation zeigt und daher als Marker gut geeignet ist (Abb. 3). Die Anwendung dieses Markers ist am BFW gut etabliert und wurde auch in der Voruntersuchung zu den autochthonen Herkünften angewendet (Abb. 8; Mengl et al., in Vorbereitung). 
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Abbildung 3. A. Schematische Darstellung des NADH-Abschnittes im mitochondrialen Genom der die untersuchten Minisatelliten enthält. B. Beispiel der Fragmentanalyse an Haplotype 810. Elektropherogramm eines Laufes der Fragmentanalyse auf dem CEQ8000. Nach dem Verdau des PCR-Produktes mittels EcoRV können die beiden markierten Fragmente auf eine Base genau genotypisiert werden. Blaue und grüne Spitzen stellen die beiden PCR-Schnittprodukte dar, rot ist der interne Größenstandard dargestellt.
2.5 Kern-Mikrosatelliten

Mikrosatelliten sind mehrfach repetierte Oligonukleotidsequenzen (Repetitionsmotfi z. B. CACA…) bei denen aufgrund erhöhter Mutationsrate häufig Unterschiede in der Anzahl der Wiederholungen auftreten, und die daher sehr gut geeignet sind, Diversität auf Populationsniveau zu quantifizieren. Im Genom sind Mikrosatelliten sowohl in nicht-kodierenden Bereichen als auch in kodierenden Bereichen, bzw. eng gekoppelt an Gensequenzen anzutreffen. Mikrosatelliten in nicht-kodierenden Bereichen sind selektionsneutrale genetische Marker; Mikrosatelliten innerhalb von Genen bzw. in deren angrenzenden Bereiche sind dagegen oft durch die enge Kopplung an das jeweilige Gen gebunden und weisen Kopplungsungleichgewichte auf, in einigen wenigen Fällen wurden sogar Mikrosatelliten gefunden welche die Expression des benachbarten Genes beeinflussen (Hammock & Young 2004). 

Neutrale Mikrosatelliten-Marker sind geeignet um Populationsparameter darzustellen, wie z. B. die genetische Diversität und Differenzierung zwischen Populationen. Dadurch können Aussagen über das Paarungssystem (z.B. Pollenflug) getroffen werden bzw. können Individuen zu Gruppen bzw. Populationen zusammengefasst werden. Sechs Mikrosatelliten (Rungis et al. 2004; Tab. 1, Abb. 4) wurden aufgrund von hoher Allelanzahl und Zuverlässigkeit in der Amplifikation ausgewählt. Alle in der ÖWI gesammelten Proben wurden damit analysiert. Dies umfasst sowohl die Proben aus den authochthonen Beständen (ÖWI 2000/01) sowie die während des Projektes (ÖWI 2007/08) gesammelten Proben aus den Wirtschaftswäldern. 
Die so gewonnenen Daten wurden dazu genutzt, verschiedene Populationsparameter für die Teilpopulationen zu berechnen, z. B. beobachtete und erwartete Heterozygotie, sowie Fixation-Indizes. Im Vergleich mit den Ergebnissen des mitochondrialen Markers sollte ein differenziertes Bild, der österreichischen Fichtenpopulation erstellt werden. Für die Auswertung der Mikrosatelliten kamen insbesondere Bayesische Verfahren zum Einsatz mit deren Hilfe Gruppenbildungen möglich sind und auch der Einfluss der natürlichen Barrieren abgeschätzt werden kann. Für diese Auswertungen wurde der in dem Program „TESS“ implementierte Ansatz von Chen et al. (2007) gewählt. Dieses Verfahren basiert auf der Modellannahme von Hardy-Weinberg-Gleichgewicht der Allelfrequenzen in den untersuchten Populationen. Zusätzlich wird die räumliche Autokorrelation der Allelfrequenzen bei den Berechnungen berücksichtigt. Für jedes untersuchte Individuum wird ein individueller Quotient der Zugehörigkeit zu einer bestimmten Gruppe/ Population berechnet; dieser Parameter wird aus den Allelfrequenzen unter Verwendung eines Monte Carlo-Algorithmus über Markov-Ketten geschätzt. Der Benutzer gibt lediglich die Anzahl der Populationen für jeden Berechnungsgang vor. Im vorliegenden Fall wurden aufbauend auf den Daten einiger Probeläufe die Zugehörigkeitsquotienten für eine Populationsanzahl (K) von 2 bis 10 berechnet. Für jedes K wurden mindestens 100 Läufe durchgeführt (12 000 Iterationen, wobei die ersten 6 000 als „burnin“ verworfen wurden); welcher Wert für K nun der tatsächlichen Anzahl der Populationen entspricht, kann über einen Modellabweichungsparameter DIC (deviance information criterion) bestimmt werden. Dafür werden die DIC-Werte der 20% besten Läufe (niedrigste DIC-Werte) gemittelt und in einem Diagramm dargestellt; der Wert bei dem die DIC-Werte ein niedriges Plateau erreichen wird als „wahrer“ Wert für K angenommen. Da jedoch dieses Plateau nicht sehr ausgeprägt sein muss, gibt es einen Interpretationsspielraum, der vor allem durch die biologischen Gegebenheiten bestimmt wird (z. B. die Einwanderungsgeschichte). Diese Analysen wurden sowohl für alle Proben gemeinsam, als auch getrennt für Wirtschaftswald und putative autochthone Bestände durchgeführt. 

[image: image5.emf]Primername Sequenz (F/ R)

Repetitions- 

motiv

Ta (°)

WS23B03 agcagctggggtcaaagtt  (AT)n 53

aaagaaagcatgcatatgactcag

WS716F13 tcaagtaatggacaaacgataca  (GA)n 53

tttccaatagaatggtggattt

WS92A19 tgtggttttctgcttggaaa  (AC)n 53

cccattttgactttgaaataagc

WS22B15 tttgtaggtgctgcagagatg  (AG)n 53

tggctttttattccagcaaga

WS73H08 tgctctcttattcgggcttc  (AT)n 53

aagaacaaggcttcccaatg

WS111K13 gactgaagatgccgatatgc  (AT)n 53

ggccatatcatctcaaaataaagaa


Tabelle 1. Verwendete Mikrosatellitenmarker (Rungis et al. 2004). Ta = Primer Annealing Temperatur in der PCR.
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Abbildung 4. Elektropherogramm eines Mikrosatellitenlaufes. In einem Lauf können drei Marker kombiniert werden, was eine deutliche Effizienzsteigerung und Kostensenkung bedeutet.

Eine “Genetic Landscape Shape” Analyse zur räumlichen Darstellung der genetischen Vielfalt wurde mittels des Programmes “Alleles In Space“ (AIS; Miller, 2005) durchgeführt. Diese Analyse besteht zuerst aus der Konstruktion eines Delaunay-Triangualitonsnetzwerkes zwischen allen Probenkoordinaten. Durchschnittliche genetische Distanzen zwischen Proben, die durch das Netzwerk verbunden sind, werden berechnet. Im nächsten Schritt werden durch eine Interpolation die genetischen Distanzwerte über die gesamte Proben-„Landschaft“ gelegt. Das Ergebnis ist eine 3-dimensionale Oberfläche der interpolierten genetischen Distanzen, wobei die x- und y-Koordinaten der geographischen Lage innerhalb des Delaunay-Netzwerkes und die z-Achse der genetischen Distanz entspricht. 

2.6 Entwicklung der EST-Mikrosatellitenmarker am AIT Seibersdorf

Aussagen über anpassungsrelevante Merkmale (Wachstum, Resistenz gegenüber biotischen und abiotischen Umweltbedingungen) sind nur durch funktionell wirksame Markersysteme möglich. In genetischen Datenbanken sind Gensequenzen (Expressed Sequence Tags [ESTs]) verfügbar, anhand derer durch Vergleich mit homologen Gensequenzen von Modellorganismen (z.B. Arabidopsis) auf Sequenzen des Fichtengenoms geschlossen werden kann. Viele dieser Sequenzen enthalten auch Mikrosatelliten, die als EST-Mikrosatelliten bezeichnet werden. Am AIT Seibersdorf sollten innerhalb des Projektes AUPICMAP EST-Mikrosatelliten entwickelt werden, die in Zusammenhang mit anpassungsrelevanten Genen stehen. 
Die neu entwickelten Marker sollten wie die neutralen Mikrosatelliten am gesamten Probenumfang angewendet und einer ähnlichen Auswertung unterzogen werden. Im Vergleich mit den neutralen Mikrosatelliten, sollten die EST-Mikrosatelliten geringere Diversität innerhalb einer Population als Zeichen von Selektion für bestimmte Allele zeigen. Zusätzlich sollten die Daten aus den EST-Mikrosatelliten auf höhenlagenabhängige Effekte untersucht werden, da hier theoretisch trotz gleicher Einwanderungsgeschichte deutliche Unterschiede zu Tieflagenherkünften erwartet werden. 

Die technische Etablierung und Rationalisierung (Multiplexing) dieser Methode sollte am AIT Seibersdorf durchgeführt werden. Die Überprüfung der Funktionalität dieser EST-Marker sollte durch statistische Verfahren an einer Testpopulation am AIT Seibersdorf festgestellt werden (Ausschluss von Neutralität, Ewens-Waterson-Test [Manly 1985] bzw. Lewin-Krakauer-Test [Lewontin & Krakauer 1973]. 
3 Ergebnisse

3.1 Probenmaterial ÖWI und DNA-Extraktion
Die Kooperation mit der ÖWI funktionierte in ausgezeichneter Form. Nach kurzer Einschulung der Inventurtrupps wurden in allen Probeflächen in denen die Fichte vorkam, Zweigproben für das Projekt gesammelt. Die Proben wurden postalisch an das Institut für Genetik gesandt, hier katalogisiert und bis zur DNA Extraktion bei -20° gefroren gelagert. Fertig extrahierte Zweigproben wurden im BFW Kühlhaus in Tulln dauerhaft eingelagert. Bis Ende 2007 waren bereits mehr als 2500 Zweigproben am eingelangt (Abb. 5). Insgesamt standen dem BFW ca. 7000 Proben zur Verfügung. Dies stellte ein einzigartiges Untersuchungsmaterial dar. In jedem Beprobungsjahr wurden die Probepunkte gleichmäßig auf das Staatsgebiet verteilt, das Probenmaterial ist daher repräsentativ. Es wurden 2500 geographisch-repräsentative Zweigproben für die Analysen ausgewählt, dies entspricht weitgehend dem Probejahr 2007. Die Proben aus 2008 und 2009 wurden im Kühlhaus Tulln des BFW eingelagert. 
Die DNA Extraktion aus den Nadelproben erfolgte mit Hilfe des QIAGEN DNeasy 96 Plant Kit (Fa. Qiagen, Hilden, Deutschland). Auf diese Weise konnte in einem Arbeitsgang von 192 Nadelproben die DNA extrahiert werden. Durchschnittlich wurde dabei ein Eluierungsergebnis von 150 µL zu je ca. 50 ng DNA erreicht. Insgesamt wurde aus 2433 Proben erfolgreich DNA gewonnen. Hinzu kommen noch die ca. 500 Proben aus der ÖWI 2000/02 (Schutzwald).
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Abbildung 5. A. Verbreitung der Fichte in Österreich nach ÖWI-Ergebnissen. B. Geographische Verteilung der untersuchten Fichtenproben. Ein Punkt auf der Karte steht für bis zu 4 gewonnene Fichtenproben. Nicht abgebildet sind die Proben aus der ÖWI 2000/01 (autochthone Bestände; vgl. Abb. 2). Es zeigt sich die sehr gute Verteilung der Proben über das gesamte Staatsgebiet mit Fichtenanbau.
3.2 Probensammlung Herkunftsversuch Paal

Die Beprobung des Fichtenherkunftsversuches Paal war Bestandteil des Projektes, um die Probengrundlage für das parallel laufende Gemeinschaftsprojekt „Green Heritage“ zu stellen. Dabei wurden von jeweils 50 Bäumen von 20 Herkünften Nadel- und Bohrkernproben gewonnen, die für die Untersuchung des Parameters Holzdichte bzw. Trockenresistenz herangezogen werden sollten. Bis Ende Juni 2009 wurden alle nötigen Proben gewonnen. Das entspricht 1000 beprobten Individuen. Die Bohrkerne wurden an das Institut für Holztechnik (BOKU), Dr. Grabner zur weiteren Analyse übergeben.

3.3 Mitochondriale Marker

Die extrahierten Proben wurden mittels der von Sperisen et al. (2001) bzw. Gugerli et al. (2001) entwickelten Methode an einem mitochondrialen Minisatelliten genotypisiert. Dadurch wurde die Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit der wichtigen Arbeit von Tollefsrud et al. (2008) zur gesamteuropäischen Populationsstruktur sichergestellt (Abb. 2). Die amplifizierten Abschnitte der mitochondrialen DNA wurden mittels Restriktionsenzym (EcoRV) verdaut und anschließend mittels Kapillarelektrophorese auf einem CEQ 8000 Sequencer (Beckman-Coulter) analysiert. Insgesamt wurden 2179 Proben aus Wirtschaftswald, sowie weitere 504 Proben aus putativ autochthonen Beständen analysiert. Daneben wurden zusätzlich 8 bosnische und 4 serbischen Populationen untersucht.

Diversitätsindizes (hS, Diversität innerhalb der Population; hT, Gesamtdiversität; GST, Populationsdifferenzierung) wurden mittels der Software Permut (Pons & Petit 1996) berechnet. Über alle Populationen (Österreich und Balkan) wurden die folgenden Parameter ermittelt: hS = 0.181, hT = 0.334 and GST = 0.457. Ausschließlich für die Balkan-Populationen ergaben sich die Werte entsprechend 0.144, 0.320 and 0.549. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Diversitätsparameter bzw. Populationsdifferenzierung durchschnittlich sind und denen von Tollefsrud et al. (2008) ähneln.
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Abbildung 6. Haplotypenverteilung in den bosnischen und serbischen Populationen. Deutlich höhere Diversität besteht in den westlichen Populationen.
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Tabelle 2. Haplotypenverteilung in den 8 bosnischen und 4 serbischen Populationen
Diese Ergebnisse aus Bosnien-Herzegowina und Serbien füllen eine bedeutende Lücke in unserem Wissen über die Populationsstruktur der Fichte am Balkan. In den östlichen Populationen, welche sehr wahrscheinlich die Kernrefugien darstellen, herrscht ebenfalls Haplotyp (HT) 815 vor, während im westlichen Teil von Bosnien-Herzegowina HT 778 am häufigsten ist. In dieser Region ist die Haplotypendiversität deutlich höher als im östlichen Balkan (Abb. 6; Tab. 2). 

Die Haplotypenverbreitung und Frequenzen der österreichischen Population stehen in guter Übereinstimmung mit früheren Befunden (Tollefsrud et al. 2008). Die räumliche Autokorrelation der Haplotypen ist in Abb. 7 dargestellt. Der HT 815 ist am häufigsten und am weitesten verbreitet (Abb. 8 und 9). Es gibt eine klare Unterscheidung zwischen östlichem und westlichem Österreich. Die Haplotypendiversität steigt in Ostösterreich, entweder durch stärkeren menschlichen Einfluss oder als Resultat der Einwanderung aus unterschiedlichen glazialen Refugien. Interessanterweise unterscheiden sich die Muster in den autochthonen Beständen nur wenig von denen im Wirtschaftswald. Dies deutet auf die hauptsächliche Verwendung von heimischem Vermehrungsgut hin.
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Abbildung 7. Räumliche Autokorrelation (Loiselle’s Verwandtschaftskoeffizient Fij) der mitochondrialen Variation der österreichischen Fichtenpopulation. Die sehr gut abgesicherte Signifikanz der positiven Autokorrelation erstreckt sich bis zu einer Distanz von 150 km, darüber hinaus besteht signifikant negative Autokorrelation. Dieses Ergebnis verdeutlicht die starken Unterschiede in der Allelverteilung zwischen den einzelnen Regionen.
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Abbildung 8. Verbreitung der mitochondrialen DNA-Haplotypen in putativ autochthonen Beständen (vornehmlich Schutzwald) in Österreich basierend auf Proben aus der ÖWI 2000-2002. 
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Abbildung 9. Verbreitung mitochondrialen DNA-Haplotypen im Wirtschaftswald (ÖWI 2007-2009). Auch hier ist ein deutlicher Unterschied West-Ost erkennbar. Haplotyp 815 ist deutlich dominant und entspricht Refugien am südlichen Ostalpenrand; Haplotyp 842 entspricht einem nördlichen Refugium in der Böhmischen Masse, während Haplotyp 778 Refugien am Nordbalkan zuzurechnen ist. 
Insgesamt wurden in der Untersuchung der Proben aus dem Wirtschaftswald 14 mitochondriale Haplotypen gefunden; dies sind alle Haplotypen, die auch Tollefsrud et al. (2008) für das südliche Areal der Fichte nachgewiesen haben. Es wurden keine Haplotypen aus dem nördlichen Areal der Fichte in Österreich nachgewiesen. Unterschiede in der Frequenz der Haplotypen ergeben sich vermutlich eher aus der Stichprobengröße als durch Unterschiede zwischen autochthonen und bewirtschafteten Wäldern, dies gilt auch für das Auftreten von Haplotypen im Wirtschaftswald, die in den putativ autochthonen Beständen nicht gefunden wurden. 
In Abb. 10 ist die Häufigkeitsverteilung in den Proben aus den autochthonen bzw. bewirtschafteten Wäldern dargestellt. Zwei Haplotypen dominieren in Österreich: der mit Abstand häufigste HT ist 815 (84.9% der putativ autochthonen, 65.4% der Proben aus Wirtschaftswald). Dieser Haplotyp ist auch im gesamten Verbreitungsgebiet der Fichte in Mittel- und Südosteuropa am häufigsten und stellt vermutlich eine alte Allelvariante dar, die bereits mehrere glaziale Zyklen in Europa überdauert hat. In Österreich ist HT 815 ganz deutlich im Westen vorherrschend, kommt aber in allen Landesteilen vor. Der zweithäufigste HT und bereits deutlich seltener ist HT 842 (6.2 bzw. 15.1% der Proben). Dieser Haplotyp ist hauptsächlich zentraleuropäisch verbreitet und repräsentiert vermutlich ein Glazialrefugium im Bereich des Böhmerwaldes dar, dieser HT ist hauptsächlich im Nordosten Österreichs vertreten. 
Haplotyp 778 (4 bzw. 6.8% der Proben) wurde vor allem im Süden Österreichs angetroffen. Er charakterisiert ein Refugialgebiet im Nordbalkan (Slowenien, Kroatien), ein disjunktes Vorkommen existiert auch im Süden Bulgariens; in niedriger Frequenz wird dieser HT jedoch in ganz Mitteleuropa angetroffen (Tollefsrud et al. 2008). Das relativ starke Vorkommen von HT 778 in Österreich ist sehr interessant, da in anderen Untersuchungen vermutet wird, dass diese Refugien nicht maßgeblich an der Besiedelung des Alpenraumes beteiligt waren. Ob dieses Muster natürliche Einwanderungswege darstellt oder durch anthropogene Verbringung von Vermehrungsgut aus dieser Region darstellt, bleibt vorerst ungelöst. In relativ hoher Frequenz tritt HT 778 auch in Nordtirol (Innsbruck Umgebung, Brennergebiet) sowie im Salzkammergut auf; hier kann künstliche Verbringung von Vermehrungsgut angenommen werden. 
Die HT 812 (1 bzw. 4.4% der Proben) und 874 (1.8 bzw. 4% der Proben) haben wie HT 842 ihren Verbreitungsschwerpunkt in Mitteleuropa. Die übrigen HT stellen seltene Allelvarianten dar, die im gesamten Verbreitungsgebiet selten sind. Interessant ist das punktuelle Auftreten von HT 746 z. B. in der Umgebung von Salzburg bzw. in der Mur-Mürz-Furche; dieser HT ist vor allem in den Karpaten (Rumänien) verbreitet und könnte ebenfalls Saatgutransfer belegen.
Insgesamt decken sich die Ergebnisse gut mit dem was bisher über die HT-Verteilung in Europa bekannt ist (Tollefsrud et al. 2008). Der Ursprung von österreichischen Individuen mit HT 815, der die Alpen sowie die westlichen Karpaten und den Südbalkan dominiert, liegt vermutlich in einem Refugium am südöstlichen Ostalpenrand. Eine weitere Erklärung für die Verbreitung von HT 815 könnte auch ein einzelnes Refugium bzw. mehrere Refugien in der pannonischen Tiefebene sein. Hier wurden bereits Makrofossilien von Fichte aus den Interglazialen gefunden (Willis et al. 2000). Der Nordwesten Österreichs ist wahrscheinlich von einem Refugium in der Nähe der Böhmischen Masse (HT 842) kolonisiert worden, während der Südostens vom nördlichen Balkan (HT 778) besiedelt worden ist. Dieser Befund ist unerwartet und könnte auch durch menschlichen Einfluss verursacht bzw. verstärkt worden sein. Allerdings kommt HT 778 auch in den putativ autochthonen Beständen relativ häufig vor.
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Abbildung 10. Häufigkeitsverteilung der mtDNA-Haplotypen im Vergleich zwischen autochthonen und bewirtschafteten Beständen. Die Häufigkeiten sind sehr ähnlich, fehlende Haplotypen in autochthonen Beständen sind vermutlich durch die geringere Stichprobengröße bedingt.

3.4 Nukleare Mikrosatelliten

Insgesamt wurden 2773 Proben (2321 aus dem Wirtschaftswald, 452 aus den putativ autochthonen Beständen) erfolgreich an 6 Genorten genotypisiert. Die verwendeten Mikrosatellitenmarker weisen eine sehr hohe Anzahl an Allelen auf, sowie einen hohen Heterozygotiegrad und deuten damit große Diversität der heimischen Fichtenpopulation an. In Tabelle 3 sind die verschiedenen Diversitätsparameter zusammengefasst. Zur Überprüfung, ob die verwendeten Marker Kopplungsungleichgewichte, Abweichungen von Hardy-Weinberg-Strukturen bzw. Nullallele zeigen, wurde eine Voruntersuchung an 48 Individuen aus einer Fichtenpopulation aus Gußwerk/ Steiermark durchgeführt. Für diese Untersuchugen wurden die Programme GENEPOP (Raymond & Rousset 1995) und FSTAT (Goudet 1995) verwendet. Dabei zeigte sich, dass alle Marker unabhängig von einander sind (kein Kopplungsungleichgewicht); dies ist eine wichtige Voraussetzung für die weitere Auswertung der Ergebnisse. Nullallele waren vorhanden, ihre Frequenz war jedoch für die Fichte verhältnismäßig niedrig (vgl. Tollefsrud et al. 2009) und variierte zwischen 0 und 0.15. Keiner der Marker zeigte Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Strukturen bei einer Signifikanzschwelle von 0.001. Somit waren die verwendeten Marker für die weiteren Untersuchungen geeignet.
	Locus
	Na
	Ne
	Ho
	He
	F

	WS0023.B03
	38
	19.086
	0.862
	0.948
	0.091

	WS0716.F13
	25
	14.223
	0.779
	0.930
	0.162

	WS0092.A19
	18
	5.820
	0.810
	0.828
	0.022

	WS0022.B15
	22
	7.480
	0.828
	0.866
	0.044

	WS0073.H08
	10
	3.318
	0.673
	0.699
	0.037

	WS0111.K13
	36
	18.614
	0.927
	0.946
	0.020


Tabelle 3. Diversitätsparameter für die 6 verwendeten Mikrosatellitenmarker in der gesamtösterreischen Population. Na, Anzahl der Allele; Ne, Anzahl effektiver Allele; Ho, beobachteter Heterozygotenanteil; He, erwarteter Heterozygotenanteil; F, Fixationsindex (Heterozygotenabweichung von Erwartungswert).
Die Darstellung des Genflußes (Austausch genetischer Information zwischen Teilpopulationen) der Fichtenpopulation in Österreich war ein wichtiges Ziel des Projektes. Aussagen über die Genflußdistanzen können durch die Untersuchung der räumlich genetischen Struktur in einer Population ermittelt werden. Signifikate räumlich Struktur bedeutet die räumliche Aggregation von ähnlichen Genotypen hervorgerufen durch Grenzen in der Ausbreitung von Samen und Pollen (Epperson 2003). Die Ergebnisse einer solchen Analyse sind in Abb. 11 dargestellt (6 Mikrosatelliten-Marker). Signifikante Ähnlichkeit zwischen den Genotypen erstreckt sich über eine Distanz von 100 km; ein überaus hoher Wert, der aber nicht unerwartet ist, da es nicht ungewöhnlich ist, dass der windverbreitete Fichtenpollen sehr weit vertragen wird (Geburek 2005). Andererseits ist bekannt, dass die Fichte hohe genetische Diversität in Kombination mit großer effektiver Populationsgröße, aber auch genetische Uniformität der Allelfrequenzen innerhalb der Population aufweist (Tollefsrud et al. 2009). Gleichzeitig werden die mit Abstand höchsten Ähnlichkeitswerte in der kleinsten Distanzklasse (bis 1 km; v. a. Probeflächen eines Traktes) gefunden. 
Es muss betont werden, dass das Niveau der Autokorrelation sehr niedrig ist; bei seltenen, insektenbestäubten Baumarten findet man in der Regel Werte, die um das 10-20fache größer sind (Hardy et al. 2006); ähnlich geringe Werte wurden jedoch bei anderen Koniferen gefunden (z. B. Marquardt et al. 2004), wenngleich auf lokaler Ebene. Abschließend wird die Schlussfolgerung gezogen (auch im Vergleich mit den Daten der Gruppierungsanalyse, s.u.), dass es für die Fichte keine ausgeprägten Barrieren für den Genfluss innerhalb einer Höhenzone in Österreich gibt. Die genetischen Muster sind hingegen offenbar noch immer stark durch die postglaziale Einwanderungsgeschichte geprägt (vgl. räumliche Autokorrelation der mitochondrialen Daten; Abb. 7); möglicherweise hat auch die forstliche Bewirtschaftung (Einhaltung der Wuchsgebietsgliederung bei der Aufforstung) die Erhaltung dieser Muster begünstigt.
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Abbildung 11. Räumlich genetische Struktur der Fichte in Österreich basierend auf 2773 ÖWI-Proben und 6 nuklearen Mikrosatellitenmarkern. Die Analyse wurde mit der Software SPAGeDi (Hardy & Vekemans 2002) durchgeführt. Dunkelblaue Linie: beobachteter Wert; grüne Linien: 95% oberes und unteres Konfidenzintervall nach 10 000 Permutationsschritten. 
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Abbildung 12. Ergebnisse der “Genetic Landscape Shape” Analyse an 2773 Proben aus der ÖWI basierend auf sechs Mikrosatelliten-Markern. Die X- und Y-Achsen zeigen die geographische Lage innerhalb des Delaunay Triangualtionsnetzwerkes, welches aus den Probepunkten konstruiert wurde und dem österreichischen Staatsgebiet entspricht. Die Höhen der Oberfläche zeigen die durchschnittliche genetische Distanz zwischen den Einzelindividuen. Je höher (dunkler) der Bereich, desto höher ist sein genetischer Unterschied zum Nachbarpunkt. Deutlich ist die größere genetische Homogenität in Westösterreich im Vergleich zu Ostösterreich erkennbar.
Die Ergebnisse der „Genetic Landscape Shape“-Analyse zeigen die Verteilung der genetischen Distanzwerte über das Staatsgebiet (Abb. 12). Generell ähneln die Ergebnisse denen aus den mitochondrialen Markern, d.h. höhere genetische Inhomogenität in Ostösterreich, wenngleich weniger deutlich. Genetische Varianten der Kernmarker werden neben Samen auch durch Pollen verbreitet, dadurch wird eine ursprünglich bestehende genetische Differenzierung vermindert. In der weiteren Auswertung wurden verschiedene Bayesische Gruppierungsverfahren angewandt, um Gruppen bzw. Teilpopulationen identifizieren zu können. Dies ermöglicht weitere wichtige Erkenntnisse über Ausbreitungsgeschichte, natürliche Genfluss-Barrieren, sowie dem Einfluss des Menschen auf die Fichtenpopulation.

Die Ergebnisse der Gruppierungsanalyse sind in den Abb. 13 und 14 dargestellt. Es zeigt sich ein ebenfalls ein ähnliches Bild wie in den mitochondrialen DNA-Ergebnissen: Westösterreich erscheint sehr homogen, während in Ostösterreich eine höhere Diversität an Gruppen vorkommt. Betrachtet man das Ergebnis getrennt nach Bewirtschaftungsform so bilden alle autochthonen Bestände eine einheitliche Population (nicht abgebildet); betrachtet man den Wirtschaftswald bzw. die Kombination aller Proben zeigt sich eine höhere Anzahl von detektieren Populationen in Ostösterreich. Dies kann einerseits als Ergebnis der Besiedlung von Ostösterreich aus mehreren Refugialgebieten bzw. auch als Zeichen des menschlichen Einflusses auf die Population gewertet werden. 
An dieser Stelle muss betont werden, dass die höhere Anzahl von Populationen in Ostösterreich nicht mit einer höheren genetischen Vielfalt in dieser Region gleichgesetzt werden kann. Diese Ergebnisse der Gruppierungsanalyse spiegeln lediglich die Verteilung von Genmarkern wider, und geben keinerlei Auskunft über den Grad an Mischerbigkeit (Heterozygotie) innerhalb der unterschiedlichen Populationen an. Dieser Wert ist allerdings ausschlaggebend für die Beurteilung der Anpassungsfähigkeit bzw. Intaktheit einer Population. Im Bezug auf die genetische Diversität gibt es keinen Unterschied zwischen West- und Ostösterreich. 
Bei der Interpretation der Ergebnisse der Gruppierungsanalyse muss auch berücksichtigt werden, dass die Proben aus den autochthonen Beständen fast ausschließlich aus Schutzwaldbeständen in Westösterreich stammen, und daher den Osten nicht abbilden; es kann daher keine Aussage über die Naturnähe bzw. –ferne aus den Daten für Ostösterreich abgeleitet werden. Auffallend ist jedoch das Vorkommen von abweichenden Allelfrequenzen in Vorarlberg und in Teilen Nordtirols (rot dargestellt in Abb. 13); da diese Muster in den autochthonen Beständen fehlen, kann hier ein Transfer von Vermehrungsgut aus anderen Regionen angenommen werden. 
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Abbildung 13. Grafische Darstellung eines Einzelergebnisses der Gruppenbildung anhand der nuklearen Mikrosatelliten unter Verwendung aller vorhandenen Proben (Wirtschaftswald und putative autochthone Bestände), erstellt mittels der Software TESS; der gewählte Wert für die Anzahl der Gruppen im Datensatz war hier 6. Bei diesem Wert wurde ein tiefes Plateau des DIC (Maß für die Abweichung von den Modellannahmen) erreicht. Der Wert kann zwar nur als Richtschnur für die tatsächlich vorhandenen Gruppen gewertet werden, deckt sich aber gut mit dem erwarteten Wert für die Anzahl der Refugialpopulationen. Auffallend ist das Auftreten von stark abweichenden Allelfrequenzen (rote Farbe) in Teilen Vorarlbergs und Nordtirols.
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Abbildung 14. Grafische Darstellung eines Einzelergebnisses der Gruppenbildung anhand der nuklearen Mikrosatelliten unter Verwendung der Proben aus dem Wirtschaftswald. Der gewählte Wert für die Anzahl der Gruppen im Datensatz war hier 5. Bei diesem Wert wurde ein tiefes Plateau des DIC (Maß für die Abweichung von den Modellannahmen) erreicht. Auffallend ist das auch hier das Auftreten von stark abweichenden Allelfrequenzen (hier: gelb) in Teilen Vorarlbergs und Nordtirols; dieses Muster fehlt in den autochthonen Beständen (nicht dargestellt, sh. Text), daher kann für diese Bereiche ein Effekt von menschlicher Tätigkeit angenommen werden.
3.5 Entwicklung der EST-Mikrosatellitenmarker am AIT Seibersdorf

Die Entwicklung der EST-Mikrosatelliten aus DNA-Gendatenbanken wurde Ende 2009 abgeschlossen. Über 14.000 EST Sequenzen wurden auf die Anwesenheit von Mikrosatelliten-Regionen untersucht. Aus über 100 Kandidatengenen wurden 60 Sequenzen ausgewählt, für die Primer zur Diversitätsanalyse entwickelt wurden. Achtundzwanzig dieser Primerpaare konnten in 2 Populationen (Gusswerk, Mayerhofen) an 48 Individuen erfolgreich getestet werden. Von den 28 Loci wurden 24 erfolgreich getestet. Diese Loci zeigten geringe bis mittlere Variation mit bis zu 8 Allelen pro Locus (Tab. 4). L48 bildet eine Ausnahme mit 17 detektierten Allelen.
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69,14

0,532

17,19

d

41,27

2,604

81,77

10,22

1,075

1,053

0,538

1,053

5,263

85,42

1,053

0,521

0,532

1,829

1,714

35,11

42,19

e

4,762

0,521

5,914

15,59

0,526

1,053

4,688

0,526

69,79

1,064

32,93

26,86

0,532

13,02

f

19,05

91,58

0,521

40

1,596

0,61

0,571

0,532

24,48

g

4,762

0,521

0,526

0,532

0,571

5,851

h

17,46

0,521

3,158

0,532

1,596

i

2,632

0,532

j

0,532

k

0,532

l

29,79

m

1,596

n

15,96

o

2,66

p

2,66

q

0,532


Tabelle 4: Allelhäufigkeiten der 24 neu entwickelten Loci in 96 getesteten Individuen zweier Populationen.
Es zeigte sich, dass neun der 24 erfolgreich getesteten Loci keine Sequenzhomologie zu bislang beschriebenen Genen aufweisen (Tab. 5), und damit ganz ähnlich als die bereits verwendeten Mikrosatelliten zu bewerten waren. Die restlichen 15 ausgewählten ESTs zeigen Homologien zu Genen die an Signaltransduktions- und Regulations-Pathways (Kinasen und Rezeptoren) sowie am Energiehaushalt beteiligt sind (Tab. 5).
Diese Marker wurden Ende 2009 vom AIT an das BFW übergeben. Da der Mittel- und Zeitrahmen zu diesem Zeitpunkt für das Projekt schon sehr begrenzt war, wurde beschlossen auf eine Anwendung dieser zusätzlichen Marker zu verzichten. Diese polymorphen, adaptiven Marker stehen jedoch für künftige Untersuchungen zur Verfügung.
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Nr.

Sequenz-Forward Sequenz-Reverse

Repetitions-

motif

Anzahl der 

Wh.

Anzahl 

Allele

Größen-

bereich

Genfunktion GenBank Referenz

5

AGGTGGATATGTTCATCAAC CGCATACTCATCCCTAAC CCG

7 8 136-158

Keine Homologie

12

GACCGAGAACCCTTGTT CAAAAGCAGGAAAGAAGAAC AAG

6 2 136-138

brassinosteroid signalling positive regulator-related AT4G18890.1

22

TCACTGGCCACAGTTTATCG ATGAGGCCCAAGAGGAAGAC (TTC)n

10 6 169-188

Keine Homologie

25

TGATTGAAATGATGGCTGCT CATGTACGGTGCTCCTCCTC (CTG)n

19 8 131-165

Keine Homologie

28

GGCCGAAAGTGCTACTGCTA TGCTCCAGAAGAACACTCACA (TCG)n

7 8 148-162

defensin ABO61348.1|

29

ACAACAGCAACAGCAGCAACCGGGCTGAAGAATTTGTTGT (CAA)n

16 4 97-108

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1-like NP_001043567.1|

33

GGTCGAGGAGGAGGAGGTAGCACCGCTAGTGCAGTCTCTG (CGG)n

17 8 91-104

putative glycine-rich protein [Picea glauca] ABA54143.1|

36

CGGCAGGAACATCACTGTTA ACCGTAACCTCCCCTACCAC (CGG)n

20 4 178-200

glycine-rich RNA-binding protein [Picea glauca]

41

CGAAGAAGAAAGCGAGGATGCAGGCTGCGAGAATCCTCTA (CTG)n

9 5 176-183

Keine Homologie

42

CAATGCAATGGCCTCCTATC TAGACAGCAGCACGTCTCGT (CCG)n

15 5 160-163

cysteine protease Cp5 [Actinidia deliciosa] ABQ10203.1

43

AACCAGCCGGAGTCTGTAAA TGCTTCTGTCTGACCAGGTG (GAA)n

7 4 168-175

zinc finger (C2H2 type) protein (WIP2) [Arabidopsis thaliana]  NP_191326.1|

44

AAGGCAGCCAAAGTGAAGAACTTGGCATTCCCTAGTGAGC (GGA)n

9 7 274-293

hypothetical protein AAV59389.1

47

ATCAATTGCCCTACCAGCAC TGCTCAATTTCCTGCATCTG (CAG)n

19 3 106-118

DNA binding / transcription factor [Arabidopsis thaliana]  NP_176013.1

49

GAAAGGCGAAAGCAAAACTGCCGTGTTTTTGAGGGAAGAA (ATG)n

14 2 117.128

Keine Homologie

50

CCTCTCAGCCAAATGCAAAT GTCTCCGCAGAGCCATTACT (CAG)n

8 4

124-129 R2R3-MYB transcription factor MYB1 [Picea glauca] ABQ51217.1

51

CAGATGTGGGCACTTGTTTG TGGTCATGGTGGTGTTCAT (CCA)n

19 4

119-140  cadmium-transporting ATPase [Arabidopsis thaliana]  NP_179501.1

52

GTAGTGTCACCGGCTCCTTT CTGGAGGATGATGGTGGTG (CCA)n

14 5 135-145

Keine Homologie

53

CCCAATGAAGATCTCGATGC GGCTTTGCAGGAAACAAGAA (TCG)n

6 2 176-178

hypothetical protein

55

TGAGCAACCAGAAAATCACG TCTCAACCCCTTTGTTTTCG (GAA)n

13 3 148-158

Keine Homologie

57

TAGAGCAGGGATTGGGTTTG AACAACAGAGGCCATTACGG (CAGGC)n

7 1 117

Keine Homologie

59

TAGACCACGTTGTGCTGAAA GCGACCTTTCGCAATTAAAC (CTCTG)n

5 3 90-112

Keine Homologie

60

CGCCGTATCCATTCCCAAGCCCCAGCCCAGTTCAGTTTGC (GGCTG)n

8 5 241-264

protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP)  NP_190966.1

48

ATTGCACAAGAGCGAACCTT CCAGCACCAAAATCACCAG (CGG)n

32 16 131-195

Keine Homologie

56

ATCGTCTGCATTGCATTCAC CTTCGTTCCTTCCTGATCCA (AGGTG)n

6 6 113-128

 electron carrier/ iron ion binding [Arabidopsis thaliana] 

NP_176291.1


Tabelle 5: Liste der am AIT entwickelten Primersequenzen, der Mikrosatellitenmotive, sowie der Funktion/ Annotation für das dem SSR-Primer zugrunde liegende EST.

4 Diskussion 
4.1 Mitochondriale Variation – Einwanderungsgeschichte und Hemerobie
Die Ergebnisse der Untersuchung des mitochondrialen Markers erweitern die Kenntnis der Haplotypenverteilung in Mitteleuropa wesentlich. Erstmals konnten in der vorliegenden Untersuchung Proben aus Bosnien-Herzegowina einbezogen werden, dies war aufgrund der geänderten politischen Verhältnisse möglich. Die Ergebnisse komplettieren das Gesamtbild der genetischen Vielfalt der Fichte in Mitteleuropa. Während HT 815 in weiten Teilen des Dinarischen Gebirges (wie auch generell in den Ostalpen und Karpaten) vorherrscht, gibt es in den nordwestlichen Populationen Bosniens eine höhere Haplotypendiversität, die teilweise von den anderen Landesteilen völlig abweicht; hier treten Haplotypen auf, die auch in Kroatien gefunden wurden und offenbar ein oder mehrere vom Dinarischen Gebirge getrennte Refugien darstellen. Diese Refugien waren offenbar an der nacheiszeitlichen Wiederbesiedelung des Ostalpenraumes nur in geringem Ausmaß beteiligt (Tollefsrud et al. 2008), dennoch finden sich Proben dieser Haplotypen auch in Südösterreich (Kärnten). Ob es sich hier um natürliche Wanderungen oder um Transfer von Vermehrungsgut handelt bleibt offen. Es ist zu vermuten, dass Fichtenherkünfte mit HT 778 eine höhere Trockenresistenz besitzen und bieten sich daher für weitere Untersuchungen an.
Die Resultate für Österreich bestätigen die bisherigen Untersuchungen (Tollefsrud et al. 2008) und die natürliche Haplotypenverbreitung. Die höhere Probenanzahl ermöglicht die detailreichere Darstellung der Situation in Ostösterreich. Insgesamt ist eine Dreiteilung der Population erkennbar: die deutliche Dominanz von HT 815 in Westösterreich deutet entweder auf ein separates Refugium am Ostalpenrand hin bzw. ist Ergebnis eines Flaschenhalseffektes, d.h. es konnte sich ein Haplotyp in relativ kurzer Zeit über das gesamte Gebiet verbreiten. Interessant ist die bereits oben erwähnte Dominanz von HT 815 auch in den Nordkarpaten/ Sudeten sowie im Dinarischen Gebirge, was auf eine weite Verbreitung vermutlich schon vor der letzten Eiszeit schließen lässt. Haplotyp 842 kommt am zweithäufigsten vor, und zwar vor allem im Norden und Nordosten Österreichs. Dieser HT ist hauptsächlich zentraleuropäisch verbreitet und repräsentiert vermutlich ein Glazialrefugium im Bereich des Böhmerwaldes. Überraschend weit verbreitet ist auch HT 778; dieser kommt nicht nur (vermutlich natürlich) im Süden und Südosten Österreichs vor, sondern u. a. auch in Teilen der Kalkalpen bzw. auch in Teilen Tirols.
Aussagen zur genetischen Hemerobie der beobachteten Muster bzw. des historischen Ausmaßes der Verbringung von Vermehrungsgut werden durch das häufige Auftreten von HT 815 erschwert, da dieser auch häufig in Gebieten auftritt, die als Herkunftsgebiete von allochthonem Vermehrungsgut bekannt sind, wie z. B. dem Dinarischen Gebirge sowie den nördlichen Karpaten. Haplotyp 778, der in der Arbeit von Tollefsrud et al. (2008) nur in einem relativ kleinen Bereich am Nordbalkan gefunden wurde, kommt dagegen in Österreich, v. a. in den Proben aus dem Wirtschaftswald, in relativ hoher Frequenz nicht nur im Südosten sondern auch im Salzkammergut, sowie in Nordtirol (Wipptal, sowie Tannheimer Berge) vor; dies deutet auf Transfer von ausländischem Vermehrungsgut in den letzteren Regionen hin. Das punktuelle Auftreten von HT 746 (Hauptverbreitung: Rumänische Karpaten) in einigen Teilen Österreichs (Salzburg, Mur-Mürz-Furche, Waldviertel) lässt ebenfalls auf allochthone Herkünfte schließen. Es sind also vor allem die Gebiete betroffen in denen durch frühe Industrialisierung bzw. Salzgewinnung schon frühzeitig Waldknappheit aufgetreten, und für die auch schon Saatguttransfer vermutet worden ist. Dies spiegelt sich teilweise auch in der Gesamthemerobie dieser Regionen wieder (Abb. 15; Grabherr et al. 1998). 
Negative Auswirkungen durch diesen Transfer sind schwer zu belegen, zumal durch natürliche Selektion und Rückkreuzung mit lokalen Herkünften, negative Eigenschaften vermutlich frühzeitig ausgesondert wurden. Da die Muster generell den natürlichen entsprechen und die Fichte auch in sehr großen Populationen vorkommt, sowie ausgeprägter Pollen- bzw. Samenflug besteht, ist zu vermuten, dass, das regionale Einbringen von fremdländischen und daher möglicherweise lokal nicht angepassten Populationen vermutlich keinen allzu großen Schaden für die gesamtösterreichische Population bedeutet hat. 
4.2 Nukleare Mikrosatelliten
Die Auswertung der nuklearen Mikrosatelliten-Marker zeigt ebenfalls sehr interessante Ergebnisse. Insgesamt hat die österreichische Population der Fichte sehr hohe Diversität (im Durchschnitt ca. 90% Heterozygotenanteil) was als Indiz für ein hohes adaptives Potential angesehen werden kann. Da das nukleare Genom neben den Samen vor allem durch den Pollen verbreitet wird, zeigt sich kein so deutliches Muster in der Populationsstruktur der Fichte wie mit dem mitochondrialen Marker, der nur über die Samen verbreitet wird. In der „Genetic Landscape Shape“-Analyse zeichnet sich aber ebenfalls eine deutliche West-Ost-Gliederung ab. In dieser Analyse scheint die Topologie Österreichs genau umgekehrt: die gebirgigen Regionen zeigen niedrige genetische Distanzwerte, während die flacheren Bereiche im Osten hohe genetische Distanzen aufweisen. 

Die Effizienz der Pollenausbreitung spiegelt sich auch in der Ausdehnung von Gebieten von ähnlichem genetischen Aufbau wider: diese erstrecken sich über 100 km – wenngleich auf niedrigem Niveau. Dieser sehr hohe Wert lässt sich vermutlich auf die Erhaltung der natürlichen Verbreitungsmuster der Fichte in Österreich zurückführen. Die hohe genetische Diversität in Kombination mit sehr großer Populationsgröße, aber auch genetische Uniformität innerhalb der Population führt zur Ausbildung solcher großräumigen Muster, während auf kleinerem Maßstab oftmals keine Autokorrelation der genetischen Vielfalt auftritt (Unger 2009). Im Vergleich mit der Autokorrelation der mitochondrialen Diversität (Abb. 7) fällt die Ähnlichkeit der Muster auf, wenngleich die Stärke der Autokorrelation vermutlich aus den oben genannten Gründen dort sehr viel deutlicher ausfällt. 

Niedriges Niveau der Autokorrelation von nuklearen Markern ist generell bei Koniferen häufig, da meist durch lange Ausbreitungsdistanzen bzw. hohe Allelanzahl signifikante Muster schwieriger zu detektieren sind; andererseits spielt der menschliche Einfluss auf die Population sicherlich auch eine gewichtige Rolle. Während auf kurze Distanz (bis 1 km) ein relativ hoher Wert der Autokorrelation gefunden wurde, fiel dieser in den höheren Distanzklassen stark ab, blieb aber trotzdem signifikant. Möglicherweise spielte hier auch die Bewirtschaftung und das verwendete Vermehrungsgut eine Rolle, d.h. es könnte ein Zusammenhang zwischen Besitzer und dem verwendeten Vermehrungsgut bestehen. Generell kann aber gesagt werden, dass trotz intensiver Bewirtschaftung die natürlichen Verbreitungsmuster erstaunlich deutlich erhalten geblieben sind. 
Dies spiegelte sich auch in den Ergebnissen der Gruppierungsanalyse der nuklearen Mikrosatelliten wider. Besonders in Westösterreich ist die Homogenität der Population auffallend und entspricht vermutlich sehr den natürlichen Gegebenheiten. Dies lässt sich wahrscheinlich auf die vorwiegende Anwendung von Naturverjüngung bzw. Verwendung von lokalen Herkünften von Pflanzgut in weiten Teilen des Alpenraumes zurückführen. Durch die starke Bindung an die Höhenstufe sind die Forstleute hier vermutlich stärker für die Verwendung von geeigneten Herkünften sensibilisiert; überdies wird in weiten Teilen des Schutzwaldes eine sehr naturnahe Bewirtschaftung gepflegt. In Ostösterreich zeigte sich ein deutlich weniger homogenes Bild, was sehr wahrscheinlich auf den menschlichen Einfluss durch die Verbringung von Vermehrungsgut zurückzuführen ist. Dadurch ergab sich ein relativ starkes „Hintergrundrauschen“ im nuklearen Datensatz, d.h. die gefundenen Muster sind nur relativ schwach abgesichert. Überdies erschwerte die hohe Diversität (Allelanzahl) in der Population eine Gruppenbildung. Die verwendete Analysemethode kann und will allerdings auch keine absolute Zuordnung von Individuen zu Gruppen erreichen, hier geht es vielmehr um die Abschätzung wie viele Ursprungspopulationen am Aufbau des derzeit vorhandenen Populationsgemisches/ -musters beteiligt sind. 

Für den vorliegenden Datensatz wurden sowohl mit den Daten aller bzw. nur der Proben aus dem Wirtschaftswald sehr ähnliche Ergebnisse erzielt. Berücksichtigt man, dass die Proben aus den putativ autochthonen Beständen fast ausschließlich aus Westösterreich stammen und nur eine einzige Gruppe zeigen, die allerdings auch in den beiden anderen Untersuchungsvarianten auftritt, ähneln sich die Ergebnisse stark. Als Wert für die Anzahl der Ursprungspopulationen wurden 5 bis 6 ermittelt, allerdings gibt es hier wie oben bereits erwähnt, einen Interpretationsspielraum. Obwohl also die Durchmischung der Ursprungspopulationen in Ostösterreich sehr stark ist, entspricht die Anzahl der ermittelten Gruppen in etwa auch der vermutlichen Anzahl der natürlichen Refugialpopulationen. 


Abbildung 15. Karte der Hemerobie (=Naturferne) österreichischer Wald-ökosysteme nach Grabherr et al. (1998).
Dieses komplexe Bild ist nicht unerwartet: einerseits waren in Ostösterreich sicherlich mindestens 3 Refugialpopulationen an der Wiederbesiedlung beteiligt, andererseits hat der menschliche Einfluss, der bis in das Mittelalter zurückgeht (Johann 1996), zur Durchmischung beigetragen. Gebiete mit erhöhter Waldhemerobie liegen auch fast ausschließlich in Ostösterreich (Abb. 15). Genfluss zwischen den so entstandenen Teilpopulationen hat seinen Teil dazu beigetragen einen „Schmelztiegel“ der genetischen Variation der Fichte herzustellen. Daher ist es in dieser Analyse sehr schwierig, Regionen mit starker menschlicher Einflussnahme zu detektieren. Lediglich im homogenen Bereich von Westösterreich wurde in 2 Regionen (Vorarlberg: Dornbirn, Nordtirol: Kufstein/ Wörgl) ein deutlicher Hinweis auf Saatguttransfer gefunden (Abb. 13 und 14). Interessanterweise waren diese Regionen aber nicht auffällig bei der Untersuchung der mitochondrialen Variation. Auftreten von seltenen Gruppen gab es punktuell auch in der Ober- sowie Südweststeiermark, Salzburg-Umgebung bzw. in Südkärnten, sowohl mit mitochondrialen als auch nuklearen Markern. Auch hier ist Transfer von allochthonen Populationen wahrscheinlich.
An dieser Stelle wird nochmals betont, dass die in der Gruppierungsanalyse gefundene höhere Anzahl von Gruppen bzw. Populationen in Ostösterreich nicht mit einer höheren genetischen Vielfalt im generellen Sinn gleichgesetzt werden darf. Diese Ergebnisse der Gruppierungsanalyse spiegeln lediglich die Verteilung von Allelfrequenzen der verwendeten Genmarkern wider, und geben keinerlei Auskunft über den Grad an Mischerbigkeit (Heterozygotie) innerhalb der unterschiedlichen Populationen. Dieser Wert ist allerdings ausschlaggebend für die Beurteilung der Anpassungsfähigkeit bzw. Intaktheit einer Population. Im Bezug auf den Heterozygotiegrad gibt es keinen Unterschied zwischen West- und Ostösterreich, er ist überall mit 0.86 sehr hoch. 

4.3 Schlussfolgerungen und Ausblick
Die Ergebnisse sind insbesondere für die forstliche Praxis und Forstpolitik interessant. Qualitativ und quantitativ unterschied sich der Wirtschaftswald im Wesentlichen an den untersuchten Genen nicht von den putativ autochthonen Beständen. Die Fichte hat wahrscheinlich in großen Teilen Österreichs trotz intensiver Bewirtschaftung ihre genetische Identität und ihre genetische Vielfalt erhalten. Dieses Ergebnis bestätigt auch aus genetischer Sicht den relativ niedrigen Hemerobiegrad österreichischer Wälder: zwei Drittel der Waldfläche gelten als naturnah bis mäßig verändert (Grabherr et al. 1998). Damit ist aus genetischer Sicht eine wichtige Voraussetzung für eine nachhaltige Fichtenbewirtschaftung erfüllt. Große genetische Variation ermöglicht eine Anpassung an künftige Umweltänderungen. Einschränkend muss hier aber erwähnt werden, dass eine Abschätzung des genetischen Anpassungsvermögens mit den heute zur Verfügung stehenden molekularen Verfahren nur ansatzweise möglich ist. Es bestehen aber mit den im gesamten Bundesgebiet gewonnenen DNA-Proben ideale Voraussetzungen künftig diese innerartliche Biodiversität noch besser abschätzen zu können. Es ist den Berichterstattern kein anderes Land weltweit bekannt, welches über ein solches engmaschiges DNA-Probennetz einer Baumart verfügt. 

In der jüngeren Vergangenheit wurden für die Fichte vor allem in den Tieflagen Probleme mit verschiedenen Schadfaktoren berichtet. Borkenkäferbefall, hoher Anteil von rotfaulen Stämmen, sowie Sturmschäden und verschiedene andere Ursachen scheinen zuzunehmen (Schopf 1997). Diese Schadereignisse haben zu Besorgnis in der Forstpraxis geführt, dass lokal die Fichte als „Brotbaum“ ihre Bedeutung verlieren könnte. Aus diesem Grund wird in einem Gemeinschaftsprojekt unter der Leitung des AIT Seibersdorf („Green Heritage – Trees for the Future“; gefördert von FFG, FHP, Lieco und ÖBf) nach genetischen Markern für bestimmte Eigenschaften der Fichte gesucht: (1) Austriebsverhalten als Anpassung an die jeweilige Höhenlage, (2) Resistenz gegen Rotfäulebefall (Heterobasidion annosum), sowie (3) Trockentoleranz (Resilienz des Wachstums in Trockenperioden). Diese molekularen Werkzeuge sollen künftig anhand des DNA-Probennetzes eingesetzt werden, um das Anpassungsvermögen der Fichte noch besser quantifizieren zu können. Es wird erwartet, dass auch lokal eine bessere Einschätzung möglich wird, welche Fichtenbestände eher künstlich bzw. natürlich verjüngt werden sollten. Ferner stellen die erwarteten Ergebnisse eine wichtige Voraussetzung dar, um künftige Auslese- und Züchtungsbemühungen der Fichte zu unterstützen. Die Verwendung von verbessertem Vermehrungsgut ist insbesondere im künstlichen Areal und dort zu empfehlen, wo eine Abweichung der natürlichen genetischen Struktur wahrscheinlich ist. 

5 Publikationen

Das Projekt und seine Ergebnisse wurden bisher bei folgenden Vorträgen und Fachtagungen vorgestellt:

Konrad, H., Geburek, Th., Fluch, S., Burg, K., Schüler, S., Mengl, M.: Genetische Untersuchungen zur Abschätzung des adaptiven Potenzials der Fichte in Österreich. Vortrag im Rahmen von “Waldforschung Aktuell”, 27. März 2008, BFW Schönbrunn, Wien.

Geburek, Th., Fluch, S., Mengl, M., Schüler, S., Konrad, H., Burg, K. Abschätzung des genetischen Anpassungsvermögens der österreichischen Fichtenpopulation in Hinblick auf den Klimawandel. 10. Österreichischer Klimatag, „Klima, Klimawandel und Auswirkungen“, Universität für Bodenkultur, 13. und 14. März 2008, Wien.
Mengl, M., Konrad, H., Schüler, S., Ballian, D., Geburek, Th. Imprint of Balkan Diversity on Norway spruce (Picea abies) populations in Austria. “Balkan Genetic Diversity Conference - Hot spots of ancient and present genetic diversity". 17. – 20. Juli 2009, Sofia, Bulgarien.
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Tabelle1

		

								Haplotypen

		Population		n		Nht		778		812		815		842		848		874		970

		Olovo		14		1						14

		Bugojno		14		2						12				2

		Rogatica		9		1						9

		Foca		13		2		1				12

		Grahovo		8		4		2		1		4						1

		Grmec		6		1		6

		Kupres		11		3						7		3						1

		Igman		12		1						12

		Serbia L1		13		1						13

		Serbia L2		13		1						13

		Serbia L3		13		1						13

		Serbia L4		11		1						11
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Tabelle1

		Primer-Nr.		Sequenz-Forward		Sequenz-Reverse		Repetitions-motif		Anzahl der Wh.		Anzahl Allele		Größen-bereich		Genfunktion		GenBank Referenz

		5		AGGTGGATATGTTCATCAAC		CGCATACTCATCCCTAAC		CCG		7		8		136-158		Keine Homologie

		12		GACCGAGAACCCTTGTT		CAAAAGCAGGAAAGAAGAAC		AAG		6		2		136-138		brassinosteroid signalling positive regulator-related		AT4G18890.1

		22		TCACTGGCCACAGTTTATCG		ATGAGGCCCAAGAGGAAGAC		(TTC)n		10		6		169-188		Keine Homologie

		25		TGATTGAAATGATGGCTGCT		CATGTACGGTGCTCCTCCTC		(CTG)n		19		8		131-165		Keine Homologie

		28		GGCCGAAAGTGCTACTGCTA		TGCTCCAGAAGAACACTCACA		(TCG)n		7		8		148-162		defensin		ABO61348.1|

		29		ACAACAGCAACAGCAGCAAC		CGGGCTGAAGAATTTGTTGT		(CAA)n		16		4		97-108		heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1-like		NP_001043567.1|

		33		GGTCGAGGAGGAGGAGGTAG		CACCGCTAGTGCAGTCTCTG		(CGG)n		17		8		91-104		putative glycine-rich protein [Picea glauca]		ABA54143.1|

		36		CGGCAGGAACATCACTGTTA		ACCGTAACCTCCCCTACCAC		(CGG)n		20		4		178-200		glycine-rich RNA-binding protein [Picea glauca]

		41		CGAAGAAGAAAGCGAGGATG		CAGGCTGCGAGAATCCTCTA		(CTG)n		9		5		176-183		Keine Homologie

		42		CAATGCAATGGCCTCCTATC		TAGACAGCAGCACGTCTCGT		(CCG)n		15		5		160-163		cysteine protease Cp5 [Actinidia deliciosa]		ABQ10203.1

		43		AACCAGCCGGAGTCTGTAAA		TGCTTCTGTCTGACCAGGTG		(GAA)n		7		4		168-175		zinc finger (C2H2 type) protein (WIP2) [Arabidopsis thaliana] 		NP_191326.1|

		44		AAGGCAGCCAAAGTGAAGAA		CTTGGCATTCCCTAGTGAGC		(GGA)n		9		7		274-293		hypothetical protein		AAV59389.1

		47		ATCAATTGCCCTACCAGCAC		TGCTCAATTTCCTGCATCTG		(CAG)n		19		3		106-118		DNA binding / transcription factor [Arabidopsis thaliana] 		NP_176013.1

		49		GAAAGGCGAAAGCAAAACTG		CCGTGTTTTTGAGGGAAGAA		(ATG)n		14		2		117.128		Keine Homologie

		50		CCTCTCAGCCAAATGCAAAT		GTCTCCGCAGAGCCATTACT		(CAG)n		8		4		124-129		R2R3-MYB transcription factor MYB1 [Picea glauca]		ABQ51217.1

		51		CAGATGTGGGCACTTGTTTG		TGGTCATGGTGGTGTTCAT		(CCA)n		19		4		119-140		 cadmium-transporting ATPase [Arabidopsis thaliana] 		NP_179501.1

		52		GTAGTGTCACCGGCTCCTTT		CTGGAGGATGATGGTGGTG		(CCA)n		14		5		135-145		Keine Homologie

		53		CCCAATGAAGATCTCGATGC		GGCTTTGCAGGAAACAAGAA		(TCG)n		6		2		176-178		hypothetical protein

		55		TGAGCAACCAGAAAATCACG		TCTCAACCCCTTTGTTTTCG		(GAA)n		13		3		148-158		Keine Homologie

		57		TAGAGCAGGGATTGGGTTTG		AACAACAGAGGCCATTACGG		(CAGGC)n		7		1		117		Keine Homologie

		59		TAGACCACGTTGTGCTGAAA		GCGACCTTTCGCAATTAAAC		(CTCTG)n		5		3		90-112		Keine Homologie

		60		CGCCGTATCCATTCCCAAGC		CCCAGCCCAGTTCAGTTTGC		(GGCTG)n		8		5		241-264		protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) 		NP_190966.1

		48		ATTGCACAAGAGCGAACCTT		CCAGCACCAAAATCACCAG		(CGG)n		32		16		131-195		Keine Homologie

		56		ATCGTCTGCATTGCATTCAC		CTTCGTTCCTTCCTGATCCA		(AGGTG)n		6		6		113-128		 electron carrier/ iron ion binding [Arabidopsis thaliana] 		NP_176291.1
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Tabelle1

		Primername		Sequenz (F/ R)		Repetitions- motiv		Ta (°)

		WS23B03		agcagctggggtcaaagtt 		(AT)n		53

				aaagaaagcatgcatatgactcag

		WS716F13		tcaagtaatggacaaacgataca 		(GA)n		53

				tttccaatagaatggtggattt

		WS92A19		tgtggttttctgcttggaaa 		(AC)n		53

				cccattttgactttgaaataagc

		WS22B15		tttgtaggtgctgcagagatg 		(AG)n		53

				tggctttttattccagcaaga

		WS73H08		tgctctcttattcgggcttc 		(AT)n		53

				aagaacaaggcttcccaatg

		WS111K13		gactgaagatgccgatatgc 		(AT)n		53

				ggccatatcatctcaaaataaagaa
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