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Abstract

RoOSCHE, C., SCHRIEBER, K., HIrscH, H., BLACHNIK, T., TRAGER, S., RICHTER, E., SEIDLER, G., HENSEN,
I.: Sexual reproduction and clonal growth in small populations of Antennaria dioica (L.) GAERTNER. -
Hercynia N. E. 47 (2014): 59 — 86.

Ongoing habitat fragmentation and land use changes pose major threats leading to reduced plant fitness
in small and isolated populations. For plant species that can propagate either sexually or asexually, this
is assumed to cause a shift towards the vegetative reproduction. Plant populations that exhibit prolonged
clonal growth have been referred to as remnant populations, since the loss of genets and consequently the
reduction of effective population size induce mechanisms which accelerate further declining of popu-
lations. Hence, for clonally reproducing species, it was frequently shown that declining populations
exhibit so-called sexual extinction which may be particularly pronounced in dioecious species due to
skewed sex ratios.

Antennaria dioica is a dioecious species that reproduces mainly clonally. In Central European grass-
lands, A. dioica is arapidly decreasing species which is associated to semi-natural plant communities. In
our study, we examined the effect of decreasing population size on the clonal structure and the sex ratio
which both inherently determine the effective population size. In consequence, we asked whether sexual
reproduction is derogated in small populations with skewed sex ratios.

Based on field surveys, we estimated population size and sex ratio of 32 populations. Furthermore, we
acquired data on plant fitness and habitat conditions (soil profundity, height of surrounding vegetation,
nitrogen content in the soil). In order to evaluate the clonal structure of the populations, we collected
leaf samples for subsequent AFLP analysis. In addition, we estimated the seed set and the germination
of 17 populations.

The majority of the examined populations were rather small consisting of less than ten patches. Our
results demonstrated that increasing height of the surrounding vegetation leads to considerable loss of
plant fitness. In the AFLP analysis, we found striking evidence that the small populations consists of
only a few genets. Our analyses revealed that stochasticity in sex ratio increased with decreasing popula-
tion size while fruit set increased with the size of the sampled stands.

We reasoned that the loss of clonal diversity and reduced sexual reproduction contribute to the recently
observed declines of population sizes. Hence, we argue that prolonged and almost exclusive clonal
growth may ultimately result in sexual extinction which implies fundamental consequences for popula-
tion viability. Furthermore, we hypothesise that successful sexual reproduction is crucial to balance sto-
chastic losses of genets. Without appropriate conservation activities, the vast majority of our examined
A. dioica-populations are subjected to face an extremely high risk of extinction in the near future.
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1 Einleitung

Anthropogen verursachte Umweltverdnderungen verschlechtern die Habitatqualitét fiir viele bedrohte
Pflanzenarten. Solche Umweltverdnderungen stellen beispielsweise Eutrophierung (BoBBINK et al. 2010),
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die Verdnderungen traditioneller Landnutzungsformen (PoscHOLD et al. 2005) oder die Einfiihrung inva-
siver Arten (SHAH et al. 2014) dar. Des Weiteren tritt Habitatfragmentierung als Folge der anhaltenden Ur-
banisierung auf (YOUNG et al. 1996), wodurch es zu einer permanenten Umstrukturierung und Zerstérung
von Lebensrdumen kommt (FISCHER & LINDENMAYER 2007). Die Geschwindigkeit dieser Prozesse hat ein
erdgeschichtlich unvergleichbar hohes Ausmalf erreicht, wodurch es zu starken Populationsriickgéingen
vieler Arten kommt (CHAPIN III et al. 2000). Die Populationen sind meist raumlich isoliert und weisen
hdufig nur noch wenige Individuen auf. Die Reduktion der Populationsgrofie kann zur Verminderung
der Fitness, d. h. der Fihigkeit eines Individuums im Raum prisent zu bleiben und vermehrungsfihige
Nachkommen zu erzeugen (BRESINKY et al. 2008), durch Allee-Effekte fiihren (ALLEE et al. 1949), die
durch nicht-genetische Faktoren (z. B. demografische und umweltbedingte Zufallserscheinungen) als
auch durch genetisch-stochastische Faktoren ausgelost werden (SHAFFER 1987).

Bei Pflanzen, die sowohl zu sexueller als auch zu klonaler Reproduktion beféhigt sind, kann dies zu ei-
ner Verschiebung des Gleichgewichts zwischen den beiden Fortpflanzungsformen zu Gunsten der klonalen
Reproduktion fithren (ECKerT 2002). Durch die asexuelle Bildung von Ramets (d. h. vegetativ entstan-
denen und physiologisch eigenstidndigen Einheiten eines Klons) konnen viele Pflanzenarten ungiinstige
Standortbedingungen iiberdauern, bis durch Verbesserung der Habitatqualitit die ressourcen-aufwindigere
sexuelle Vermehrung wieder ermdglicht ist. Solche tiberdauernden Populationen sind jedoch im Sinne der
“route to extinction“-Theorie besonders stark vom Aussterben bedroht (HoNNAY & BossuyT 2005). Aus-
schlaggebend fiir das erhohte Aussterberisiko ist hdufig ihre iiberalterte demografische Struktur. Wihrend
die asexuell propagierenden, klonalen Linien altern, findet kaum Keimlingsetablierung statt und somit auch
keine Verjiingung mittels neuer Genets (d. h. genetisch eigenstidndigen Individuen, die durch sexuelle Re-
produktion entstanden sind). Durch intraspezifische Konkurrenz zwischen den Genets (HARTNETT & BAz-
zAZ 1985) sowie durch Akkumulation von Mutationen im Genom {iiberalterter klonaler Linien (KLEKOWSKI
1988) verlieren betroffene Populationen sukzessive weitere Genets, wodurch in den Populationen Oligoklo-
nalitit (d. h. wenige Genets in einer Population) entsteht. So kénnen auch grofiflachige Populationen infolge
einer oligoklonalen Struktur sehr kleine effektive Populationsgrofien (d. h. die fiir die sexuelle Fortpflanzung
relevante genetische Diversitit; FRANKHAM 1995) besitzen. Populationen, die aus wenigen Genets bestehen,
konnen sich also bereits in einem Aussterbeprozess befinden, welcher jedoch von der Langlebigkeit der
Individuen iiberdeckt wird. Dabei konnte insbesondere eine durch Oligoklonalitit bedingte Reduktion der
sexuellen Reproduktion eine zentrale Rolle spielen (HONNAY & BossuyT 2005).

Die kausalen Zusammenhinge zwischen anthropogenen Habitatverdnderungen, der daraus resultierenden
Reduktion der Populationsgrofle und einer folglich verringerten generativen Reproduktion miissen fiir
bedrohte Arten unter Einbezug der Besonderheiten ihrer Reproduktionssysteme betrachtet werden. Insbe-
sondere diozische Arten sind massiv von sinkenden oder fluktuierenden Populationsgroen betroffen und
haben daher ein vergleichsweise hohes Aussterberisiko (VAMosI & Vamost 2005). Mit abnehmender Po-
pulationsgréfe nimmt das Risiko fiir stochastische Schwankungen im Geschlechterverhiltnis zu (SCHRIE-
BER 2011). Je nach Richtung der Unausgewogenheit kann es dabei zu Diasporen- oder Pollenlimitation
kommen (OSTER & ERIKssON 2007, KAPLAN 1972). Dies kann wiederum zu einer bedeutenden Reduktion
der effektiven Populationsgrofle und im Extremfall zum vollstidndigen Verlust der sexuellen Reprodukti-
onsfahigkeit fiihren.

Um die beschriebenen Zusammenhinge zu untersuchen, wurde Antennaria dioica (L.) GAERTNER 1791
(Gewohnliches Katzenpfotchen, Asteraceae) als Modellart gewihlt. Die didzische Art ist zur klonalen
Vermehrung befihigt. Das Gewohnliche Katzenpfotchen wird auf der Roten Liste Deutschlands als
deutschlandweit gefihrdet mit regional stirkerer Bedrohung® gefiihrt (KOrRNECK et al. 1996) und steht
seit 1998 nach dem Bundesnaturschutzgesetz unter besonderem Schutz. In vielen Teilen Deutschlands
(v. a. in den Tieflandern und Mittelgebirgen) befindet sich die Art in einem sehr starken Riickgang (vgl.
u. a. SCHWABE 1990, 1991, ZIMMERMANN 1996, FRANK & NEUMANN 1999, GATTERER & NEZADAL
2003, FuKAREK & HENKER 2006, FELDT 2008, RoMAHN 2009, BLACHNIK 2012).

Anliegen dieser Arbeit ist es, den Riickgang von A. dioica im Untersuchungsgebiet unter Betrachtung der
Habitatbedingungen und reproduktionsokologischen Aspekte zu analysieren. In diesem Kontext wurde
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der Fokus auf den Einfluss der klonalen Diversitit und des Geschlechterverhiltnisses auf den Erfolg der
sexuellen Reproduktion gelegt. Unsere Studie verfolgte folgende Ziele:

1) Bestimmung der Populationsgrofle der untersuchten A. dioica-Populationen,
2) Untersuchung des Einflusses der Habitateigenschaften auf die Fitness von A. dioica,
3) Kennzeichnung der klonalen Struktur der untersuchten A. dioica-Populationen,

4) Untersuchung des Einflusses der Populationsgrofie auf das Geschlechterverhiltnis und des daraus re-
sultierenden Erfolges der sexuellen Reproduktion.

2 Methoden
2.1 Studienobjekt: Das Gewohnliche Katzenpfotchen

Antennaria dioica (L.) GAERTNER ist ein immergriiner, plurienn-pollakanther Hemikryptophyt. Die ober-
irdisch gebildeten, zwei bis fiinf Zentimeter langen Ausldufer konnen Wurzeln hervorbringen und ve-
getativ neue Klone generieren (KUTSCHERA & LICHTENEGGER 1992, JAGER 1957). Dadurch entstehen
kohirente Bestinde orthotroper Halbrosettengeflechte, die zum Teil dichte Matten eng stehender Ramets
bilden (,,Phalanx-Typ* nach STOCKLIN 1992, HENSEN 1997). Diese Matten oder Flecken werden im Fol-
genden als Patches bezeichnet. Ein Patch wurde in unserer Studie als ein zusammenhéngender Fleck von
Rosetten, an dessen Peripherie im Abstand von mindestens 20 cm keine weitere Rosette existiert, definiert.
Dabei ist es nicht moglich, morphologisch zu bestimmen, wie viele genetische Individuen sich in den
Halbrosettengeflechten befinden, da sich die Stolone zwischen den Rosetten meist nach Ende der Vegeta-
tionsperiode auflosen (SCHWABE 1990). Die Lebensfidhigkeit der Rosetten ist auf ein Jahr bis wenige Jahre
begrenzt (FELDT 2008). Wie alt ein Genet werden kann, ist nicht bekannt.

Antennaria dioica weist ein diozisches Reproduktionssystem mit eindeutigen Sexualdimorphismen auf,
welche eine optische Geschlechterbestimmung im Feld ermoglichen (vgl. HEGI 1979). Weibliche Indi-
viduen bilden ldngliche, schmale Korbchen mit langen und schmalen Involucralblittern aus, wihrend
ménnliche Individuen breite, rundliche Korbchen mit breiten und runden Involucralbléttern entwickeln.
Die Art ist entomophil und wird von verschiedenen Apoiden, Syrphiden, Formiciden, Coleopteren und
Lepidopteren bestdubt (KNUTH 1898). Im Gegensatz zu dem Grofteil der iiber 40 Antennaria-Spezies,
die fakultativ agamosperm sind, werden die anemochoren Achédnen von A. dioica obligat sexuell gebildet
(UrBANSKA 1985). Die Art bildet keine persistente Diasporenbank aus, da die Samen maximal zwei bis
drei Jahre lebensfihig bleiben konnen (VOGLER 1901, ScHUTZ 1989).

In den mitteleuropiischen Tieflindern besiedelt A. dioica halbnatiirliche Trocken- und Halbtrockenra-
sen. Die Art gilt als Flachwurzler, da sie laut FELDT (2008) ,,nur noch dort wichst, wo die Bodentiefe
zwischen 8 — 11 cm liegt”. Antennaria dioica ist sehr lichtliebend (Lichtzeigerwert 8, ELLENBERG et al.
2001) und dadurch an magere und kurzrasige Bedingungen gebunden (FELDT 2008). PARTZSCH (2011)
konnte zeigen, dass das Gewdohnliche Katzenpfotchen als eine Zeigerart historisch alter Xerotherm-
rasen zu betrachten ist, deren Artenzusammensetzung sich als Folge der Aufgabe traditioneller Nut-
zungsformen in den vergangenen Jahrzehnten stark verdndert hat. Da A. dioica innerhalb der von ihr
besiedelten Phytozonosen eine besonders hohe Sensibilitit fiir Landnutzungsverianderungen aufweist
(BRAUN-BLANQUET 1949), verweist SCHWABE (1990) auf die besondere Bedeutung der Art als Indika-
tor fiir die durch Brachlegung und Diingung verursachten Verdnderungen in niahrstoffarmen, halbnatiir-
lichen Graslandschaften: ,,Antennaria vermag sich in hoher wiichsigen Brachen nicht zu halten...sie
reagiert sehr viel rascher auf Diingungseinfliisse als die restliche Phytocoenose (Festuco-Genistetum
saggitalis)“. Laut SCHWABE (1991) kann somit das Verschwinden von A. dioica anzeigen, dass sich
die Zusammensetzung der Pflanzengesellschaft am Standort in den darauffolgenden Jahren verdndern
wird. Dies unterstreicht die Bedeutung, die dem Riickgang von A. dioica im Untersuchungsgebiet bei-
gemessen werden sollte.
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2.2 Untersuchungsgebiet

Im Untersuchungsgebiet (Westtschechische Republik, Nord-, Ost- und Mitteldeutschland, Abb. 1) wurden
im Sommer 2010 32 Populationen beprobt (Tab. 1, vgl. RoscHE 2011). Fiir viele Teile des Untersuchungs-
gebiets wie Schleswig-Holstein (vgl. RoMAHN 2009) oder das Bayerische Vogtland (vgl. BLACHNIK 2012)
wurde bereits berichtet, dass viele ehemalige Vorkommen innerhalb der letzten Jahrzehnte erloschen sind.

Standorteigenschaften

Die Standorte der untersuchten Populationen waren sehr vielfiltig. Sie umfassten einen Hohengradien-
ten von 2 m (FM, Abk. s. Tab. 1) bis 973 m ii. NN (RV), mittlere Jahresniederschldge von 490 mm (LH)
bis 926 mm (BD) und Jahresmitteltemperaturen von 4,4 °C (BD) bis 9,2 °C (LN) (HumaNs et al. 2005).
Antennaria dioica war im Untersuchungsgebiet auf sandigen bis lehmigen Boden anzutreffen, deren pH-
Werte sich vom extrem sauren (RN, pH = 4,16, SCHRIEBER 2011) bis in den alkalischen (MR, pH =
7,58, ScHRIEBER 2011) Bereich erstreckten. Die Boden waren Torfmoor-, Serpentin- und Lossboden,
Rendzinen, Ranker und Lehmmergel. In 24 der 32 untersuchten Populationen wurden Pflegemaf3inah-
men durchgefiihrt (Tab. 1). Die Vielfiltigkeit der Standorte spiegelte sich in 13 verschiedenen Pflanzen-
gesellschaften wider, in denen die A. dioica-Populationen angesiedelt waren (Ergebnisse hier nicht darge-
stellt, vgl. dazu SCHRIEBER 2011).

2.3  Untersuchungen artbezogener Merkmale
2.3.1 Bestimmung der Populationsgrofe der untersuchten A. dioica-Populationen

Die Patches der Populationen wurden im Geldnde gesucht und markiert. Anschliefend wurde die Popula-
tionsgrofie als Anzahl an Patches sowie als kumulative Patchfliiche beschrieben. Die kumulative Patchfli-
che stellt ein MaB3 der Flidche dar, die A. dioica in der untersuchten Population insgesamt einnimmt, wenn
alle Patches zu einer Gesamtfldche addiert wiirden. Zur Bestimmung der kumulativen Patchfliche wurden
20 zufillig gewihlte Patches mit Stdcken umgrenzt und senkrecht von oben in einer Hohe von 1 m foto-
grafiert (vgl. Abb. 3). In das umgrenzte Patch wurde ein Maf3stab gelegt und die Deckung von A. dioica
geschitzt (vgl. Abb. 3). Mit der Software ArcMap v. 8.1 (ESRI, New Redlands, USA) konnten mithilfe der
Fotos unter Verwendung der Lineal-Referenzen die Flidchen der A. dioica-Patches ermittelt werden. Die
Fldchen wurden mit den geschitzten Deckungen verrechnet, um daraus eine Gesamtdeckungsfliche jedes
einzelnen Patches, bzw. kumulativ iiber die gesamte Population abzuleiten. Waren mehr als 20 Patches in
einer Population auffindbar, wurde aus den ermittelten 20 Einzelpatchflichen ein Mittelwert gebildet und
mit der Anzahl aller Patches der Population multipliziert.

2.3.2 Untersuchung des Einflusses der Habitateigenschaften auf die Fitness von A. dioica

Um zu untersuchen, ob A. dioica mit ansteigender Tiefgriindigkeit des Bodens schlechtere Moglichkeiten
hat sich im Habitat zu behaupten, wurde die Tiefgriindigkeit des Bodens in der Peripherie mit der im Zen-
trum der Patches verglichen. Mit Hilfe eines Metallstabes erfolgte dazu an 20 zufillig gewéhlten Patches
pro Population ein Einstich im Zentrum des jeweiligen Patches und vier an seiner Peripherie.

Des Weiteren wurde an zehn Patches die mittlere Vegetationshohe an der Peripherie der Patches erfasst.
Zudem wurde je Population eine Mischprobe des Bodens genommen, deren Gesamtstickstoffgehalt mit
einem C/N-Analyzer Vario EL (Elementaranalysensysteme GmbH, Hanau, GER) nach der Methodik von
BRUELHEIDE (2007) bestimmt wurde.

Um die Fitness von A. dioica einzuschitzen, wurden Daten zur Bliihfahigkeit und zur vegetativen Fort-
pflanzung an zehn Patches erfasst. Innerhalb eines 50 x 50 cm-Holzrahmens wurde dafiir die Anzahl der
juvenilen Rosetten sowie der blithenden und nicht blithenden adulten Rosetten aufgenommen. Der Rah-
men wurde in das Zentrum des Patch gelegt. Als juvenil wurden Rosetten, deren Durchmesser kleiner als
1,5 cm waren, und Ausléufer, die noch deutlich mit der Mutterpflanze in Verbindung standen, klassifiziert.
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Abb. 1 Geografische Lage der untersuchten Populationen. Die Abkiirzungen der Populationen sind Tab. 1 zu entnehmen.

Fig. 1 Map with the locations of the investigated populations. Abbreviations correspond to the population IDs in Table 1.

Als adult galten alle Rosetten mit grolerem Durchmesser. Die Bliihfahigkeit ergab sich aus dem Verhilt-
nis von blithenden zu nicht blithenden adulten Rosetten. Die vegetative Reproduktion wurde aus dem
Verhiltnis von adulten zu juvenilen Rosetten bestimmt.

2.3.3 Kennzeichnung der klonalen Struktur der untersuchten A. dioica-Populationen

Pro Population wurde aus den zehn ausgewéhlten Patches jeweils eine Blattprobe eines Ramet fiir die
genotypischen Untersuchungen entnommen. Die Proben wurden iiber den grofftmoglichen Abstand in
den Populationen verteilt, um moglichst viele Genets zu erfassen. Bei Populationen, die aus weniger
als zehn Patches bestanden (insgesamt in 22 der 32 Populationen; Tab. 1), wurden mehrere Proben aus
einem Patch genommen. Bei sehr kleinen Populationen, die zum Teil nur noch aus einem Patch bestan-
den, sollte zusitzlich abgeschitzt werden, wie viele Genets in oligoklonalen Populationen bzw. innerhalb
eines einzelnen Patches zu erwarten sind. Die Extraktion der DNA aus den Blattproben erfolgte nach
dem ATMAB-Verfahren (DOYLE & DOYLE 1987) mit Anderungen nach ZIEGENHAGEN (1990). Die Ge-
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notypisierung wurde mit AFLP-Markern vorgenommen (Vos et al. 1995). Die detaillierte Darstellung der
DNA-Extraktion sowie des angewandten AFLP-Protokolls sind dem Anhang zu entnehmen. Die AFLP-
Fragmentldngen wurden mit Hilfe des MegaBace-Sequencers (Amersham Bioscience, Amersham, UK)
bestimmt. Zur Validierung der ermittelten Peaks wurden 47 Wiederholungen der insgesamt 254 analysier-
ten Proben verwendet. Insgesamt konnten 168 polymorphe Loci genutzt werden. Beziiglich der 168 po-
lymorphen Loci wurde innerhalb der 47 Wiederholungspaare eine Fehlerquote von 2,79 % errechnet (ty-
pische Fehlerquote bei AFLP-Analysen: 2 — 5 %, HANSEN et al. 1999). Die bindre Matrix wurde manuell
aus den Profilen im Programm Fragment Profiler (Amersham Bioscience, Amersham, UK) erarbeitet. Die
Identifikation von Klonen wurde nach dem Protokoll aus STEIN et al. 2014 durchgefiihrt. Pro Population
und Patch wurde die Anzahl an Genets bestimmt. Proben, die den gleichen Genotyp aufwiesen, wurden
als Ramets eines Klons notiert. Als Mab fiir die klonale Diversitit der Populationen wurde der nach Dor-
KEN & EckERT (2001) modifizierte Index fiir klonale Diversitit (R = (G—1)/(N-1)) berechnet, wobei G die
Anzahl der determinierten Genets und N die Anzahl der analysierten Proben wiedergibt.

Um exemplarisch die klonale Struktur einer Population moglichst detailliert darzustellen, wurden im
Zuge einer Vorstudie (TRAGER 2010) in der Population LH (Lerchenhiigel bei Brachwitz, Saalekreis) 43
Proben genommen. Je nach Grofle der Patches wurden in groftmoglichem Abstand drei bis fiinf Proben
innerhalb eines Patches genommen, um moglichst viele Genets zu determinieren. Die Lage der Patches
wurde schematisch kartiert.

2.3.4 Untersuchung des Einflusses der Populationsgrofie auf das Geschlechterverhéltnis und des
daraus resultierenden Erfolges der sexuellen Reproduktion

Da es nicht moglich war, zu bestimmen, wie viele ménnliche und weibliche Individuen (Genets) in den
Populationen vorhanden waren, wurde das Geschlechterverhiltnis ndherungsweise auf Patchebene abge-
schitzt. In jedem Patch wurde dazu gepriift ob es minnliche und/oder weibliche Bliihtriebe enthielt. Pat-
ches ohne Bliihtriebe wurden als nicht blithende Patches gezéhlt. Patches, die sowohl weibliche als auch
minnliche Bliihtriebe enthielten, wurden fiir beide Geschlechter jeweils einmal gezihlt.

In 17 Populationen wurden von Mitte Juli bis Ende August 2010 Achédnen geerntet. Die Friichte wurden
in drei Kategorien eingeteilt: Achinen, die prall, glatt, médBig dunkel geférbt und verhiltnisméfig grof3
waren, galten als fertil. Achénen, die kleiner, faltig und schwirzlich gefédrbt waren, wurden der Kategorie
steril 1 und Achédnen mit heller, hiutiger, leerer Hiille wurden der Kategorie steril 2 zugeordnet (Abb. 2).
Die sterilen Achinen der Kategorie 2 sind vermutlich unbefruchtete, leere Bliitenhiillen, wihrend die ste-
rilen Achénen der Kategorie 1 mutmaBlich aus befruchteten Ovarien hervorgegangen sind, wobei es aber
zu keiner vollstindigen Fruchtentwicklung gekommen ist.

Abb. 2 Achinenkategorien mit einem Lichtmikroskop bei zehnfacher Vergroerung aufgenommen (Foto: SCHRIEBER
2011).

Fig.2 Categories of achenes. Pictures were taken by using a light-optical microscope with tenfold magnification
(Photo: SCHRIEBER 2011).

Die fertilen Achidnen wurden auf Keimfihigkeit in einem Zeitraum von September bis Oktober 2010 ge-
testet. Je Population wurden drei Wiederholungen 4 50 Diasporen angesetzt. Waren mehr fertile Achidnen
vorhanden, wurde auf fiinf Wiederholungen erweitert. Fiir den Keimversuch wurden Glaspetrischalen
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nach standardisierten Methoden der internationalen Vorschriften fiir die Priifung von Saatgut der ISTA
(2008) verwendet. In die Petrischalen wurde ein PE-Gitter gelegt und darauf jeweils 50 Achinen auf
einem Filterpapier platziert. Die Filter wurden anschlieSend mit demineralisiertem Wasser befeuchtet. Die
Petrischalen wurden randomisiert in Lichtthermostate Typ 1301 (RU | MED, Laatzen, GER) mit einem
Temperatur- und Lichtwechsel von 10°C bei Dunkelheit und 20 °C bei Licht in einem 12 h-Rhythmus
platziert. Die Kontrolle auf gekeimte Achinen erfolgte dreimal wochentlich iiber 45 Tage. Eine Achéne
galt als gekeimt, wenn die Radicula oder die ergriinten Cotyledonen die Testa und die Fruchtwand durch-
stofen hatten (BASKIN & BAsSkIN 1998). Die gekeimten Achinen wurden ausgezéhlt und anschlieSend
entnommen.

2.4 Datenanalyse

Alle statistischen Analysen und deren grafische Visualisierung wurde mit dem Programm R (Ver.
2.15.1, R DEVELOPMENT CORE TEAM 2012) unter Verwendung der R-packages “nlme* (PINHEIRO et
al. 2010), “MASS* (VENABLES & RIPLEY 2002), “Ime4* (BATES et al. 2011), “plotrix* (LEMON 2006)
und “WGCNA* (LANGFELDER et al. 2011) durchgefiihrt. Alle Daten wurden AIC-basierten (Akaike
Information Criterion, AKAIKE 1973) Transformationstests unterzogen und entsprechend transformiert.
Nach CRAWLEY (2009) wurden die Daten, die auf Populationsebene erhoben wurden, mit linearen Mo-
dellen bzw. generalisierten linearen Modellen analysiert. Daten, deren Aufnahme wiederholt innerhalb
einer Population aufgenommen wurde, wurden mit linearen gemischten Modellen bzw. generalisierten
linearen gemischten Modellen analysiert, indem die Populationsidentitidt als Zufallseffekt einbezo-
gen wurde (BOLKER et al. 2009). Aus den vollen Modellen wurde mittels schrittweiser Riickwirts-
vereinfachung das minimal addquate Modell ermittelt. Die statistischen Modelle der einzelnen Analy-
sen sind im Anhang erldutert.

3  Ergebnisse

3.1 Bestimmung der Populationsgrofie der A. dioica-Populationen

23 von 32 Populationen bestanden aus weniger als zehn Patches (Tab.1). Die Anzahl an Patches schwank-
te zwischen einem Patch (BS, FM, HB, HM, LB, LM, LN, MD, NB, RN, RV) und 173 Patches (BUL).
Die kumulative Patchfliche der Populationen schwankte zwischen 0,09 m2 (RN) und 60,72 m? (BUL),
wobei 11 der untersuchten Populationen eine kumulative Patchfliche von weniger als einem Quadratme-
ter aufwiesen (Tab. 1). Bemerkenswert ist, dass im Rahmen einer Vorstudie 2009 in der Population LH
11 Patches aufgefunden wurden (Abb. 4, TRAGER 2010), wihrend im Zuge der Untersuchungen fiir diese
Studie im Jahr 2010 nur noch acht Patches wieder aufgefunden wurden (Tab. 1).

3.2 Einfluss der Habitateigenschaften auf die Fitness von A. dioica

Die Tiefgriindigkeit des Bodens war an der Peripherie der Patches hoher als in ihrem Zentrum (Median =
13 vs. 14 cm, Parameterschitzer =-0,16, y%;,= 8,01, p <0,01). Der prozentuale Anteil bliihender Roset-
ten nahm mit zunehmender Hohe der Umgebungsvegetation ab (Parameterschitzer =-0,07, XZ( H= 58,97,
p < 0,001). Auch der Anteil juveniler Rosetten sank mit steigender Vegetationshohe (Parameterschitzer
=-0,03, 5%, = 28,22, p < 0,001). Der Stickstoffgehalt des Bodens (0,32 + 0,25 umol/g Trockenboden,
vgl. SCHRIEBER 2011) hatte keinen signifikanten Einfluss, weder auf den Anteil blithender Rosetten noch
auf den Anteil juveniler Rosetten.
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3.3 Kennzeichnung der klonalen Struktur der A. dioica-Populationen

Aus den 254 analysierten Proben wurden 173 verschiedene Genotypen ermittelt. Der Vergleich von Pro-
ben, die innerhalb eines Patches genommen wurden, ergab, dass Patches nicht grundsitzlich nur aus
einem Genet bestanden (Tab. 2). So wurden zum Beispiel fiir die sechs Proben des einzigen Patches der
Population FM zwei Genets determiniert (Abb. 3a), wohingegen fiir die fiinf Proben in der Population
NB nur ein Genet determiniert wurde (Abb. 3b). In den Populationen BS, DO, HB, LB, OB und RN, die
alle aus nur einem Patch bestanden, wurde nur ein Genotyp gefunden (R = 0, Tab. 3). Auffillig niedrige
Werte des klonalen Diversititsparameters wiesen zudem die Populationen MD (R = 0,11) sowie FM (R
=0,2) auf. In zehn Fillen konnten innerhalb der Populationen Klone determiniert werden, die nicht mehr
zu einem gemeinsamen Patch gehorten. Auch die Kartierung der Population LH zeigte, dass Patches
nicht immer aus nur einem Genet bestehen, und dass ein Genotyp auch auf mehrere Patches fragmentiert
vorliegen kann (Abb. 4).

Tab. 2  Klonverteilung der Proben, die innerhalb eines Patches gesammelt wurden. N = Anzahl untersuchter Proben
aus einem Patch; G = Anzahl identifizierter Genotypen. Die Abkiirzungen fiir die Populationen sind Tab. 1 zu
entnehmen. Bei Populationen, die zweimal aufgefiihrt sind, wurden in zwei Patches mehrere Proben gesam-
melt. In Klammern sind die Standardabweichungen (SD) fiir die Mittelwerte angegeben.

Tab.2  Genet distribution of the samples which were collected within single patches. N = number of samples coll-
ected within a single patch; G = number of determined genets. Abbreviations correspond to the population
IDs in Table 1. For populations which are listed twice, in two patches multiple samples were drawn. Standard
derivations (SD) are given in parentheses

Q

Population

BS
BUR
EG
FM
HM
HU
HU
HW
HW
LB
LH
LH
LN
LS
LS
MD
NB
NO
NO
OB
RN

Mittelwert 4,19 (2,37) 2,19 (1,54)
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Abb. 3 Beispiele der Verteilung der gefundenen Genotypen innerhalb eines Patches in den Populationen FM (A) und
NB (B). Die Kreise lokalisieren den Ursprungsort der Probe, die Farben stellen die determinierten Genotypen
dar. Die Zahlen entsprechen den Original-Nummern der Proben der jeweiligen Population.

Fig.3  Distribution of the determined genotypes within one patch, exemplarily showed for the populations FM (A)
and NB (B). Dots represent the location of the sample and the numbers refer to the original number of the
collected sample. Each colour corresponds to a distinct determined genotype.
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Abb. 4 Kartierung der A. dioica-Population LH im Jahr 2009. Die Farben geben die 17 verschiedenen Genets wieder.
Der prozentuale Anteil der Fliche der jeweiligen Farben entspricht dem prozentualen Anteil des jeweiligen
Genet an der Menge an Proben, die insgesamt in dem Patch genommen wurden. Die Patches 1, 2, 4, 5, 6 be-
standen aus fiinf beprobten Individuen und die Patches 3, 7, 8, 9, 10, 11 enthielten je drei beprobte Individuen.

Fig. 4 Distribution map of the patches in the population LH in 2009. Each colour corresponds to a distinct deter-
mined genotype. Area of the colour corresponds to the portion of the respective genotype within the samples
in the patch. The patches 1, 2, 4, 5 and 6 consisted of five samples whereas the patches 3, 7, 8,9, 10 and 11
consisted of three samples.
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Tab. 3 Klonale Diversitit der Populationen. N = Anzahl untersuchter Proben; G = Anzahl identifizierter Genotypen;
R = modifizierter Index fiir klonale Diversitit. Die Abkiirzungen fiir die Populationen sind Tab. 1 zu entneh-
men. In Klammern sind die Standardabweichungen (SD) fiir die Mittelwerte angegeben.

Tab. 3  Clonal diversity of the populations. N = number of samples; G = number of determined genets; R = modified
index of clonal diversity. Abbreviations correspond to the population IDs in Table 1. Standard derivations (SD)
are given in parentheses.

Population N G R
BD 3 2 0,5
BN 3 3 1
BS 5 1 0

BUL 10 10 1
BUR 14 13 0,92
CB 6 2 0,2
DO 3 1 0
DZ 10 10 1
EG 10 9 0,89
M 6 2 0,2
GM 11 9 0,8
HB 1 0
HM 5 5 1
HU 11 6 0,5
HW 13 9 0,67
LB 3 1 0
LH 11 10 0,9
LM 1 1 nd
LN 6 3 0,4
LS 11 9 0,8
MC 10 10 1
MD 10 2 0,11
MK 2 2 1
MR 12 11 0,91
MU 3 3 1
NB 5 1 0
NO 11 9 0,8
OB 3 1 0
OM 10 9 0,89
PB 10 10 1
RD 10 10 1
RN 2 1 0
RV 2 2 1
Mittelwert 7,15 (3,92) 5,39 (4,09) 0,61 (0,5)

3.4 Einfluss der PopulationsgroBe auf das Geschlechterverhiltnis und der daraus resultierende
Erfolg der sexuellen Reproduktion

Die Patches beinhalteten in 89 % der Fille nur ein Geschlecht. Das Verhiltnis zwischen ménnlichen und
weiblichen Patches war in vielen der beprobten Populationen von A. dioica méBig bis stark unausgegli-
chen (Abb. 5). Sieben Populationen beinhalteten einen hoheren Anteil an ménnlichen Patches, wihrend
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19 Populationen einen hoheren Anteil an weiblichen Patches aufwiesen. Unter den untersuchten Popula-
tionen befanden sich vier rein ménnliche und neun rein weibliche Besténde.

g 100
‘E 80 | |
g =
B 60
5
= 40
8
= 20 O nicht blahend
& O weiblich -
O B mannlich
o - N N N I
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Abb. 5 Prozentuale Verteilung der Geschlechter innerhalb der Populationen. Zweigeschlechtliche Patches wurden

fiir die Berechnung des Geschlechterverhiltnisses als zwei verschiedene Patches mit unterschiedlichen Ge-
schlechtern betrachtet. Die Abkiirzungen der Populationen sind Tab. 1 zu entnehmen.

Fig.5 Proportion of male, female and non-flowering patches within the populations. In patches containing males and
females, both sexes were considered as two distinct patches, and thus, included twice for the calculation of the
sex ratio. Abbreviations correspond to the population IDs in Table 1.

Abweichung vom optimalen Geschlechterverhiltnis

T T
1 2 5 10 20 50 100
Anzahl blithender Patches

Abb. 6 Prozentuale Abweichung vom optimalen Geschlechterverhiltnis (66 %) in Abhingigkeit von der Populations-
groBe (y-Achse logarithmiert). Die Linie zeigt die Vorhersage des linearen Modells.

Fig. 6 Percental derivation from the optimum sex ratio (66 %) in dependence on the population size. The line repre-
sents the prediction of the linear model (y-axis logarithmised).

Der prozentuale Anteil weiblicher Patches in kleinen Populationen (ein bis 15 Patches) schwankte zwi-
schen 0 und 100 %. In den mittelgroflen Populationen (16 bis 40 Patches) lag der Anteil der weiblichen
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Patches zwischen 32 und 66 %, wihrend dieser sich in den grofen Populationen (> 40 Patches) zwi-
schen 52 und 73 % bewegte. Die Schwankungen des prozentualen Anteils ménnlicher und weiblicher Pat-
ches nahmen mit zunehmender PopulationsgroBe ab (Parameterschitzer = -0,7, F;, = 23,67, p < 0,001,
Abb. 6).

100

60

Fertilititsverhiltnis (%)

20

0 steril 2
O steril 1
m ferti

BL BR HM OM MC GM DZ HWW EG LS MR BD FM LH MU NO RN

Abb. 7 Prozentuales Verhiltnis von fertilen zu sterilen Friichten der Kategorie 1 und Kategorie 2. Die Abkiirzungen
der Populationen sind Tab. 1 zu entnehmen.

Fig. 7 Proportion of fertile vs. sterile achenes of the category 1 and category 2. Abbreviations correspond to popula-
tion IDs in Table 1.

Die Anteile an fertilen Achidnen waren in den Populationen méBig hoch bis sehr gering (Abb. 7), wobei
er in den vier Populationen BUL, BUR, HM, OM vergleichsweise hoch war (38 bis 58 %). In acht Be-
stainden (MC, GM, DZ, HW, EG, LS, MR, BD) wurden nur sehr wenige fertile Friichte (1 bis 17 %) und
in fiinf Populationen (FM, LH, MU, NO, RN) gar keine produziert. Die Anteile an sterilen Achénen der
Kategorie 1 waren verhiltnisméfig gering und schwankten in den Populationen zwischen 0 und 30 %. Die
Anteile an sterilen Achidnen der Kategorie 2 schwankten in den beprobten Bestinden zwischen 33 und
100 %. Insgesamt waren nur in sieben der 17 Populationen mehr als 5 % der gesammelten Achinen fertil
(Tab. 4). Der Anteil fertiler Achdnen nahm mit der Anzahl der Patches in den Populationen signifikant zu
(Parameterschitzer = 0,004, F(1) = 7,132, p < 0,05), wéhrend der Anteil steriler Achidnen der Kategorie 2
mit zunehmender Bestandsgrofle abnahm (Parameterschitzer = —0,004, F(1) = 5,166, p < 0,05). Der pro-
zentuale Anteil der weiblichen Patches hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Fertilitdt der Achidnen
in den Populationen.

Aufgrund des geringen Anteils fertiler Achdnen (vgl. Abb. 7) waren in nur sieben von 17 Populationen
geniigend fertile Achinen fiir einen Keimversuch vorhanden. Die Keimféhigkeit der fertilen Achidnen
unterschied sich zwischen den Populationen sehr stark (Abb. 8). Die hochste Keimung wiesen die Popu-
lationen BUR (92,8 %) und BUL (80,8 %) auf. Die Populationen MC, OM, und HM zeigten sehr dhnliche
Keimverldufe mit einer Keimung von 52 bis 55,2 %. Das geringste Keimvermodgen wiesen die Popula-
tionen DZ (19,6 %) und GM (6,8 %) auf. Die meisten Diasporen keimten zwischen dem siebten und 13.
Tag. Danach liefen kontinuierlich weniger Achédnen bis zum Ende der 45tdgigen Beobachtungszeit auf.
Weder die Populationsgréfie noch der Anteil der weiblichen Patches hatten einen signifikanten Einfluss
auf die Keimféahigkeit.
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Tab. 4  Geschlechterverhiltnis und Anteil keimfihiger Achiinen in den Populationen. @: Anzahl weiblicher Patches;
&' Anzahl minnlicher Patches; 9 Anzahl an Patches, in denen beide Geschlechter gefunden wurden; n. b.
= Anzahl nicht bliihender Patches; steril 1 = Anteil steriler Achénen der Kategorie 1; steril 2 = Anteil steriler
Achinen der Kategorie 2; fertil = Anteil steriler Achédnen; n. u. = nicht untersucht.

Tab. 4  Sex ratio and proportion of fertile achenes of the investigated populations. Q: number of female patches; J':
number of male patches; ¢ J: number of patches including both sexes; n. b. = non-flowering patches; steril 1 =
proportion of sterile achenes of the category 1; steril 2 = proportion of sterile achenes of the category 2; fertil
= proportion of fertile achenes; n. u. = not analysed.

Population Anzahl Patches Q 3 39 n.b fertil steril 1 steril 2
BD 4 1 1 0 2 2 4 3755
BS 1 1 0 0 0 n. u. n. u. n. u.
BUL 176 65 40 10 61 1948 66 1335

BUR 47 29 9 4 5 1542 293 993
DZ 48 27 9 1 11 132 10 2642
EG 7 4 1 0 2 11 8 756
FM 1 1 0 0 0 0 0 214
FR 3 1 2 0 0 n. u. n. u. n. u.
GM 36 12 9 0 14 473 1646 3350
HB 1 1 0 0 0 n. u. n. u. n. u.
HM 1 0 0 1 0 787 220 488
HU 4 3 0 0 1 n. u. n. u. n. u.
HW 3 0 1 1 1 59 145 1108
LB 1 1 0 0 0 0 0 321
LH 7 4 1 1 1 0 0 1956
LN 1 0 1 0 0 n. u.
LO 1 0 1 0 0 L S n. u.
LS 8 5 1 1 1 1 0 210
MC 12 6 3 1 2 375 2350 97
MD 1 1 0 0 0 n. u. n. u. n. u.
MK 2 0 0 1 1 n. u. n. u. n. u.
MR 64 22 18 20 2 5 5 2012
MU 3 1 1 0 1 0 0 335
NB 1 0 1 0 0 n. u. n. u. n. u.
NO 7 1 0 0 6 0 0 225
OB 2 2 0 0 0 n. u. n. u. n. u.
OM 12 7 2 1 2 1045 76 1634
PB 30 18 8 2 0 n. u. n. u. n. u.
RD 39 10 24 3 3 n. u. n. u. n. u.
RN 1 0 0 0 1 0 0 4760
RV 1 0 1 0 0 1. u. n. U, n. u,

4  Diskussion

4.1 Bestimmung der PopulationsgrofSe der untersuchten A. dioica-Populationen

Im Untersuchungsgebiet kommt A. dioica heute nur noch in wenigen und meist sehr kleinen Populationen
vor. 23 von 32 Populationen bestanden aus weniger als zehn Patches. In elf Populationen konnte nur ein
Patch gefunden werden. Ebenso war die kumulative Patchfliche der Populationen meist gering: elf der
Vorkommen wiesen eine kumulative Fliche von weniger als einem Quadratmeter auf. Wir konnen keine
validierten Aussagen beziiglich der Bestandsentwicklungen machen, da wir bis auf eine Population (LH)
ausschlielich Daten zu den Populationsgrofien in 2010 aufnehmen konnten. Der Riickgang an Patches,
der exemplarisch in der Population LH zwischen 2009 und 2010 zu beobachten war, sowie die meist sehr
kleinen Populationsgrofien legen jedoch die Vermutung nahe, dass sich die Art im Untersuchungsgebiet
im Riickgang befindet. Diese stiitzt sich auf Literaturangaben, die beschreiben, dass die Vorkommen der
Art im Untersuchungsgebiet rapide zuriickgehen (FRANK & NEUMANN 1999, FUKAREK & HENKER 2006,
RomaHN 2009, BLACHNIK 2009, 2012, RICHTER & BLACHNIK 2013). Auch in vergleichbaren Tiefland-
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Abb. 8 Kumulativer Keimungsverlauf in den untersuchten Populationen von A. dioica in Abhéngigkeit von der Zeit.
Die Abkiirzungen der Populationen sind Tab. 1 zu entnehmen.

Fig. 8 Cumulative germination of the investigated A. dioica-populations. Dots represent the means of the cumulative
germination ratio in dependence on the time of the germination experiment. Abbreviations correspond to the
population IDs in Table 1.

gebieten Mitteleuropas wurden schon seit Langerem starke Riickgidnge der Bestéinde beobachtet (z. B. in
den Niederlanden: KowaARriK & Sukopp 1984, in Siiddeutschland: ZIMMERMANN 1996, SCHWABE 1990,
FELDT 2008 oder in GroBbritannien: PEERING & WALTERS 1982).

4.2 Einfluss der Habitateigenschaften auf die Fitness von A. dioica

Ebenso wie FELDT (2008) konnten wir in unseren Beobachtungen feststellen, dass die flachwurzelnde
Art A. dioica Habitate mit niedriger Bodentiefgriindigkeit besiedelt (Median im Zentrum = 13 cm). Die
Bodentiefgriindigkeit war im Zentrum der untersuchten Patches signifikant geringer als an der Periphe-
rie. Dies zeigt, dass sich A. dioica mit zunehmender Tiefgriindigkeit des Bodens schlechter im Habitat
behaupten kann. FELDT (2008) interpretierte das als Effekt zunehmender Konkurrenz von Arten, die bei
groferer Tiefgriindigkeit des Bodens vorkommen, da sie hohere Anspriiche an die Substratverhiltnisse
haben als A. dioica. Steigt die Tiefgriindigkeit des Bodens, sind eine bessere Wasserversorgung und eine
weitreichende Durchwurzelung des Bodens fiir die Sorption verschiedenster Néhrstoffe gewihrleistet,
wodurch die oberirdische pflanzliche Biomasse zunimmt (BELCHER et al. 1995).

Eutrophierung und die Aufgabe traditioneller Landnutzung fiihren zur Verdnderung der Artenzusammen-
setzung halbnatiirlicher Trocken- und Halbtrockenrasen, wobei vor allem Magerkeitszeiger durch produk-
tivere Arten ersetzt werden (BoBBINK et al. 2010, PoscHOLD et al. 2005). Antennaria dioica wird fiir diese
Prozesse als Modellorganismus betrachtet, da sie besonders sensitiv auf solche Habitatverinderungen re-
agiert (SCHWABE 1990). So wurde die Art als ,,Magerkeitszeiger per excellence* (SCHROETER 1926) bzw.
als ,.charakteristisch diingerfliechende Art*“ (BRAUN-BLANQUET 1949) beschrieben. Der Stickstoffgehalt
des Bodens war dementsprechend sehr niedrig, zeigte allerdings keinen direkten Einfluss auf die Fitness
von A. dioica. Die Hohe der Umgebungsvegetation hing signifikant vom Stickstoffgehalt des Bodens ab.
Ein positiver Einfluss des Stickstoffgehaltes auf die Vegetationshohe und somit die Produktivitit einer
Pflanzengesellschaft wurde bereits von BOBBINK et al. (1998) dokumentiert. Mit dem verwendeten Pro-
tokoll konnten wir jedoch nur den Gesamtstickstoffgehalt messen, nicht die fiir die Pflanzen wichtigeren
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frei-verfiigbaren Ionen (vgl. KAYE & HART 1997). Zukiinftige Untersuchungen sollten daher versuchen,
die Bodenverhiltnisse genauer zu differenzieren.

Mit zunehmender Hohe der Umgebungsvegetation wurde eine Abnahme der Reproduktionsfihigkeit von
A. dioica nachgewiesen, was sich sowohl in der vegetativen Reproduktion (hier als Verhiltnis von juve-
nilen zu adulten Rosetten) als auch in der sexuellen Reproduktion (hier als Verhéltnis von blithenden zu
nicht blithenden Rosetten) zeigte. Der Zusammenhang zwischen der Hohe der Umgebungsvegetation und
der Fitness ldsst vermuten, dass die Reproduktionsfihigkeit der Art unter gesteigertem interspezifischem
Konkurrenzdruck leidet. ONIPCHENKO et al. (2009) fiihrten in diesem Zusammenhang ein ,,Neighbour-
Removal“-Experiment im Kaukasus durch. Im Gegensatz zur Mehrzahl der untersuchten Arten reagierte
A. dioica auf die Entfernung der umliegenden Vegetation mit einer Erhohung der Biomasse.

Im mitteleuropéischen Tiefland besiedelt die Art kurzrasige Trocken- und Halbtrockenrasen. Die Entste-
hung solcher Xerothermrasen wurde durch Nihrstoffentzug und Konkurrenzminderung infolge anthropo-
gener Nutzungsformen wie Beweidung begiinstigt (ELLENBERG et al. 2001). In diesem Zusammenhang
zeigte sich, dass in 22 der 32 untersuchten Populationen verschiedenste Pflegemafinahmen durchgefiihrt
wurden (vgl. Tab. 1). PARTZSCH (2001) stellte dementsprechend dar, dass die Art eine Zeigerart historisch
alter, traditionell beweideter Xerothermrasen ist. Fiir einen dauerhaften Erhalt der heute noch vorhan-
denen A. dioica-Populationen im Untersuchungsgebiet sollte deshalb vor allem die Beweidung als Pfle-
gemalBnahme durchgefiihrt werden.

4.3 Kennzeichnung der klonalen Struktur der A. dioica-Populationen

In 89 % der blithenden Patches wurde nur ein Geschlecht gefunden. Dies stellt ein Indiz dafiir dar, dass ge-
nerell nur eine geringe Anzahl an Genotypen in einem Patch zu erwarten ist. Dementsprechend wurden in
den genotypischen Untersuchungen dieser Studie meist nur sehr wenige oder nur ein Genet innerhalb der
Patches vorgefunden. Entgegen der Annahmen von VARGA & KyToviTa (2011) waren die untersuchten
Patches aber nicht immer monoklonal, denn durch sexuelle Reproduktion innerhalb des Patch oder das
Zusammenwachsen unterschiedlicher Patches konnen mehrere Genotypen in einem Patch vorhanden sein
(UrRBANSKA 1985). Insbesondere in groferen Populationen, in denen es noch ausreichend sexuelle Re-
produktion gibt (z. B. BUR mit 47 Patches, iiber 50 % Anteil fertiler Achénen, die zu 92,8 % keimfihig
waren), ist es sehr wahrscheinlich, dass Achénen innerhalb eines Patch auskeimen und dort einen neuen
Genet etablieren (z. B. in BUR wurden fiinf Proben aus einem Patch analysiert und dabei vier Genets
detektiert). Im Gegensatz dazu konnen durch klonale Fragmentierung eines Patch auch zwei Patches ent-
stehen, die aus einem genetisch identischen Individuum bestehen (URBANSKA 1992, PFEIFFER 2005). So
wurden fiir zehn paarweise verglichene Proben Klonpaare gefunden, die nicht aus einem gemeinsamen
Patch stammten. Die klonale Strukturierung erwies sich somit als komplex und variierte von Population
zu Population und innerhalb der Populationen von Patch zu Patch. Besonders deutlich wurde dies bei Be-
trachtung der detaillierten Untersuchung der Population LH (Abb. 4). Ahnliche Ergebnisse, die darstell-
ten, dass man die Verteilung der Genets nicht mit der Verteilung von Patches gleichsetzen kann, konnten
zum Beispiel POrRNON et al. (2000) zu Rhododendron ferrugineum und ALBERT et al. (2003) zu Vaccinium
myrtillus darlegen, beide ebenfalls polykarpe Hemikryptophyten. Dies unterstreicht, dass im Zuge wis-
senschaftlicher Arbeiten an Patch bildenden Hemikryptophyten etablierte Markersysteme genutzt werden
sollten, um sich einen Uberblick iiber die klonale Strukturierung der Population zu erarbeiten. Erst mit
Hilfe genotypischer Analysen lassen sich iiberhaupt die effektiven Populationsgrofen abschitzen. Anten-
naria dioica-Patches bestehen aus bis zu hunderten von Rosetten, deren sichtbare Verkniipfungen (Sto-
lone) innerhalb einer Vegetationsperiode verschwinden (SCHWABE 1990). Daher kann der Probenumfang
nicht als ein absolut robustes Mal} fungieren, sondern nur als Abschétzung der Anzahl an Genets in den
untersuchten Populationen bzw. Patches. Um exakt bestimmen zu konnen, wie viele Genets in einer Po-
pulation vorhanden sind, miisste ein Vielfaches an Proben analysiert werden.

Anhand unser Genet-Analysen lédsst sich annehmen, dass etwa die Hilfte der betrachteten Populationen
des Untersuchungsgebietes aus sehr wenigen Genets besteht (14 von 32, vgl. Tab. 3). Diese 14 Popula-
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tionen konnen als oligoklonal angesehen werden. In sechs der Populationen wurde sogar nur ein Klon
nachgewiesen. Die sechs gleichmifBig iiber das gesamte Patch gesammelten Proben der Population NB
(Abb. 3b) deuten stark darauf hin, dass diese Population nur noch aus einem genetischen Individuum be-
steht. Als Ursache fiir die gefundene Oligoklonalitit ist hochstwahrscheinlich die mangelnde Verjiingung
durch ausbleibende Keimlingsetablierung anzusehen (vgl. HONNAY & BossuyT 2005).

4.4 Einfluss der Populationsgrofie auf das Geschlechterverhéltnis und die sexuelle Reproduktion

In einem Grofteil der untersuchten Populationen wurde ein weiblich dominiertes Geschlechterverhiltnis
vorgefunden. Vorangegangene Arbeiten von voN UBiscH (1930), ERIkssON (1996), OSTER & ERIKSSON
(2007) und VARGA & KyTtoviita (2011) legten dar, dass das optimale Geschlechterverhiltnis in den Po-
pulationen von A. dioica zwischen 2 : 1 und 2,5 : 1 (2 : &) liegt. Der hohe Anteil weiblicher Individuen
wirkt sich positiv auf die Gesamtmenge der produzierten Friichte aus (KAPLAN 1972), da die zoophile Art
nur bei extrem weiblich dominierten Geschlechterverhiltnissen unter Pollenlimitation leidet (OSTER &
ERrIikssoN 2007). Unsere Studie bestitigte dieses Optimum, da in den grofen Populationen (> 40 Patches)
der Anteil weiblicher Patches zwischen 52 % und 73 % schwankte. Kleine Populationen hatten hingegen
hiufig ein von diesem Optimum abweichendes Geschlechterverhiltnis, sowohl zugunsten des Anteils der
méinnlichen Patches als auch zugunsten des Anteils der weiblichen Patches. Die effektive Populations-
grofle kleiner Populationen wird also zusitzlich durch demografische Stochastizitét in der Geschlechter-
verteilung gesenkt. In kleinen Populationen kann es daher zu Pollen- und Fruchtansatzlimitation oder
sogar zum vollstindigen Verlust der sexuellen Reproduktionsfihigkeit kommen (BLACHNIK 2010, 2012).
In unseren Untersuchungen wurde in fast der Hilfte der Populationen (14 von 32) nur ein Geschlecht
nachgewiesen. Ahnliche Ergebnisse zeigte eine aktuelle Untersuchung im Auftrag des Bayerischen
Landesamtes fiir Umwelt, in der nur 4 von 15 Populationen beide Geschlechter enthielten (RICHTER &
BrAcHNIK 2013).

In unserer Studie wurden in der Mehrzahl der A. dioica-Populationen ein sehr geringer Fruchtansatz und
somit gravierende Verluste in der sexuellen Reproduktionsfihigkeit beobachtet. Es konnten in fiinf von 17
Populationen keine keimféhigen Achédnen gesammelt werden. In weiteren fiinf Populationen waren min-
destens 95 % der untersuchten Achinen steril. Dementgegen lag der Anteil fertiler Achédnen in nur drei Po-
pulationen bei iiber 50 %. Bereits SOYRINKI (1954) und FELDT (2008) stellten fest, dass der Fruchtansatz
in natiirlichen Populationen von A. dioica hiufig sehr gering ist und dass das Verhéltnis von vegetativer zu
sexueller Reproduktion nicht ausgewogen scheint.

Die Keimfihigkeit der fertilen Achinen variierte zwischen den Populationen sehr stark (zwischen 6 und
98 %), wurde aber von der Populationsgrofe und dem Geschlechterverhiltnis nicht beeinflusst. Eine dhn-
liche Variation der Keimraten zwischen verschiedenen Populationen von A. dioica wurde bereits von Fos-
SATTI (1980) dokumentiert. Im Gegensatz zur Qualitéit der fertilen Achédnen (Keimfihigkeit) bestand zwi-
schen der Quantitit der Friichte und der Populationsgroe ein signifikanter Zusammenhang. Der Anteil an
fertilen Friichten nahm mit der Populationsgrofle zu, wohingegen der Anteil an sterilen Achinen der Kate-
gorie 2 abnahm. Diese beobachteten Verluste der Reproduktionsfihigkeit durch geringe Populationsgrof3en
bzw. Oligoklonalitét stehen im Einklang mit Analysen und zahlreichen Fallstudien zu klonalen Arten (z. B.
EckerT 2002, KUNIN 1997, CHARPENTIER et al. 2000). Da vorrangig sterile Achédnen der Kategorie 2 ge-
funden wurden, wird die Nichtbefruchtung der Ovarien als Hauptgrund fiir die vielen beobachteten sterilen
Achiédnen vermutet. Insbesondere in den kleinen Populationen findet demzufolge héufig kein sexueller Aus-
tausch von Gameten statt. Dies ldsst sich damit erkléren, dass kleine Populationen zoophiler Pflanzenarten
aufgrund ihrer geminderten Attraktivitit fiir Bestdauber hidufig unter dem Effekt der Pollenlimitation leiden,
der den Fruchtansatz stark dezimieren kann (AGREN 1996, KNIGHT et al. 2005). Andererseits kann sich bei
didzischen Arten wie A. dioica auch ein unausgewogenes Geschlechterverhiltnis negativ auf den Samenan-
satz auswirken, was wir in unserer Studie jedoch nicht statistisch belegen konnten. In eingeschlechtlichen
Populationen fand eine sexuelle Reproduktion generell nicht statt. Aufgrund des hohen Isolationsgrades
erfolgt auch keine Bestidubung via Fremdpollen anderer Populationen, da laut FELDT (2008) eine solche
Regeneration aus rdumlich entfernten Standorten , fiir A. dioica vollig ausgeschlossen® erscheint.
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Ein geringer oder ausbleibender Fruchtansatz wirkt sich fiir alle sexuell reproduzierenden Arten negativ
auf das Populationswachstum aus. Er scheint jedoch fiir A. dioica besonders gravierend, da Keimlinge
der Art sehr niedrige Etablierungsraten aufweisen (FELDT 2008). Aussaaten auf Erde oder im Freiland
fiihrten, im Vergleich zu Keimexperimenten unter kontrollierten Bedingungen, zu sehr viel geringeren
Keimraten oder zum vollstindigen Ausbleiben der Keimung (FossatTi 1980, PERTTULA 1941, SCHWABE
1990). FELDT (2008) fiihrte die geringe Etablierungsrate der Keimlinge darauf zuriick, dass die Keimlinge
von A. dioica gegeniiber anderen Arten in halbnatiirlichen Trockenrasen nicht konkurrenzfihig sind und
schlussfolgerte, dass A. dioica grole Mengen an Diasporen benétigt, um die vereinzelt aufkommenden
konkurrenzfreien Vegetationsliicken (z. B. Trittstellen) zu besiedeln. In einem Aussaatexperiment doku-
mentierte ERIKSSON (1997), dass nach der Keimung nur acht von 19 000 A. dioica-Achénen in der Lage
waren, sich unter totalem Konkurrenzausschluss zu etablieren. Sobald die Keimlinge interspezifischer
Konkurrenz ausgesetzt wurden, konnte sich gar kein Keimling etablieren.

Diese Ergebnisse decken sich mit unseren Beobachtungen im Feld, in denen wir, insbesondere in kleinen
Populationen nahezu keine etablierten A. dioica-Keimlinge vorfinden konnten (unverdffentlichte Ergeb-
nisse, vgl. RoscHE 2011). Nach FELDT (2008) stellt die geringe Achénenproduktion in vielen Populati-
onen in Verbindung mit wenigen Keimungs-Schutzstellen einen bedeutenden Grund fiir die Riickginge
von A. dioica dar, da es fiir die Art essentiell ist, die stochastischen Verluste von Patches und Genets durch
sexuelle Reproduktion zu nivellieren. Ohne Etablierung sexuell reproduzierter Genets verringert sich der
Genpool der Populationen sukzessive, was zum Aussterben kleiner und isolierter Vorkommen von A.
dioica im Untersuchungsgebiet fithren kann.

4.5 Implikationen fiir den Naturschutz

Wir konnten in dieser Studie darlegen, dass die in den vergangenen 50 Jahren beobachteten Aussterbe-
prozesse der A. dioica-Populationen neben verschlechterten Habitatbedingungen (vgl. BLACHNIK 2009,
ScHWABE 1990) auch auf genotypische Verarmung der Populationen und die damit einhergehenden sto-
chastischen Schwankungen im Geschlechterverhiltnis zuriickzufiihren sind. Die daraus resultierende Re-
duktion der sexuellen Reproduktion scheint die beobachteten Populationsriickginge zu beschleunigen.

Die Ergebnisse dieser Studie miissen als sehr bedrohlich fiir die verbliebenen A. dioica-Populationen im
Untersuchungsgebiet interpretiert werden. Ohne adidquate Schutzmafinahmen erscheint der Erhalt der
meisten Populationen unmdoglich. Zum einen sollte der Verlust von Genotypen durch Anpflanzungen neu-
er Genets ausgeglichen werden. Zum anderen sollte darauf geachtet werden, dass ein moglichst optimales
Geschlechterverhiltnis innerhalb der Populationen gewihrleistet werden kann (60 - 75 % Anteil weib-
licher Patches). Neben der Revitalisierung der sexuellen Reproduktion ist ein geeignetes Management der
Fldachen unabdingbar, da in vielen vorangegangenen Studien (z. B. SCHWABE 1990, ONIPCHENKO et al.
2009) belegt wurde, dass A. dioica mit konkurrenzarmen Phytozonosen assoziiert ist und dass die Etablie-
rung von Keimlingen ausschlieflich in konkurrenzfreien Keimungs-Schutzstellen stattfindet (ERIKSSON
1997, FELDT 2008).

Die Ergebnisse unserer Studie deuten darauf hin, dass sich viele der untersuchten Populationen in den
letzten Jahrzehnten nahezu ausschlieSlich klonal reproduzierten. In diesem Zustand kann A. dioica an-
scheinend je nach Populationsgrofie und Management der Flichen einige Jahrzehnte tiberdauern, verliert
aber sukzessive an Genets und Patches. Der Verlust von Genotypen kann wiederum zu einer weiteren
Reduktion der sexuellen Reproduktion fiihren. Im Sinne der ,,route to extinction“-Theorie von HONNAY
& BossuyT (2005) kann ein so entstehender Kreislauf des Verlustes genotypischer Diversitit fiir A. di-
oica zum Aussterben der Populationen im Untersuchungsgebiet fithren. Ohne ausreichende sexuelle Re-
produktion sind selbst intensive Pflegemainahmen auf Dauer wahrscheinlich nicht ausreichend um die
aktuellen Bestdnde von A. dioica zu erhalten. Sexuelle Reproduktion ist fiir ein dauerhaftes Bestehen von
A. dioica-Populationen essentiell.
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5  Zusammenfassung

RoscHE, C., SCHRIEBER, K., HirscH, H., BLACHNIK, T., TRAGER, S., RICHTER, F., SEIDLER, G., HENSEN,
L.: Sexuelle Reproduktion und klonales Wachstum in kleinen Populationen von Antennaria dioica (L.)
GAERTNER. - Hercynia N. F. 47 (2014): 59 — 86.

Habitatfragmentierung und Landnutzungsverdnderung konnen zu kleinen und isolierten Populationen
fithren, die eine reduzierte Fitness aufweisen. Dies kann bei Pflanzen, die sowohl zu sexueller als auch
zu klonaler Reproduktion befihigt sind, zu einer Verschiebung des Gleichgewichts zwischen den beiden
Fortpflanzungsformen zu Gunsten der klonalen Reproduktion fithren. Der dadurch bedingte Verlust von
Genets verringert die effektive Populationsgrofe, was den Riickgang der Art beschleunigen kann. Verstér-
kt trifft dies auf diozische Arten zu, da Populationen, die aus wenigen Genets bestehen, unausgewogene
Geschlechterverhiltnisse beinhalten konnen. Dadurch kann die sexuelle Reproduktion weiter verringert
werden oder in eingeschlechtlichen Populationen ganz ausbleiben.

Antennaria dioica ist eine di6zische Art, die zur klonalen Reproduktion beféhigt ist. Die Art befindet sich
in den mitteleuropdischen Tieflandern in einem starken Riickgang, wo sie halbnatiirliche, meist artenreiche
Trocken- und Halbtrockenrasen besiedelt. In dieser Studie wurde der Einfluss sinkender Populations-
groflen auf die klonale Struktur und das Geschlechterverhiltnis von A. dioica untersucht. Dabei wurde
analysiert, ob die sexuelle Reproduktion in kleinen Populationen mit unausgewogenen Geschlechterver-
hiltnissen beeintréichtigt ist.

In 32 Populationen wurden Daten zur Fitness von A. dioica und den Habitateigenschaften (Tiefgriin-
digkeit, Stickstoffgehalt des Bodens, Hohe der Umgebungsvegetation) aufgenommen. Um die klonale
Struktur der Populationen zu bestimmen, wurden Blattproben fiir AFLP-Analysen genommen. In 17 Po-
pulationen wurden Achédnen gesammelt und der Anteil steriler und fertiler Friichte sowie deren Keimfi-
higkeit untersucht.

Die meisten der Populationen wiesen weniger als zehn Patches auf. Die Fitness der Art sank mit zuneh-
mender Vegetationshohe. In der AFLP-Analyse wurden in den kleinen Populationen nur sehr wenige
Genets bestimmt. Die geringen Populationsgrolen bedingten unausgewogene Geschlechterverhiltnisse
und einen verminderten Fruchtansatz.

Unsere Studie zeigt, dass genotypische Verarmung und Reduktion der sexuellen Reproduktion zur ge-
genwirtigen Bestandsabnahme von A. dioica im Untersuchungsgebiet beitragen. Erfolgreiche sexuelle
Reproduktion ist jedoch fiir ein dauerhaftes Bestehen von A. dioica-Populationen essentiell, um stocha-
stische Verluste von Genotypen ausgleichen zu konnen. Ohne adidquate SchutzmaBnahmen ist der Erhalt
des GroBteils der heute vorkommenden Populationen stark gefdhrdet.
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Anhang:

DNA-Extraktion

Von den auf Silicagel getrockneten Blattproben wurden 15 mg abgewogen. Die Proben wurden zusam-
men mit zwei sterilen Keramikkugeln und einer Loffelspitze Seesand in ein 2,2-ml Tube gegeben und
anschlieend bei —20 °C eingefroren. Im Tissue-Lyser (Retsch, Haan-Gruiten, GER) wurden die Proben
im gefrorenen Zustand staubfein zermahlen. Alle Proben wurden dabei viermal fiir 30 Sekunden bei einer
Frequenz von 20 Hz geschiittelt. Nach dem Mahlen wurden 1 ml 55°C warmer ATMAB-Puffer und 50
ul DTT-Losung (20 pug/ml) den Proben zugegeben. Die Tubes wurden auf einem Vortexer durchmischt
bis eine einheitliche griine Emulsion entstand. Es folgte eine einstiindige Inkubation der Emulsion im
Thermomixer Comfort (Eppendorf, Hamburg, GER) bei 55°C und 900 rpm. Auf die anschliefend im
Kiihlschrank abgekiihlten Proben wurde 400 ul Dichlormethan gegeben. Nach einer Durchmischung mit
dem Vortex erfolgte eine Zentrifugation mit der Zentrifuge 5415 R (Eppendorf, Hamburg, GER). Aus dem
entstandenen Zweiphasensystem wurden 700 ul der oberen wissrigen Phase, in welcher die DNA gelost
war, entnommen. Die Losung wurde mit 400 ul —80 °C kaltem, 99 %igem 2-Propanol gefillt. Nach einer
darauffolgenden Zentrifugation wurde das Losungsmittel verworfen und die verbliebenen grauen Pellets
fiir 30 Minuten im Trockenschrank (Heraeus, Hanau, GER) bei 45 °C getrocknet. Die getrockneten Pellets
wurden mit Ethanol (76 %; —20 °C) gewaschen. Das entstandene weille Pellet wurde eine Stunde bei 45 °C
getrocknet und in 1 x TE-Puffer mit RNAse A (0,1 pg/ml) resuspendiert. Die Resuspensionen wurden 30
Minuten bei 37 °C im Block Heater (Stuart Scientific, Staffordshire, UK) inkubiert.

DNA-Konzentrationsmessung

1 pl der extrahierten Stammlosung (‘“stocksolution*) wurde am NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
(Nanodrop Technologies, Wilmington, USA) mit Hilfe der zugehorigen Software NanoDrop 1000 Ope-
rating Software ver. 3.7.1 (Nanodrop Technologies, Wilmington, USA) gemessen. Die Stammlésungen
wurden mit 1 x TE auf eine Konzentration von 20 ng/ul verdiinnt. Da die Messungen nicht fehlerfrei sind,
wurden die verdiinnten Gebrauchslosungen anschlieend wieder gemessen und beziiglich ihrer Konzen-
trationen Uberpriift. Wenn eine Konzentration > 25 ng/ul oder < 15 ng/ul gemessen wurde, wurde die
Gebrauchslosung erneut mit 1 x TE bzw. der Stammlosung auf 20 ng/ul eingestellt.

Die Reihenfolge der Gebrauchslosungen der Proben und ihrer Wiederholungen wurde nach der Verdiin-
nung randomisiert. Somit wurde eine anonyme und objektive Auswertung der Proben ermoglicht, die un-
abhingig von der jeweiligen 96-well-Platte und deren Position auf dieser Platte war. Fiir die Restriktion-
Ligation (ReLi) wurden 5 pl der Gebrauchslosung mit 6 ul ReLi-Mastermix (Tab. A.1) gemischt.

Tab. A.1 Zusammensetzung des Mastermixes fiir die Restriktion-Ligation.

Tab. A.1 Composition of master mix used for restriction-ligation

Volumen pro Probe in pl

H20 bidest. 0,73
T4 DNA Ligase-Puffer 1,10
NaCl 0,5 M 1,10
BSA 1 mg/ml 0,55
Msel Adapter 50 um 1,00
EcoRI Adapter 5 um 1,00
Msel Enzyme 10 U/ul 0,10
EcoRI Enzyme 20 U/ul 0,25
T4 DNA Ligase 6 U/ul 0,17

Gesamt 6,00
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In dem Thermocycler Mastercycler epgradient S (Eppendorf, Hamburg, GER) wurde die Reaktionslo-
sung fiir drei Stunden bei 37 °C und nachfolgend fiir zehn Minuten bei 65 °C erwérmt.

Die verwendeten Adapter hatten folgende Nukleotidzusammensetzung:
Msel adapter 1/2  5-GACGATGAGTCCTGAG-3~

Msel adapter 2/2  5-TACTCAGGACTCAT-3"

EcoRI adapter 1/2 5-CTCGTAGACTGCGTACC-3"

EcoRI adapter 2/2 5-AATTGGTACGCAGTCTAC-3"

Das entstandene Reaktionsprodukt wurde mit 39 ul bidestilliertem, sterilem Wasser verdiinnt. In der nach-
folgenden Priaamplifikation (PA) wurden von dieser Losung 4 pl mit 16 pl PA-Mastermix (Tab. A.2)
zusammenpipettiert.

Tab. A.2 Zusammensetzung des Mastermixes fiir die Praamplifikation.

Tab. A.2 Composition of master mix used for pre-amplification.

Volumen pro Probe in pl

H20 bidest. 9,70
PCR Puffer 10 x 2,00
MgCI2 50mm 0,60
dNTPs 2,5mm 1,60
Msel Préaprimer 5 pmol/pl 1,00
EcoRI Préprimer 5 pmol/ul 1,00
Taq 5 U/ul 0,10
Gesamt 16,00

Die Priprimer hatten folgende Sequenz:

Msel Préprimer + C 5"-GATGAGTCCTGAGTAAC-3"

EcoRI Priprimer + A 5"-GACTGCGTACCAATTCA-3"

Der Reaktionsansatz wurde im Thermocycler unter Einfluss des nachfolgenden PCR-Zyklus amplifiziert:
5 min a 94°C

20 seca 94°C

30seca 56°C

2 min a 72°C

20 x

Das Praamplifikationsprodukt wurde mit 180 ul bidestilliertem Wasser verdiinnt. Fiir die anschliefende
Hauptamplifikation (HA) wurden 3 ul dieser verdiinnten Losung zu 17 pul HA-Mastermix (Tab. A.3) ge-
geben.
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Tab. A.3 Zusammensetzung des Mastermixes fiir die Hauptamplifikation.

Tab. A.3  Composition of master mix used for main amplification.

Volumen pro Probe in pl

H20 bidest. 9,20
PCR Puffer 10x 2,00
MgCI2 50mm 0,60
dNTPs 2,5mm 1,60
EcoRI+ANN (HEX) 1 pmol/pl 1,00
EcoRI+ANN (FAM) | pmol/ul 1,50
Msel+CNN 5 pmol/pl 1,00
Taq 5 U/pl 0,10
Gesamt 17,00

In der Bachelorarbeit von TRAGER (2010) erwiesen sich fiinf Primerkombinationen fiir Untersuchungen
an A. dioica als besonders gut geeignet. Aus diesen wurden vier Primerkombinationen ausgewéhlt und
fiir die HA verwendet. In jeden der beiden HA-Ansétze wurden jeweils zwei verschiedene EcoRI-Primer
und ein Msel-Primer gegeben. Somit wurden zwei HAs mit vier Primerkombinationen durchgefiihrt (Tab.
A.4). Die Amplifikate lassen sich dadurch unterscheiden, dass die beiden EcoRI-Primer mit zwei ver-
schiedenen Farbstoffen (HEX — gelb; FAM — blau) gelabelt wurden.

Der Reaktionsansatz wurde im Thermocycler folgendem PCR-Programm ausgesetzt:

1 min a 95°C 9
20 sec a94°C
> 10x

30seca65°C-1°C
2 min a 72°C -

-
20 seca94°C
30 sec 4 56°C > 30x
124 sec a 72°C J

Nach der Hauptamplifikation wurden die Produkte mit 10 pl bidestilliertem Wasser verdiinnt und mit
Hilfe einer Multi-well Filter Plate (Pall Corporation, Port Washington, U.S., Porendurchmesser = 1,2 um),
die mit gequollenem Sephadex G-50 Superfine powder (GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK) gefiillt
wurde, gereinigt. Anschliefend wurden 4 ul der gereinigten Losung der Hauptamplifikate mit 5 pl eines
ET-Rox-Mastermixes (Tab. A.5) versetzt. Ein Sequencer-Lauf dauerte 80 Minuten bei einer Laufspan-
nung von 10 V. Die Injektionszeit betrug 90 Sekunden bei einer Injektionsspannung von 2 V.
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Tab. A.4  Primerkombinationen der beiden Hauptamplifikationen (HA).

Tab. A.4  Primer set in the two main amplifications.

EcoRI MSEI
HALI
5-GACTGCGTACCAATTCAAG-3" (FAM) 5'-GATGAGTCCTGAGTAACTT-3"

5’-GACTGCGTACCAATTCAGC-3" (HEX)

HA2
5'-GACTGCGTACCAATTCAAG-3" (FAM) 5"-GATGAGTCCTGAGTAACAC-3’
5-GACTGCGTACCAATTCAGC-3" (HEX)

Tab. A.5 Zusammensetzung des ET-Rox-Mastermixes.

Tab. A.5 Composition of the ET-Rox-master mix

Volumen pro Probe in pl

H20 bidest. 4,75

ET-Rox 400 Léngenstandard 0,25

Gesamt 5,00
Statistische Modelle

Die Tiefgriindigkeit des Bodens wurde in einem LME in Abhiéngigkeit zur Position der Messung (Zen-
trum vs. Peripherie) gesetzt. Zur Untersuchung des Einflusses der Habitateigenschaften auf die Repro-
duktion von A. dioica, wurden in GLMEs die Abhéngigkeiten der Bliihfidhigkeit und der vegetativen
Verjiingung von der Hohe der Umgebungsvegetation bzw. vom Stickstoffgehalt des Bodens analysiert.
Da auch das Geschlecht der Patches diese Variablen beeinflussen kann, wurde es als Korrekturvariable
mit in das Modell einbezogen.

Um zu untersuchen, ob abnehmende Populationsgrofen eine Zunahme der Stochastizitit in der Ge-
schlechterverteilung bedingen, wurde in einem GLM untersucht, ob die Abweichung vom optimalen
Geschlechterverhiltnis (66 % weibliche Individuen nach VARGA & Kyrtoviita 2011) von der Populati-
onsgrofie abhingt.

Um den Einfluss der Populationsgrofle und der Geschlechterverteilung auf die sexuelle Reproduktion zu
untersuchen, wurden die Abhingigkeiten des Verhiltnisses von fertilen zu sterilen Achénen (GLME) und
der Keimfihigkeit (LME) von der Populationsgrofle (linearer Term) und vom prozentualen Anteil weib-
licher Individuen in der Population (quadratischer Term) untersucht. Der quadratische Term steht hierbei
fiir ein Szenario, bei dem der Reproduktionserfolg bis zu einem bestimmten Anteil an weiblichen Patches
steigt, jedoch danach wieder abfillt.

Nicht signifikante Terme wurden auf Basis von “maximum likelihood ratio tests* aus den vollen Modellen
mit allen erkldrenden Variablen entfernt bis das minimal addquate Modell erreicht wurde.
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