1  Vergleich von Feldschliissel und Genetik bei der Artbestimmung von Eichen

3 Christian Rellstab®”, Oliver Reutimann®?, René Graf', Denis Horisberger?

5  1WSL, Zircherstrasse 111, 8903 Birmensdorf, Schweiz
6  2ETH, Ramistrasse 101, 8092 Ziirich, Schweiz

7  3laFaille 12, 1423 Villars-Burquin, Schweiz

9  *christian.rellstab@wsl.ch, +41 44 739 2542
10
11  Keywords: White oaks, Quercus, species assignment, identification key, microsatellites,
12 SNPs
13
14  Zusammenfassung
15  Botanische Bestimmungsschlissel sind effiziente Werkzeuge bei der Artbestimmung in der
16  Natur. Sie beruhen aber auf dusseren Merkmalen, die nicht nur von der Artzugehorigkeit,
17  sondern auch von den Umweltbedingungen beeinflusst sind. Ausserdem ignorieren sie
18 meist zwischenartliche Kreuzungen. Diesbezliglich haben genetische Methoden einen
19  Vorteil, sind aber fiir Praktiker im Feld nicht anwendbar. Hier vergleichen wir die
20  Artbestimmung (inklusive Kreuzungen) mittels Feldschliissel und Genetik bei den drei
21  haufigsten Eichenarten (Quercus spp.) der Schweiz. Diese Eichen sind schwierig zu
22 bestimmen, weil sie eine grosse blattmorphologische Variabilitat aufweisen und sich
23 untereinander kreuzen. Unsere Analyse zeigt, dass die Ubereinstimmung der beiden

24  Methoden grundsatzlich gross ist, dass aber insbesondere beim Artenkomplex von Trauben-
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und Flaumeiche eine gewisse Unscharfe besteht, die sowohl methodisch (z. Bsp. durch
Festlegung von Schwellenwerten) wie auch biologisch (z. Bsp. durch phanotypische
Plastizitat) bedingt sind. Unsere Studie unterstreicht die Wichtigkeit von genetischen
Methoden bei der Validierung von Feldschliisseln und zeigt die potenzielle Rolle von
Feldschliisseln zur Beurteilung der zwischen- und innerartlichen Vielfalt. So kénnen
gemischte Bestdande und genetisch durchmischte Baume gefordert werden, die fir

zukunftige Klimaveranderungen gewappnet sind.

Einfihrung

Botanische Feld-Bestimmungsschliissel erfreuen sich bei Fachleuten und privaten
Botanikern grosser Beliebtheit. Anhand von detaillierten Schritt-fiir-Schritt Anleitungen und
illustrierten Bestimmungsmerkmalen (Lauber et al 2018, Amann 2021) wird man meist
zuverldssig zur richtigen Art gefiihrt. Eine andere Methode, um Arten verlasslich zu
bestimmen, sind molekulargenetische Analysen. Anhand von genetischen Markern (Box 1)
wird dabei von Baumen ein genetischer Fingerabdruck erstellt und mit demjenigen von
Referenzbaumen verglichen. Solche genetischen Analysen sind relativ aufwandig und
kénnen nur von Fachleuten durchgefiihrt werden. Sie sind somit keine Alternative fir die
klassische Artbestimmung im Feld. Genetische Methoden verfiigen aber lber einen grossen
Vorteil: Weil dussere Merkmale, die zur klassischen Artbestimmung beniitzt werden, nicht
nur von den Genen, sondern auch von den Umweltbedingungen abhangen, kénnen sie
Individuen unabhangig von der Umwelt verldsslich bestimmen. Bei Artengruppen, die sich
kreuzen, ermdglichen sie zudem die Erkennung von durchmischten Individuen
(Kreuzungen/Hybriden), d.h. Baume, die genetisches Material von beiden Elternarten

enthalten.
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Die drei haufigsten Eichenarten der Schweiz, die Stiel- (Quercus robur L.), Trauben- (Q.
petraea Liebl.) und Flaumeiche (Q. pubescens Willd.), machen in der Schweiz zwar nur etwa
2% des Waldbestandes aus, haben aber eine grosse 6kologische und kulturelle Bedeutung.
Sie werden zudem wegen ihrer Warmetoleranz und — bei Trauben- und Flaumeiche —
Trockenheitsresistenz als Zukunftsarten im Klimawandel gesehen. Die drei Arten haben
klare 6kologische Praferenzen (Rellstab et al 2016b): Die Stieleiche bendtigt tiefe Boden mit
guter Wasserversorgung, die Flaumeiche kommt mit sehr trockenen, flachgriindigen Boden
aus und die Traubeneiche besiedelt ein breites Spektrum an Béden dazwischen. Trotzdem
findet man die drei Arten auch in gemischten Bestanden, weil ihre 6kologischen Nischen
Uberlappen und sie kleinrdumig ihre bevorzugten Bedingungen finden. Die Bestimmung der
drei Eichenarten mittels Blatter ist nicht ganz einfach, weil die Merkmale der einzelnen
Arten eine grosse Variabilitat zeigen und Gberlappen (Kremer et al 2002, Rellstab et al
2016a). Ein Grund dafiir ist, dass sich alle drei Arten kreuzen kdnnen. Dies gilt insbesondere
fiir die Trauben- und Flaumeiche, die einen Artenkomplex bilden, der sich in einem
Kontinuum von Formen ausdriickt (Reutimann et al 2020a), die in gemischten Populationen
vorkommen, und deren Proportionen zum Trockenheitsgrad der Standorte passen

(Horisberger 2021, 2022).

Damit Forstbetriebe, Waldbesitzer, und andere Interessengruppen in der Praxis zuverlassig
Eichen bestimmen kdnnen, publizierte der Verein proQuercus 2016 einen Feldschlissel fiir
die Nordschweiz und das Wallis (Horisberger 2016). Im Jahr 2021 weiter verbessert
(Horisberger 2021), ist er das Ergebnis einer langen Untersuchung, die vor Gber 40 Jahren in

der Schweiz begann (Kissling 1980) und dann durch die morphologische Analyse von tiber
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25'000 Eichenblattern verfeinert und vereinfacht wurde. Das Ziel dieses Schlissels ist es,
dass die drei oben genannten Eichenarten im Wald effizient und ohne grosse Hilfsmittel
anhand von wenigen Blattmerkmalen identifiziert werden kénnen. Die in der Fachliteratur
prasentierten Methoden zur Bestimmung (Kremer et al 2002, Rellstab et al 2016a) sind in
der Praxis zu aufwandig, da sie tber ein Dutzend Blattmerkmale beinhalten, die teilweise ein

Binokular mit starker Vergrdosserung voraussetzen.

Gleichzeitig mit der Veroffentlichung und Weiterentwicklung des Feldschliissels beprobte
das eidgenossische Forschungsinstitut WSL seit 2014 Blatter von fast 100 Eichenbestanden
(1600 Baume) in der ganzen Schweiz fir genetische und blattmorphologische Analysen. Ein
Teil dieser genetischen Analysen widmete sich der Artbestimmung (Rellstab et al 2016a) und
zwischenartlichen Durchmischung (Reutimann et al 2020a). Hier gehen wir der Frage nach,
in welchem Mass die Bestimmung von Eichenarten und ihren Kreuzungen mithilfe eines
einfachen Feldschllssels durch genetische Analysen verifiziert werden kann. Dazu wurden
die oben erwdhnten Bestande mit dem proQuercus Feldschlissel analysiert, und die

Resultate direkt mit den genetischen Befunden verglichen.

Material und Methoden

Grundlage

Im Rahmen der Forschungsprojekte QuercAdapt (Rellstab et al 2016a, Rellstab et al 2016b)
und OakID (Reutimann et al 2020b) wurden Blatter von insgesamt 1165 Eichen von 60
Bestdnden (je zwischen 14 und 26 Bdume) aus dem nordlichen Schweizer Alpenbogen und

dem Wallis gesammelt. Dabei wurden einerseits moglichst junge Blatter fiir die DNA-
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Extraktion gesammelt, aber immer auch mindestens ein Trieb aus der Krone als
Herbarbeleg. Bestande aus dem Tessin sind hier nicht eingeschlossen, da der proQuercus
Feldschlissel nicht auf Baumen dieser biogeografischen Region beruht. Aus den mit Silikagel
getrockneten Blattern wurde mit dem sbeadex maxi plant kit (LGC Genomics, Berlin,
Deutschland) die DNA extrahiert. Die Herbarbelege wurden gepresst und an einem

trockenen Ort aufbewahrt.

Genetische Analysen

Bei den 1043 Eichen des Projekts QuercAdapt wurden fiir die Artbestimmung acht
Mikrosatelliten angewendet (Box 1), die Stiel- und Traubeneichen besonders gut
unterscheiden konnen (Guichoux et al 2011). Bei den 481 Baumen des Projekts Oak/D
wurden 58 SNPs verwendet (Box 1), die alle drei Eichenarten bestimmen, und zudem den
Vermischungsgrad genau quantifizieren kdnnen. Die SNPs wurden anhand Schweizer und
Europaischer Referenzbaumen entwickelt und mit der Technologie KASP genotypisiert
(Reutimann et al 2020b). Bei 359 Proben wurden beide genetische Marker angewendet. Die
genetischen Daten (getrennt fiir Mikrosatelliten und SNPs) wurden mithilfe von STRUCTURE
(Pritchard et al 2000) analysiert, dabei liefert das Programm die prozentuelle Zugehorigkeit

(=Anteil des Erbguts) jeder Eiche zu den drei Eichenarten.

Bestimmung durch Feldschliissel

Von den oben beschriebenen 1165 Eichen wurden 1065 anhand des proQuercus
Feldschlissels bestimmt. Der Schliissel beinhaltet drei Schritte (Abb. 1): Im ersten Schritt
wird die Lange des Blattstiels im Verhaltnis zur Blattlange analysiert. Stieleichen haben kurze

Stiele, Trauben- und Flaumeiche normalerweise lange Stiele, auch wenn dies bei der
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Flaumeiche weniger stark ausgepragt ist. Im zweiten Schritt werden die Anzahl
Buchtennerven in den ersten drei Buchtenpaaren gezahlt. Stieleichen haben in iber 50% der
Buchten Nerven, Trauben- und Flaumeiche in unter 50% der Buchten. Der dritte Schritt
erfasst mit Hilfe einer Lupe mit 4- bis 5-facher Vergrdsserung die Behaarung des Blattstiels
und des Mittelnervs (Hauptrippe) auf der Blattunterseite. Die Einteilung der
Behaarungsdichte erfolgt aufgrund von Referenzbildern, die im Schllssel abgebildet sind.
Bei der Stieleiche fehlt jegliche Behaarung. Der Blattstiel der Traubeneiche ist kahl, wahrend
dort Zwischenformen (von Trauben- und Flaumeichen) und Flaumeichen tber Haare
verfligten, die jedoch in Dichte und Verteilung sehr unterschiedlich sein kénnen. Das Fehlen
von Haaren auf dem Riicken des Mittelnervs kennzeichnet die Traubeneiche, wahrend eine

zunehmend dichtere Behaarung den Ubergang zur Flaumeiche signalisiert.

Der Feldschlissel resultiert in finf Kategorien: Stieleiche (SEi), Traubeneiche (TEi),
Flaumeiche (FEi), Zwischenform von Trauben- und Flaumeiche (TEixFEi), und unbestimmbar
(UNB). Die letzte Kategorie beinhaltet Baume, bei der die Erkenntnisse der drei Schritte
widersprichlich sind als Folge der Vereinfachungen des Feldschlissels im Vergleich zur

Variabilitdt und Komplexitdt der dusseren Merkmale.

Diese Bestimmung anhand der Blattmerkmale wurde blind und von einer erfahrenen Person
(D. Horisberger) durchgefiihrt; der Bestimmende kannte also die Resultate der genetischen
Analysen nicht. EIf dieser Proben konnten nicht mit dem Feldschliissel analysiert werden,
weil das Blattmaterial in ungeniigendem Zustand war. Weitere 124 Proben (13%) wurden
als unbestimmbar (UNB) definiert. Der finale Datensatz bestand damit aus 930 Eichen aus

55 Bestanden des nordlichen Schweizer Alpenbogens und dem Wallis.
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Vergleich von Feldschliissel mit den zwei genetischen Bestimmungsarten

Die zwei genetischen Datensatze beinhalten eine quantitative, ibergangslose Zuordnung zu
jeder der drei Eichenarten. Um die Resultate von Feldschlissel und Genetik besser
vergleichen zu kdnnen, wurde jeder Baum zusatzlich auch genetisch einer Kategorie
zugeteilt: Ein Baum wurde als Angehoriger einer "reinen" Art bezeichnet, wenn dieser einen
Anteil von >80% zu einer Eichenart aufwies. Ein Baum wurde als Kreuzung zwischen zwei
Arten eingeteilt (SEixTEi, SEixFEi, TEixFEi), wenn er mindestens 20% Anteil von zwei
Elternarten, aber weniger als 20% Anteil der dritten Art enthielt. Der Rest ("Vermischt")
stellt eine grosse Bandbreite an genetischer Vermischung zwischen allen drei Arten dar. Der
Schwellenwert von 80% ist arbitrar, aber im Einklang mit der Klassifizierung von Rellstab et

al (2016a), auf der diese Arbeit hier teilweise basiert.

Resultate

Ubersicht

Von den 930 mit dem Feldschliissel analysierten Eichen wurden 820 mit Mikrosatelliten und
390 mit SNPs analysiert (Tabelle 1). Alle drei Elternarten waren dabei prominent vertreten,
auch wenn die Flaumeiche meist eine etwas tiefere Probenzahl hatte. Von den
Zwischenformen/Kreuzungen war die intermedidre Form zwischen Trauben- und
Flaumeiche die Haufigste. Kreuzungen zwischen Stieleiche und den anderen zwei Arten

waren in dieser Studie selten vertreten.
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Abbildung 2 stellt die typische Ausgabe von STRUCTURE-Analysen mittels genetischer Daten
dar. Dabei ist ersichtlich, dass die durch den Schlissel als Stieleichen bestimmten Baume
genetisch meist rein sind, aber bei Trauben- und Flaumeichen ein gewisser

Durchmischungsgrad besteht.

Kategorische Artbestimmung

Die Auswertung der kategorischen Arteinteilung mit Grenzwert 80%/20% zeigt, je nach
Taxon und Marker, eine gute bis sehr gute Ubereinstimmung von Feldschliissel und Genetik
(Abbildung 3). Die Einteilung der Stieleiche hat eine fast perfekte Ubereinstimmung mit
beiden genetischen Methoden. Nur 3-4% der Stieleichen des Feldschlissels wurden
genetisch als Kreuzungen klassifiziert, und keine einzige wurde einer anderen Art zugeteilt.
Bei Trauben- und Flaumeichen und deren Zwischenformen ist das Resultat komplexer. Bei
der Traubeneiche sind es die SNPs, die die grésste Ubereinstimmung (72%) mit dem
Feldschlissel zeigen. Der Rest der Traubeneichen sind gemass SNPs Kreuzungen oder sogar
Flaumeichen. Bei der Flaumeiche sind es die Mikrosatelliten, die mit 78% Ubereinstimmung
mit dem Feldschliissel herausstechen. Der Rest wurde von den genetischen Methoden meist
als Kreuzung identifiziert. Wenn es um die Ubereinstimmung der Kreuzungen und
Zwischenformen geht, haben auch die Mikrosatelliten den hochsten Wert (32%), der
grossere Teil der Zwischenformen wird aber von beiden genetischen Markern als

Flaumeichen eingeteilt.

Quantitative Artzugehérigkeit
Die Analyse der quantitativen Daten, die die prozentuale Zugehorigkeit jedes Baumes zu den

drei Eichenarten berlicksichtigt, zeigt, dass beide genetischen Marker eine dhnliche
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Ubereinstimmung mit dem Feldschliissel zeigen (Abbildung 4). Die SNP-Methode zeigt dabei
die beste Ubereinstimmung, wenn es um die reinen Arten geht, im Schnitt zeigen die mit
dem Feldschlissel als rein eingestuften Baume 80% (TEi, FEi) bis 97% (SEi) Anteil an ihrer
jeweiligen Art. Bei den Zwischenformen von Trauben- und Flaumeichen (Abbildung 4 rechts)
zeigen die genetischen Methoden, dass mit dem Feldschliissel die Menge der Flaumeiche
unterschatzt wird, bzw. dass einige der als Zwischenform identifizierten Eichen Flaumeichen

sein konnten. Der Anteil der Stieleiche in den Zwischenformen ist vernachlassigbar.

Einzelne Schritte des Feldschliissels

Der Feldschliissel setzt sich aus drei Schritten (Merkmalen) zusammen. Die Analyse dieser
einzelnen Schritte weist darauf hin, dass nicht alle Bestimmungsmerkmale gleich effektiv
sind (Tabelle 2). Die Lange des Blattstiels (Schritt 1) entspricht sehr gut der genetischen
Trennung zwischen Stieleiche und dem Rest — 95% der Eichen mit kurzen Stielen sind
gemadss den beiden genetischen Analysen tatsachlich Stieleichen. Bei den Blattnerven
(Schritt 2) ist der Kontrast kleiner, hier gibt es einen recht grossen Anteil Stieleichen (ca.
15%), die eine intermedidre Anzahl Buchtennerven haben. Umgekehrt zeigen die mit SNPs
identifizierten reinen Trauben- und Flaumeichen einen hohen Anteil von wenig

Buchtennerven.

Bei den Behaarungskategorien zeigen alle genetisch bestimmten reinen Stieleichen und fast
alle Traubeneichen (Uber 90%) die erwartete Behaarungsdichte des Mittelnervs auf der
Blattunterseite. Die Differenzierung zwischen Kreuzungen und Flaumeichen ist hingegen
weniger klar und unterscheidet sich auch zwischen den beiden genetischen Methoden. Die

mit Mikrosatelliten identifizierten Flaumeichen haben deutlich haufiger eine dichtere



216  Behaarung als die mit SNPs bestimmten Artgenossen. Wiederum zeigt sich hier, dass die mit
217  dem Schlissel identifizierten Zwischenformen mit genetischen Methoden, insbesondere mit
218 den SNPs, recht haufig als Flaumeichen bestimmt werden.

219

220

221  Diskussion

222 Die drei haufigsten Eichenarten der Schweiz sind oft schwierig zu bestimmen, weil sie in

223  gemischten Bestdnden vorkommen, liberlappende Blattmerkmale haben und sich kreuzen
224 konnen. Auch wenn es fortgeschrittene statistische und genetische Methoden gibt, die die
225  Arten und deren genetische Durchmischung ziemlich genau bestimmen kénnen, sind diese
226  fir die Praxis nicht anwendbar. Daher braucht es verlassliche Feldschliissel, die idealerweise
227  durch genetische Analysen abgestitzt sind.

228

229 Unser Vergleich des proQuercus Feldschliissels mit zwei verschiedenen genetischen

230  Analysen basiert auf sehr hohen Probenzahlen und zeigt, dass grundsatzlich eine

231  Ubereinstimmung zwischen Bestimmung anhand des Feldschliissels und der

232  Labormethoden besteht. Dies gilt insbesondere fiir die Stieleiche (liber 95%

233 Ubereinstimmung), etwas weniger die Trauben- und Flaumeiche (60-80%, je nach Analyse),
234  aber deutlich weniger fiir die Zwischenform der letzteren zwei Arten (20-30%). Der Grad
235  dieser Ubereinstimmung hingt von vielen Faktoren ab. Im Folgenden diskutieren wir

236  verschiedene Aspekte und setzen sie mit unseren Resultaten in Verbindung.

237



238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

Wahl der Bestimmungsmerkmale

In der Fachliteratur findet man eine Grosszahl von potenziellen Merkmalen zur Bestimmung
von Eichenarten. Viele davon sind im Feld nicht geeignet. Detaillierte Untersuchungen an
den hier studierten Eichenarten haben z. Bsp. ergeben, dass die Prasenz von Blatthaartypen
(keine Haare, Sternhaare, Buschelhaare) am besten zwischen den drei reinen Arten
diskriminieren kann (Rellstab et al 2016a). Fiir die Bestimmung des Haartyps braucht es
jedoch ein Binokular — ungeeignet fiir den Praktiker im Wald. Unsere Analysen der einzelnen
Bestimmungsschritte zeigen, dass nicht alle Merkmale gleich gut zwischen den genetisch
bestimmten Arten unterscheiden kénnen. Die relative Blattstiellange kann besser zwischen
Stieleichen und dem Rest differenzieren als die Anzahl Buchtennerven. Die Blattbehaarung
bietet die noch bessere Diskriminierung, und zusatzlich eine gute Abgrenzung der
Traubeneiche von Flaumeiche und deren Zwischenformen. Die Blattbehaarung ist aber auch
das schwierigste und subjektivste der drei Merkmale. Daher lohnt es sich, alle drei
Merkmale zu verwenden. So kdnnen auch Widerspriiche entdeckt werden, die auf eine

grosse Variabilitat und komplexe Kreuzungen hinweisen (Horisberger 2022).

Einfluss der Umwelt auf Blattmerkmale

Die Variation von Blattmerkmalen wird sowohl von der Umwelt wie auch von der
genetischen Zusammensetzung eines Baumes bestimmt. Die Blattbehaarung spielt z. Bsp.
eine Rolle bei der Trockenheit, da Haare die Verdunstung von Wasser ausserhalb und
innerhalb des Blattes reduzieren. Findet man nun gleichzeitig einen Gradienten von
Trockenheit und Blattbehaarung (wie z. Bsp. bei den Eichen des Kantons Wallis, Horisberger
2022), ist es eigentlich unmoglich zu folgern, ob der Grad der Behaarung plastisch (= nur von

der Umwelt beeinflusst) oder genetisch bedingt ist (= nur von der Art abhéngig, die an die
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jeweiligen Standorte angepasst ist). Am wahrscheinlichsten ist es, dass beides zutrifft.
Genetische Untersuchungen hingegen ignorieren die Variation der Umwelt. Daher ist es
nicht Gberraschend, dass gewisse Unterschiede zwischen den beiden Bestimmungsarten
gibt. In unserem Fall finden sich die grossten Unterschiede bei der Abgrenzung der
Flaumeiche mit der Zwischenform mittels Blattbehaarung. Das deutet darauf hin, dass bei

Flaumeichen die plastische Variabilitat der Blattbehaarung besonders gross ist.

Wahl der Referenzbdume

Artbestimmung, ob genetisch oder mittels dusserer Merkmale, benotigt Referenzbaume, bei
denen man sicher ist, dass es sich um eine reine Art handelt. Die Wahl dieser
Referenzbdume kann von grosser Bedeutung sein. Bei der Entwicklung des hier benlitzten
Feldschlissels wurden hauptséachlich einheimische Referenzblatter von Kissling (1980) und
von Untersuchungen in den Kantonen Waadt und Wallis verwendet (Horisberger 2022). Bei
den SNP Untersuchungen von Reutimann et al (2020b) wurden Referenzbdume aus ganz
Europa verwendet, die dann in einem zusatzlichen Schritt nochmals anhand von
genetischen Analysen aussortiert wurden. Bei der Mikrosatelliten-Analyse (Rellstab et al
2016a) wurde die Zugehorigkeit von allen Biumen mit STRUCTURE (Pritchard et al 2000) zu
drei Gruppen geschatzt. Diese Analyse bendétigt keine Referenzbaume, berticksichtig aber
natirlich nur den Datensatz, der zur Verfligung steht. Besonders bei der Flaumeiche ist die
Wahl der Referenzbdume kritisch. Einige Studien berichteten, dass es sich bei Schweizer
Flaumeichen nordlich der Alpen nicht um reine Flaumeichen handeln kénnte, sondern um
Bdaume mit einem gewissen Anteil Traubeneiche im Erbgut (Muller 1999). Dies konnte
allerdings in der Studie von Reutimann et al (2020b) nicht bestatigt werde, unterschieden

sich doch die sidlichen Flaumeichen (Tessin, Italien, Frankreich und Spanien) genetisch nicht
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oder nur wenig von den nordlichen Artgenossen. Dies wird auch dadurch unterstlitzt, dass

hier die SNP Methode mehr reine Flaumeichen findet als der Feldschlissel.

Wahl der genetischen Marker und statistischen Methoden

Die Wahl des genetischen Markertyps kann einen Einfluss auf das Ergebnis von genetischen
Analysen haben. So wurde z. Bsp. bei einer Kressenart gezeigt, dass die genetische Diversitat
und Differenzierung grosse Unterschiede zeigt, je nachdem ob sie mit Mikrosatelliten oder
SNPs analysiert wurde (Fischer et al 2017). Beim dem hier gezeigten Vergleich zwischen
Feldschliissel und Genetik finden wir praktisch keine Unterschiede zwischen den zwei
Markertypen. Dies ist Giberraschend, weil die SNPs in der Studie von Reutimann et al (2020b)
alle drei Arten deutlich besser trennen konnte als die Mikrosatelliten in Rellstab et al
(20164a), die urspringlich fir die Unterscheidung von Stiel- und Traubeneiche optimiert
wurden (Guichoux et al 2011). Die Unterschiede zwischen Mikrosatelliten und SNPs
scheinen also zu klein zu sein, um beim Vergleich mit der relativ groben Einteilung des
Feldschlissels einen grossen Einfluss zu haben. Auch die Wahl der Methode und derer
Parametereinstellungen kann verantwortlich sein fiir Unterschiede mit dem Feldschlissel.
Das Ergebnis von STRUCTURE hangt stark vom verwendeten Datensatz ab und teilt die Baume
in eine vorgegebene Anzahl genetischer Gruppen ein. Auch unser arbitrar gewahlter

Schwellenwert fiir die kategorische Einteilung beeinflusst das Ergebnis wohl stark.

Der Artenkomplex der Weiss-Eichen
Die drei hier untersuchten Arten gehoren zur Sektion der Weiss-Eichen und sind dafiir
bekannt, dass sie sich alle miteinander kreuzen. Dies gilt vor allem fiir Trauben- und

Flaumeiche (Reutimann et al 2020b), aber auch (weniger haufig) fiir andere Kombinationen
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(Lepais et al 2009). Die andauernden Kreuzungen und Rickkreuzungen tber viele
Generation hinweg haben dazu gefiihrt, dass insbesondere Trauben- und Flaumeiche heute
in der Schweiz einen taxonomischen Gradienten darstellen, in dem zwar die reinen
Elternarten immer noch existieren, viele Baume aber Erbgut der anderen Art enthalt
(Reutimann et al 2020a). Daher ist eine Einteilung in reine Arten, wie sie Feldschlissel
normalerweise zum Ziel haben, in diesem Artenkomplex fraglich. Der hier verwendete
Feldschliissel geht daher einen Schritt weiter und erlaubt auch die Aufnahme von
Zwischenformen, die, wie unsere genetischen Analysen zeigen, haufig tatsachlich
Kreuzungen darstellen. Trotzdem beruht wohl ein Teil der Inkongruenz zwischen
Feldschlissel und Genetik auf genau diesen komplexen Kreuzungsprozessen und deren

Einflisse auf die dusseren Merkmale.

Folgerungen und Praxis-Relevanz

Genetische Methoden kénnen die Verlasslichkeit von morphologische Feldschliissel
unterstreichen. Unsere Untersuchungen zeigen, dass die Artbestimmung bei heimischen
Eichen mittels Feldschliissel und Genetik grundsitzlich eine gute Ubereinstimmung zeigen,
dass aber auch Unterschiede bestehen. Grund dafiir sind wohl die grosse Variabilitat der
dusseren Merkmale, der Einfluss der Umweltbedingungen auf diese Merkmale und die
andauernde genetische Vermischung in den letzten Jahrtausenden. Trotzdem stellt der
proQuercus Feldschliissel eine Weiterentwicklung von klassischen Feldschliisseln dar, weil er
eine gewisse Variabilitat berlicksichtig und eine zusatzliche Kategorie
Zwischenform/Kreuzung beinhaltet. Damit liefert der Schliissel der Praxis ein wertvolles

Werkzeug, mit dem der taxonomische Status von einzelnen Eichen und ganzen Bestdanden
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bestimmt werden kann. Dies ist vor allem wichtig fir die Férderung von Trauben- und
Flaumeiche im Hinblick auf den Klimawandel. Da die Flaumeiche besser als die Traubeneiche
an Trockenheit angepasst ist, konnte man zum Beispiel gezielt gemischte Bestande und
vermischte Baume fordern. Damit konnte man mit relativ einfachen Vorgaben die

Eichenbestdnde fiir eine trockenere und warmere Zukunft wappnen.
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Wir danken Felix Gugerli und Antoine Kremer fir die Unterstlitzung bei der
Projektakquirierung und allen Feld-Helfern des Projekts QuercAdapt und OakID fiir das

Sammeln der Eichenblatter.



345 Box 1: Verwendete genetische Marker

346

347  Genetische Marker

348 Genetische Marker sind DNA-Abschnitte im Erbgut, die relativ einfach charakterisiert

349 (genotypisiert, sequenziert) werden konnen. Dabei kann es sich um ganze Gene, kurze
350 Genabschnitte, oder einzelne Basen handeln. Einzelne Marker haben verschiedene

351  Varianten (Allele), die sich zwischen Individuen unterscheiden. Diese Information kann
352 verwendet werden, um z. Bsp. die genetische Vielfalt und Differenzierung von Individuen
353  und Populationen zu quantifizieren. Normalerweise sind genetische Marker artspezifisch,
354  bei nah verwandten Arten wie den drei Eichenarten hier kdnnen aber die gleichen Marker
355  firalle Arten verwendet werden.

356

357  Mikrosatelliten

358 Mikrosatelliten sind meist nicht-kodierende und repetitive DNA-Sequenzen im Erbgut.
359 Einzelne Mikrosatelliten weisen normalerweise viele Allele auf, damit braucht es fir die
360 meisten Untersuchungen nur wenige (5-20) Marker. Die Varianten unterscheiden sich in der
361 Anzahl Wiederholungen der gleichen, kurzen DNA-Sequenz. Dieser Markertyp hat eine lange
362 Tradition in der Populationsgenetik, wird aber inzwischen immer seltener verwendet. Fir
363 einfache Anwendungen wie Vaterschaftstests, Artbestimmung, oder Abschatzen des

364 Verwandtschaftsgrads und der Vielfalt sind sie aber oft genligend.

365

366  SNPs

367  "Single Nucleotide Polymorphisms" (SNPs) sind heute Standard bei der Charakterisierung

368 von genetischer Vielfalt von Populationen und Arten, und kdnnen inzwischen relativ
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kostenglinstig flr vielfaltige Analysen eingesetzt werden. SNPs sind Stellen im Genom, an
denen sich die einzelnen Nukleotide (die Basen A, T, C und G, aus denen die DNA besteht
und deren Reihenfolge die Aminosauren und damit die Proteine bestimmt) zwischen
Individuen unterscheiden. SNPs werden meist durch Sequenzierung der DNA identifiziert
und quantifiziert. Im Gegensatz zu Mikrosatelliten weisen SNPs normalerweise nur zwei
Allele auf, daher braucht es grundsatzlich viele Marker, um eine grosse Genauigkeit bei der

genetischen Charakterisierung zu erreichen.
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Abbildungslegenden

Abbildung 1: Der proQuercus Feldschliissel. In drei Schritten knnen im Feld die drei
hdufigsten Eichenarten der Schweiz (Stiel- [SEi], Trauben- [TEi] und Flaumeiche [FEi]) und die
Zwischenform von Trauben- und Flaumeiche (TEixFEi) bestimmt werden.

UNB=unbestimmbar.

Abbildung 2: Resultate der STRUCTURE-Analysen von genetischen Daten. Dargestellt sind die
genetischen Artanteile (Farben, y-Achse) von Bdumen, eingeteilt in vier Artkategorien
gemdiss Feldschliissel (x-Achse). Jeder Balken stellt einen untersuchten Baum dar. Innerhalb
der Arten sind die Bdume nach zunehmendem Anteil der Traubeneiche sortiert. Die Biume

und deren Reihenfolge unterscheiden sich zwischen den zwei Diagrammen.

Abbildung 3: Ubereinstimmung der kategorischen Artbestimmung mittels Feldschliissel
und den zwei verschiedenen genetischen Markern. Angegeben ist, wieviel Prozent der
Eichen, die mit dem Feldschliissel in die vier Gruppen eingeteilt wurden (y-Achse), in den vier
Gruppen der zwei genetischen Methoden enthalten sind (x-Achse). Die Summe der Reihen
und Spalten ist nie 100%, weil es auch noch andere Kreuzungen/Formen gibt, die mit dem
Feldschliissel als unbestimmbar klassifiziert wurden. SEi=Stieleiche, TEi=Traubeneiche,

TEixFEi = Zwischenform/Kreuzung aus Trauben- und Flaumeiche, FEi=Flaumeiche.

Abbildung 4: Quantitative Analyse der Ubereinstimmung zwischen Feldschliissel und
genetischen Methoden. Die drei linken Datenpunkte zeigen den durchschnittlichen Anteil

(und Standardfehler) der durch den Feldschliissel bestimmten Arten zu der jeweiligen



400 genetisch bestimmten Art. Die drei rechten Datenpunkte zeigen den genetischen Anteil der
401  drei Arten an der Zwischenform (ZF) von Trauben- und Flaumeiche. SEi=Stieleiche,

402  TEi=Traubeneiche, FEi=Flaumeiche.
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Tabellen

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Resultate der drei Datenséitze. Aufgelistet ist die jeweilige

Anzahl der getesteten Eichen. Die Kategorien mit einem "x" stellen Zwischenformen oder

Kreuzungen zwischen Stiel- (SEi), Trauben- (TEi) oder Flaumeiche (FEi) dar. Die Kategorie

"Vermischt" beinhaltet Bdume, die keiner der sechs Kategorien zugeteilt wurden. Ein "*"

bedeutet, dass diese Kategorie nicht beriicksichtigt wurde.

Bestimmungsart | Typ Stieleiche | Traubeneiche | Flaumeiche | SEixTEi | SEixFEi | TEixFEi | Vermischt | Total
Feldschlissel Blattmerkmale | 299 333 125 * * 173 * 930
Mikrosatelliten Genetik 281 190 184 17 5 112 31 820
SNPs Genetik 117 111 92 7 4 44 15 390
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