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1}l ALGEMENE INLEIDING

Het volgende is een verslag van een onderzoek dat - met onder-
brekingen- heeft plaatspevonden van september 'B1 tot maart 'R3,
Het behandelt een poging om via elektroforese een manier te
vinden om hybriden aan te tonen in twee soortengroepen, die

in vegetatieve staat te weinig houvast bieden om eventuele hy-
briden met zekerheid op grond van morfologische kriteria te
onderscheiden.Deze hybriden waren : Juncus x surrejanus,de
bastaard tussen de veldrus,J.acutiflorus, en de zomprus,J.arti-
culatus en tevens Carex x hybernica,de bastaard tussen noordse
zegge,C.aquatilis en gewone zegge,C.nigra.Van beide hybriden
bestond het vermoeden,dat ze voorkomen in het stroomdalland-

schap Drentsche Aa (Allersma '79,Grootjans & van Tooren '83),

1.1 Hybridisatie ; polyploidie

Hoewel er bij vele soorten belemmeringen aanwezig zijn die inter-
specifieke kruisingen vrijwel onmogelijk maken of ernstig bemoei-
lijken (varierend van geografische en ecologische iselatiesecha-
nismen tot een non-fitness of verlaagde fitness van de hybride,
zie Stace '75),is hybridisatie toch een wijdverspreid verschijn-
sel . Hybridisatie kan zich op verschillende niveau's afspelen:
tussen ondersoorten,varieteiten ed. (intraspecifteke hybriden),
tussen soorten (interspecifieke hybriden) of zelfs tussen ge-
s#lachten (supraspecifieke hybriden);dit laatste komt echter
zelden voor.In het algemeen kan gesteld worden dat hoe verder
taxa systematisch uiteenliggen,des te groter de barriere zal
zijn voor hybridisatie.De hoogte van deze barriére is echter
zeer verschillend van soortengroep tot soortengroep; zo komen
hybriden in de families Labiatae en lL.eguminosae weinig voor
terwijl ze relatief veel voorkomen bij de families Betulaceae,
Onagraceae,Pinaceae,Rosaceae,Salicacepe en Orchidaceae (stace,
'75);de laatste familie bevat het leeuwenaandeel van alle ge-
vonden intergenerische hybriden.

Zodra de reproduktieve isolatiemechanismen zijn doorbroken,en
dit hoeft maar tijdeliijk of plaatselijk te gebeuren,kan hybridi-
satie plaatsvinden.Of de hybride daarna zich dan ook kan ves-
tigen en/of voorplanten hangt af van diens fitness in bepaalde
(milieu—)omstandigheden;een verlaagde fitness kan eliminatie
van de gevormde hybride tot gevolg hebben in vele stadia,vanaf
zygote tot volwassen plant.Eén van deze fitness-verlagende

faktoren is de gehele of gedeeltelijke steriliteit die de hy-
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bride vaak,maar lang niet altijd,aan de dag legt.Deze sterili-
teit ontstaat vaak door moeilijkheden bij de meiose van de hy-
bride en vindt zijn oorzaak in het feit dat de chromosomen van
de oudersoorten niet of niet geheel homoloog ziin,waardoor de
paring en verdeling daarvan onregelmatig is.Het duidelijkst is
dat in de situatie waarbij de beide oudersoorten een verschil-
lend aantal chromosomen hebben: bij de meiose van de bastaard
zullen dan een aantal chromosomen van de oudersoort met de
meeste chromosomen "overblijven" en willekeurig over de pfevormde
meioseprodukten worden verdeeld,wat meestal lethaliteit tot
gevolg heeft.

Een mamier om aan deze chromosomale steriliteit te ontsnappen
is gelegen in polyploidisatie:als het aantal chromosomen van
beide oudersoorten wordt verdubbeld kan de verdeling altijd
regelmatig plaatsvinden.De zo gevormde tetraploide hybride is
een amphidiploid,dwz. dat beide genomen van de oudersoorten
diploid aanwezig zijnsArphidiploidie is een vorm van allopolyAf
ploIdie:dit zjn pplypiofden waarin er in één of andere vorm
genetisch materiaal van 2’ soorten aanwezig is; ook aneuploiden,
waarbij een gedeelte van de chromosomen is verdubbeld en de
rest in tweevoud,dus diploid,aanwezig is,vallen onder dit be-
grip.Allopolyploidie wordt afgepaald tegen autopadlyploidie
hierbij vermenigvuldigt een bep.taxon zonder tussenkomst van
hybridisatie oid. =zijn chromosoomgarnituur; de polyploid heeft
dan meerdere sets identieke chromosomen.

In sommige gevallen kruist een hybride terug op zijn oudersoor-
ten,meestal op één ervan.Dit verschiinsel leidt tot introgressie:
dit komt er op neer dat genetisch materiaal van de ene soort
via hybridisatie wordt overgebracht naar de andere soort.

De F1 van een hybridisatie is uniform en meestal intermediair
in zijn kenmerken tov. de oudersoorten.Als deze F1 onderling
wordt gekruist of wordt teruggekruist op een der oudersoorten,
zal segregatie van de kenmerken optreden;elke plant zal er
anders uitzien.Op een dergelijke manier ontstaat een zgn. hy-
bridenzwerm,

Het belang van zowel introgressie als de vorming van polyplo-
iden is gelegen in de soortsvorming en evolutie: in beide ge-
vallen wordt genetisch materiaal van verschillende soorten
snel verenigd in een organisme; in geval van veranderende om-
standigheden kan het met "the best of both sides" zich snel
amnpassen.Deze aanpassing zou veel langer duren als ze door

een serie herhaalde puntmutaties moest plaatsvinden.
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Bij meerdere hybridisaties gevolgd door polyploidisatie ontstaat
een zgn. polyploide reeks.Inharent aan zo'n reeks is het feit
dat de soorten die de reeks vormen slecht van elkaar te onder-
scheiden =zijn.Dergelijke reeksen kunnen worden gevonden bij de
hier behandelde J.articulatus-groep;andere fraaie voorbeelden
ziin te véinden in het Holcus lanatus- Holcus mollis-complex

(Zandee, '82) en in het geslacht Dactylorhiza (Orchis).

1.2 Hybridisatie: optreden in ruimte en tijd

Hybridisatie wordt vaak geassocieerd met snelle verandering-
en in het milieu,wat bv.het gevolg kan zijn van ingrijpen van

de mens of van rigoreus veranderende klimatologische omstan-
digheden (ﬁstﬁden).Op deze snelle veranderingen zijn de snelle
aanpassingen,die samengaan met hybridisatie,b!ijkbaar een goed
antwoord.7o melden Anderson & Stebbins (' )het voorkomen van
hybridezwermen in Nieuw-Zeeland na de introduktie van varkens
en paarden,wat nieuwe niches op zpw leveren,en het feit dat
veel polyploiden zoals bv.Salix,Betula,Poa en Vaccinium in het
Pleistoceen (ﬁstﬁden)zﬁn ontstaan of gevestigd.Hybridisatie
die het gevolg zou zijn van het ingrijpen van de mens of van het
beheer dat hij voert,zou een indicatiewaarde kunnen geven vanm
de ecologische gevolgen van dat ingrijpen of beheer.De eisen
die een organisme aan ziin omgevkng stelt,mogen verwacht wor-
den net als alle andere eigenschappen gecodeerd te worden door
genen.Aangezien dan ook verwacht mag worden,dat een uniforme
F1-hybride generatie globaal intermediaire eisen stelt tov.
die van de oudersoorten,en dat ook F2- em verdere generaties
verwacht mogen worden zich tussen die uitersten te begeven,mas
verondersteld worden dat,als op een hepaalde plaats soort A
groeit,die op een gegeven moment vergezeld wordt van diens
hybride AB, dan het milieu is veranderd in de richting van die
omstandigheden die sonort B prefereert.Dit wordt wel de "hybri-
disatie van het milieu” genoemd.(Anderson,‘hB)

In dit licht bezien wordt het verschiinsel hybridisatie niet
alleen voor genetici en systematici -ateressant,maar is het

ook van belang voor de ecologie en het.natuurbeheer.



1.3 Hybriden en elektroforese

Elektroforese is een geschikte methode om het voorkomen van
hybriden . aan te tonen (zie Stace,'?S).Als de twee ouder-
soorten voor een bepaal!d enzymlocus een bepaald allel gefixeerd
hebben,zal de hybride soms een simpele optelling 2zijn van deze
patronen, en soms zullen er nteuwe bandjes gevormd worden door
het samenvoegen van verschillende monomeren bij polymere enzymen.,
("hybrid enzymes" )

Mitra & Bhatia ('71) gebruikten elektroforese-patronen om
hybriden in de Tricinae te illustreren.

De toepassing van elektroforese is zeer geschikt om grote aan-
tallen hybriden tegeliikertijd te scoren als eenmaal een goed,
diagnostisch enzymlocus is gevonden.De procedure is minder om-
slachtig en tijdrovend dan het van elke plant de chromosomen
tellen.Het zekerst is de methode als de twee methoden vooraf

met elkaar gecorreleerd kunnen worden.



2 INLEIDING JUNCUS-DEELONDER7.0OEK

2.1 Nomenclatuur en onderlinge relaties van soorten binnen

het J.articulatus-aggregaat

2.1.1., Nomenclatuur

De naamgeving van de verschillende soorten binnen het J.arti-
culatus-aggregaat vertoont chaotische trek jes daar natiemual

en zeker internationaal - verschillende opvattingen bestaan
omtPent het soortsbegrip in deze "moeilijke"' soortengroep.

De verwarring spitst zich vooral toe op de soort J.alpinus,de
riinrus (Zandee,'82).

De in Nederland gebruikelijke naamgeving (Heukels & v,Qoststroom,
'77) verenigt de duinrus (J.anceps) en de rijnrus (J.,alpinus)
tot één soort met twee ondersoorten,die benoemd worden als resp.
J.alpino-articulatus ssp.atricapilius en J.alpino-articulatus
ssp.arthrophyllus.

Snogerup voert in de Flora Furopaea 3 ondersoorten aan van
J.alpinus,resp.subsp.alpinus {dit is de ondersoort die ook oa.
in Nederland voorkomt),en de tot Scandinavié heperkte ssp.al-
pestris en ssp.nodulosus.Over het aantal ondersoorten vam d:«ze
variabele soort is de discussie nog in volle gang (Himet-Ahti,
'80N) .00k is de status van de ondersoorten nog aan twijfel onder-
hevig,wat vooral voor de ondersoorten nodulosus en alpestris
geldt,door het voorkomen van overgangspopulaties en afwijkende
individuen( pers. corr.Snogerup,‘82).Ditzelfde geldt overigens
ook allemaal voor de uiterst veelvormige J.articulatus.

Zandee gebruikt vrijwel dezelfde nomenclatuur als Snogerup,maar
gebruikt ipv.de soortsnaam alpinus de soortsnaam alpinoarticu-
latus.

Het is duidelijk dat de wijze van naamgeving invloed heeft op die
van de hybriden en op ket aantal daarvan.Z7o levert het Fgebruik
van de soortsnaam alpino-articulatus in de zin van Heukels &
v.U0oststroom 1 hybride op voor de bastaarden rijnrus x zomprus
en duirus x zomprus, nl.J x buchenaui.Ook Stace ('7§) gebruikt
deze nomenclatuur bij ziin beschrijving van de hybride Junci.

Het verdient dus aanbeveling om de oudersoorten te vermelden
wanneer er een hybride wordt beschreven die afkomstig is van
J.alpinus of J.alpino-articulatus.

In het volgende zal gebruik gemaakt worden van de nomenclatuur

volgens Snogerup.



2.1.2 Hybriden binnen en buiten het aggregaat

Zowel binnen de J.articulatus-soortengroep als tussen deze
soortengroep en andere verwante Junci bestaat een groot scala
van hybriden.Vooral J.articulatus is veelvuldig bij de hybri-
disaties betrokken.

Binnen het agregaat bestaan er hybriden tussen J.articulatus
en J.acutiflorus (=J.x surrejanus,Heukels &v Ooststroom,'77,
Stace '75,7andee '82);0p deze hybride is dit deelonderzoek toew
gespitst;J.alpinus alle subspecies x J.articulatus (Zandee 'R2,
Riebe '78,Snogerup in Flora Europaea,'&O),J.anceps x J.articu-
latus (Heukels & v.0oststroom,'77,Zandee '82,Snogerup '80),en
de zeer zeldzame J.acutiflorus x J.alpinus (J.x langii; West-
hoff ea.,'73),nog bekend van 1 groeiplaats in Nederland.
Verder ziin er hybriden bekend van J.articulatus x bulbosus
(Snogerup '60),J.striatus x J,articulatus (Snogerup '82)en
wellicht nog meerdere;verder hybridiseert J.alpinus met J.cana-
densis (Snogerup,pers.corr.'82).

Aangezien J,alpinus s.l.,J.anceps en J.acutiflorus een chromo-
soomaantal van 2n=40 (dit aanta! komt het meestal voor bi de
Junci-groep Septati) en J.,articulatus en J.canadensis 2n=80,
hebben de Juncus-hybriden uit deze groep allen 4O chromosomen,
behalve die van de laatst genoemde twee,wiens Fi-hybriden met
2n=40-soorten 60 chromosomen zullen hebben.

De hybride J.x surre janus heeft 60 chromosomen,is intermediair
wat betreft de uiterlijke verschijning tussen de oudersoorten

en is over het algemeen steriel,ze is dus aangewezen op vege-

tatieve verspreiding (Stace,'qs}Otzen '7q).

2.1.3 Hypothese wvan Riebe

Naae aanleiding van het verloop van de meiose bij de hybride
J.alpinus ssp.nodulosus.x articulatus,waarbi ong.20 .bivalenten
en 20 univalenten worden gevormd,kwam Riebe.tot. de. hypothese
dat J.articulatus zZelf wvan hybride komaf is,nl.een tetraplo-
ide afstammeling van de kruising J.alpinué ssp.nodulosus x
J.acutiflorus (Riebe,'78).Dit houdt dus in dat het hele genoom
van zowel J.acutiflorus als van J.alpinus in de tetraploid

J artlculatun wenwezig is Dit heeft,mits waar,grote consequen-
ties voor het verdere verloop van dit onderzoek.

Snogerup (pers.corr,'82) suggereert,dat iets dergelijks aan de
hand zou kunnen zijn bjj J.canadensis,die een genoom van J.al-

pinus zou kunnen bezitten.Deze gegevens bijelkaar leveren een
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vrij ingewikkeld web van onderlinge verhindingen van de betrok-

ken Junci op,wat er schematisch alsvolgt uitziet:

J.acutiflorus———pJ.x 1anpii(———-J al1pinus ——opa Fx?? g — ?
(veldrus 2n=40) (2n -50) (runrus 2n= hO)

Je.x surrejanus

(2n=60) ‘\ "";Olynfvldlsa)tle)--_ SNEY

J. artlculatus J.canadensis

(zomprus, 2h R0)
2n=60) x 7

J. ancepq J. bulbosus J.striatus

(duinrus,2n=40 (knolrus,?n:ho)

( X :bastaard)

2.2 Genetische complicaties door de mogelijke . allotetraploidie

van J.articulatus

De volgens de theorie van Riebe veronderstelde afstamming van
J.articulatus heeft consequenties voor berekeningen van gene-
tische grootheden nav. de elektroforese,zoals dit in dit onder-
zoek is gebeurd.

Allereerst zijn er moeilijkheden bij berekeningen van genfrequen-
ties,heterozygntie en polymorfie-index.Bij aanname van de allo-
tetraplidie-theorie heeft dat tot gevolg dat alle loci in twee-
voud gerekend moeten worden daar ze dubbhel aanwezig zijn,maw.

1 monomorf locus worden er twee en &én varierend locus telt
ook voor twee;deze loci zijn dan resp. afkomstig van J.acuti-
florus en J.alpinus.Dit levert nog geen discrepantie op; dit
gebeurt echter wel als de twee soorten voor een bepaald locus
elk op een verschillend allel ziin gefixeerd: J.articulatus zal
dan altijd het heterozygote patroon bezitten,"homozygoter dan
dit kan niet bereikt worden".Dit wil zeggen,dat er dam ipv.

1 varierend locus gerekend moet worden met twee monomorfe loci.
Nog moeilijker wordt het als &én soort voor een bepaald allel
is gefixeerd,terwiijk de andere varieert.Bjj J.articulatus =zal
dan een soort "halve" variatie hebben,die in de praktijk niet
te onderscheiden blijkt van "gewone" variatie.Dit laatste werd

dan ook noodgedwongen verwaarloosd.
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Een tweede moeilijkheid doet zich voor bij het berekenen van de
genetische afstand tussen twee taxa en de daaraan gelieerde

tijd die verstreken is sinds die twee taxa zijin uiteengegaan:

bij het berekenen van de genetische atstand D kan de al beschre-
ven correctie worden ingevoerd,maar bij het berekenen van de tiid

sluipt er een fout in de berekening (zie figuur).

Dapr
L a
' s DRkT/A(,u,
N
! \ 1
p Darrraou i N
] +
ART %CU :D t
N T 0
lN(F
-_— - ¥
N aur/acu

In normale fFevallen berekent men t door de lineaire betrekking

met D (zie Nei,'}S),in deze figuur is dat te zien voor de af-
stand tussen J.anceps (ANC) en J.acutiflorus (ACU).

Stel dat J.articulatus op tiidstip g¢is ontstaan uit een bas-
taardering tussen J.acutiflorus en J.alpinus (ALP).Zou men diiwra&h
feit negeren en met dezelfde betrekking tussen D en t werken pow - Ag
dan komt men tot de t'-waarde,die fout is.Uit de figuur valt

af te lezen dat de tiid,verstreken sinds J.articulatus ontstond

tart niet evenredig is met de afstand tussen ACU en ART,maar



maar met de afstand D die we niet in handen hebben.

’
We kunnen zien dat dea:;stand tussen ACU en ALP te verdelen

valt in twee afstanden:de afstand van ACU tot het "theoretisch
midden" en die van ALP tot dat middelpunt.Als dat vergeleken
wordt met de afstand Dart zien we dat we hier alleen de afstand
van ART tot het theoretisch midden hebben,dit is dus een "halve"”
genetische afstand.Om dezelfde lineaire betrekking tussen .t

en D te handhaven,moeten we dus tweemaal de afstand n apt nemen.
We weten nu:

1) de tiid verstreken sinds ACU en ALP spiitsten t is:
acu-alp
t =C .,
acu-alp acu-alp en
2) tartz c.z.Dart
ofwel tacu-aiz ta:rt
D N I o L -2—1)— TC
acu-alp ‘Tart

Dit geeft samengevoegd:

t - .2.D
acu-alp art
3) t =
art D
acu-alp
Nu hebhben we Dart niet,maar uit de figuur is te zien dat de
helft van de afstand tussen Al.P en ACU D geliik is aan

acu-alp
de afstand Da plus de afstand tussen ACU en ART D

rt acu-art,
1 — SRt .
L) 2Dacu-alp—Dart+ Dt _acu of makkeliiker:
= 1 -
Dort™ 2Dacu—alp Dacu—art

Invullen van 4) in 3) geeft:

)

2. ( %Dacu-alp " Dacu-art =

t » .
acu-alp

art =

D
acu-alp

- 4
.

. )
tacu-alp Dacu-aln acu-alp ]art—acu =

Dacu-alp
2.t b
t _ acu-alp "acu-art
acu-alp (5)
acu-alp
Invullen van 1) in 5) geeft dam:

2.c.D D

acu-alp' acu-art
t = c.D - D -
art acu-alp acu-alp -
= c.D - 2c¢.D
acu-alp acu-art =
t = c.( 2.D )

Dacu-alp- agu-art’
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Dit wil zeggen dat om uit te rekenen hoelang het geleden is
dat J.articulatus ontstond men de gegevens dient te hebben van
de oudersoorten,J.acutiflorus en J.alpinus,in dit gewal ssp.

nodulosus, naast gegevens van J.articulatus zelf.

2.3 Ecologie van de soorten J.articulatus,J.acutiflorus en

van J.x surrejanus

Beide soorten hebben een voorkeur vonor wat vochtbge terreinen.
Terwijl J.,articulatus op allerlei terreinen wel voorkomt die

aan deze voorwaarde voldoen,dwz ook op flink gestoorde terrein-
en, lijkt J.acutiflorus optimaal voor te komen in zgn.beekbege~
leidende gem~enschapmnen (Westhoff & den Held,'69);de versprei-
ding van J.,acutiflorus 1lijkt hier te ziin gecorreleerd aan het
voorkomen van oppervlakkig afstromend grondwater.In het stroom-
dal van de Drentsche Aa leidt dat meestal tot het feit dat de
veldrus op de rand van het beekdal groeit,waar het afstromende
grondwater het dal binnentreedt (Everts,Grootjans & de Vries,
'80) .Dichter naar de beek toe verdwiint ze uit de vegetatie,
terwijl J.articulatus hier nog wel voorkomt.Aggregaten van wat
vermoed wordt J. x surrejanus te ziin komen in dit stroomdal
vaak voor vlak naast of gedeeltelijk tussen aggregatem van J.
acutiflorus,meestal aan de beekzijde tov.laatstgenoemde.Gezien
de theorie van Aaderson ('48),die inhoudt dat Fl-hybriden ver-
wacht mogen worden op plaatsen die intermediair zijn tov. de
groeiplaatsen van de oudersoorten in ecologisch opzicht, lijjkt
dit geen onlogische situatie.

Op plaatsen,waar de beide soorten direkt naast elkaar voorkomen,
zoals in het stroomdal van de Drentsche Aa blijkt het moeilik
om de drie taxa vegetatiekundig van elkaar te scheiden (Blok &
Langbriek,'810; alle drie komen ze voor in Calthion-vegetaties;
J.acutiflorus en J x surrejanus kunnen allebeide voorkomen in
Calthion-vegetaties die vrij schraal zijn tot die met een duide-
lijke invloed van het Filipendulion (rijkere situaties), terwijl
J.articulatus zowel in Calthion- als in kleinevzeggenvegeta-
ties voorkomt.De overlap in groeiplaats is daardoor groot.

Niek Bakker. ('R1) vond een lichte voorkeur van J.acutiflorus
inélusief ev. J.Xx surrejanus-ex-mplaren voor de wat drogere,
zuurdere en over het algemeen wat armere plaatsen wat betreft
N,P en K ten opzichte van J,articulatus.Tevens zou J,acutiflorus
op meer zandige substraten voorkomen als J.articulatus,die op

hoofdzakelijk veenbodem groeit in dit gebied;dit verband kan
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echter ook interfereren met de waterhuishouding ter plaatse
(de venige bodems liggen dichter bij de beek en zin dus natter,
terwijl op de hoger gelegen gronden het veen uitwigt tegen
zand van het plateau).

Gezien de overlap in ecologische eisen is het moeilijk om een
"hybridisatie van het milieu" aan te wijzen die verantwoorde-
litk zou kunnen ziin voor het optreden van de hybride; de meest
aannemelijke verklaring zou kunnen zijn dat de hybride gebruik
maakt van ruimtelijke overgangen tussen nat en droog.

De beschriiving van de ecologie van de drie taxa wordt boven-
dien flink gestoord door moeilijkheden bij het 'vinden van een

goed,sluitend determinatie-kriter :ium.

2,4 Doelstellingen

De belangrijkste doelstelling van dit deelonderzoek was .em dmv.
elektroforese een zodanig enzymlocus te vinden,dat de 3 taxa
met een betrouwbaarheid van 95% kon differentieren( een dia-
gnostisch enzymlocus).Gewamend met zo'n enzymlocus is het vrij
simpel om voor vrij grote oppervlakten vast te stellen of er
sprake is van het hybride taxon J.x surrejanus; dit zou ook
de beschrijving van de ecologie van de drie taxa aanmerkelijk
vereenvoudigen.

Een tweede doelstelling was vast te stellen,of er inderdaad
sprake was van dit hybride taxon in het stroomdallandschap
van de Drentsche Aa.

Voorts werd geprobeerd om een uitspraak te doen over de hypo-
these van Riebe (de hybride afkomst van J.articulatus) dmv.
de verkregen elektroforese-resultaten,en over de ingewikkelde
relaties die de soorten van deze "moeilijjke soortengroep" met

elkaar hebhen.
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3 MATERIAAlL EN METHUDE van het vuncus-deelonderzoek

3.1 Soorten en wijze van bemonsteren

De voor dit onderzoek gebruikte planten behoorden tot de

taxa Juncus acutiflorus, J. articulatus, <. anceps, ..alpinus
subspp. alpinus, nodulosus en alpestris en verder de hybridén
J., alpinus subsp. alpinus x articulatus, J. alpinus subsp.
nodulosus x articulatus alsmede exemplaren die op grond van
morfologische, macroscopische kenmerken vermoed werden tot
het hybride taxon J. x surrejanus te behoren.

De individuen werden alsvolgt gemonsterd:

Uit populatie A : J.articulatus no.Rt,/m 4
B : J.articulatus no.5 t,m 8§
C : J,articulatus no.9 en
Jo. anceps no. 1 t,m 3
: J,articulatus no., 10

E : Jearticulatus 13 t/m 13,

c

J.anceps no. 4 en 7 t/m 9 plus 2 ex. die bijj
nadere beschouwing niet tot é4n der beide taxa

waren te bestempelen, wellicht hybriden

F s J.acutiflorus 19 t;m 24 en
J.x surrejanus no. 1 t,m 9

G.: J.acutiflorus no. 1 en 27 t,m 30

G J.acutiflorus no. 25 en 26

H : J.acutiflorus no, 2 t/m 12

I : J.acutiflorus no. 13 t, m 18

K @ Jearticulatus no.14

L : J, articulatus no.15 t/m 19

M : J.articulatus no., 20 t/m 23
J.anceps no, 10

N : J.anceps 10 t;m 13

BE: J,acutiflorus no.31 en
J.alpinus subsp. alpinus no. 1

Z¥ :J.anceps 16
J,alpinus subsp. alpinus no. 2 en 3
J.alpinus subsp. alpinus x articulatus 1 t, mb
‘J,alpinus subsp. nodulosus no.2 en 3

J.alpinus subsp. nodulosus x articulatus 1 en 2
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populatie NHUu $ J.alpinus subsp. alpestris no.?}
NRW2 : J.alpinus subsp. nodulosus no.}

Voor de exemplaren genoemd onder £W ( Zweden) is het niet ze-
ker ot ze inderdaad uit €é4n populatie kwamen of wit meerdere,
die dicht bijeen lagen.

beze poulaties groeiden op de volgende locaties:

A- op een zandpaaxdje in Hortus de Woltf,Haren.Van de betrokken
soorten @alleen J.articulatus aanwezig.

B- op de afsluitdijk van de Lauwerszeepolder; op een strook met

kwel tgv. het dijklichaam; alleen v.articulatus.

C- op de ijsbaan van S5chiermonnikoog; dit is een natte duin-
vallei bij het dorp (losterburen.Mengpopulatie van v.articu-
latus en u.ancEps.

D- zie onder B, élleen een eind je verder op de dijk.

E- in een zandwinning op ochiermonnikoog.Mengpopulatie van
J.articulatus en J.anceps, in de monstername zaten enkele
dubieuze overgangsvormen.

F- Hoxrnbulten, stroomdallandschap bLrentsche Aa .Mengpopulatie
van v.acutiflorus en u.x surrejanus op de hoger gelegen ge-
deelten van het dal en J.articulatus dichter bij de beek.

Gj- de Strengen, 2zuidzijde van de Drentsche Ag.Populatie van

J.acutiflorus: J.articulatus werd niet gevonden maar zal
zeker aanwezig zijn geweest.Evenals H een nat hooiland.

G,- zie G maar aan de noordkant van de beek.

. )

H3 Zeegselloopje, stroomdal van de Drentsche Aa.Populatie op
nat hooiland van J.acutifliorus en wellicht J.x surrejanus.
Evena:ls bij de populaties F,Gﬂ,Gz,en I treedt J.acutiflorus
hier aspektbepalend op.

I- perceel Roodzanden, Zeegse, stroomda:l Drentsche Aa.Meng-
populatie van J.acutiflorus en J.articulatus in een meng-
vorm van dotterbloemenweide eh kleine-zeggen-gemeenschap.

K- Eén groot exemplaar van J.articulatus in een sloot temidden
van cul tuurlandschap, Xerklaan,Haren.

L- Slootkant tussen Nes en de Briksduinen,Ameland.Onbegroeid
behalve enkele exemplaren van J.articulatus,J.bufonius en
J.effusus,

M- Slootkant in 't Oerd, Ameland; mengpopulatie van J.anceps
en J.articulatus.

N- in een duinvallei in 't Oerd,Ameland.In een orchideeenrijke
knopbies-vegetatie.

BE- Kalkmoeras bij Mol,Belgié.Geen verdere gegevens beschik-

baar.
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ZW- Zweden; Skﬁne, par. Lyngsjo; in een kalkmoeras bij het
meer Lyngsgjon.
NRHH— Noorwegen, Lom,Geen verdere gegevens,

NRWZ- Noorwegen, VSgS.Geen verdere gegevens.,

Alle junci, verzameld in Scandinavié, hoofdzakelijk behorend
tot J.axlpinus s.l.,werden gedetermineerd en opgestuurd door
dr.S. Snogerup, voor wiens hulp ik dan ook zeer erkentelijk
ben.

De planten werden opgekweekt in een mengsel van 2 delen blad-
aarde op ¥ deel zand,behalve J.anceps,die werd opgepot in
grond bestaande uit 1 deel bladamrde op 31 deel zand.

Alle planten werden in een zgn."koude kas" geplaatst; de tem-
perattuur volgt hier de buitentemperatuur, met dien verstande
dat wordt bijgestookt als de temperatuur onder 10°C zakt.

De verlichting bestond uit hoofdzakelijjk daglicht,bjjverlich-
ting vond plaats tot een minimum van 15 uur per etmaal licht

werd bereikt,en bij donker weer,
3.2 Materiaal en methode der laboratoriumproeven

3.2,1 Chromosoomtellingen

Van een negental exemplaren-ART 10,ART 20,A6U 10,ACU 28 en

5 exemplaren van de vermoede hybride J.x surrejanus- werden
tellingen verricht van het aantal chromosomen,met het doel
vast te stellen of er inderdaad sprake was van bastaarden bijj
de junci die verzameld waren op de Hormbulten.

Hiertoe werden van elke te tellen plant in het groeiseizoen
(1ente-vroege zomer '82) ongeveer 10 frisse, groeiende wor-
teltopjes afgeknipt, die vervolgens gedurende 2 uur in een
colchicine-opliossing van 0,1% werden gedompeld.Daarna werden
ze gefixeerd in zgn. Carnoy-oplossing,di. 3 delen alcohol abs.
ofwel ethanol op 3 deel ijsazijn.De fixatie vond plaats tot de
dag van de eigenlijke telling,maar minimaal gedurende 31 nacht.
Worteltopjes in het fixatief werden in de koelkast bij 4°c op-
geslagen,

Vliak voor de telling werden de topjes uit de Carnoy-oplossing
gehamld en gedurende 25 min. gehydrolyseerd in een 5M-HC1l op-
lossing .Daarna werden ze even gespoeld in leidingwater en
vervolgens ongeveer 3 uur gekleurd met een fuchsine-(pararos-
aniline-) oplossing, en wel in het donker in de koelkast.

Na deze behandeling werd gedurende 10 min. gespoeld in gewoon
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leidingwater,

Vervolgens werd het uiterste puntje van het worteltopje in
een druppel 454 azijnzuur gelegd op een objectglaasje,en werd
een "sqash"-preparaat gemaakt door dit uiterste puntje zoveel
mogelijk uiteen te rafelen, een dekglaasje aan te brengen en
dmv. zacht jes met de achterkant van een prepareernaald te
tikken en ev. drukken te proberen het materiaal onder het
dekglaas je zoveel mogelijk te spreiden en de metafase-platen,
die zich vrijwel uitsluitend voor het tellen lenen,zo vlak
mogel ifjk te krijgen. '

De tellingen werden verricht op een binoculair bij een vergro-
ting van 1000x.Van elk topje werden in principe 5 metafase-~
platen geteld.

De tellingen waren in het algemeen globaal,dwz. dat niet bijj
elke telling de uitkomst een exact veelvoud is van het basis-
getal x=20.Bjj de meeste tellingen "missen" er één of meerdere
chromosomen.Door naar boven af te ronden kan men echter wel
een goede indruk krijgen of een individu 40,60 dan wel 80 chro-
mosomen heeft (resp. de aantallen van J.,acutiflorus,J.x surre-
jar nus en J,articulatus).

2oms werden de preparaten semi-permanent gemaakt door nagel-
lak langs de randen van het dekglaasje aan te brengen; zo

nodig werden de metafaseplaten gefotografeerd.

3.2.2 Elektroforese
&) Gebruik en samenstelling van de buffers

Voof zowel de bereiding van de gels als de eigenlijke elektro-
forese werd gebruik gemaakt van enige verschillende buffer-
oplossingen.,De gebruikte buffers voor de gel waren dezelfde
als die in de eigenlijke elektroforese.

Deze buffers waren:

pH 43 : 0,025 M citroenzuur op pi gebracht met NaHPO,

pml 6 : 0¢05 M maleaat,op pH gebracht met tris™
PH 7 : 0,% M citroenzuur op pll gebracht met tris®
ﬁﬂxé . 0,5 M boorzuur op.pH gebracht met tris®
PH 9 : O, M boorzuur op pH gebracht met NaOH

tris is trishydroxymethylaminomethaan (=aminomethylidinitri-

methanol) ; ChHthoj
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Welke buffer werd gebruikt hing af van het te testen enzym.

Om na te gaan bij welke buffer het resultaat voor een bepaald
enzym optimaal was,wWwerd enkele malen "proefgedraaid"”.0ok werd
gebruik gemaakt van resultaten uit Kik& de Vries (1980) .

Tevens werd getest of de resultaten het beste waren bij het

op de linkerrij origins opbrengen van het extract(b) of bi het
rechts op de gel aanbrengen (R).In onderstaande tabel staan

de optimale buffer en de beste zijde voor het opbrengen ver-
meld.Bij de elektroforese werd altijd de "ideale" buffer gebruikt
en meestal ook de beste zijde van de gel.Dit laatste werd echter

om praktische redenen wel eens genegeerd.

Tabel 1 Optimale buffer, gel en zijde van opbrengen van het

extract op de gel voor de verschillende enzymen.

enzym buffer pH gel links of rechts
AcPh 9 6%PAA L of R
ADH 6 6%PAA (R)
Aldox 9 6%PAA L
AMY 8 4%PAA+zetmeel beide
EST 6 6%PAA R
"FBO"™ 9 6%PAA R
F1,6dP 7 6% PAA R
FUM 7 6% PAA R
GA3PD 6 6%PAA R
GDH 6 6%PAA L
Glyc.O0x. 9 LEPAA (L)
GOT 7 6%PAA L
G6PD 7 6% PAA 1,
GPI 6 6%PAA R
INDH 7 6%HPas L
LAP 7 6%PAA R
MDH 7 6%HPAA L of R
ME 6 6%PAA R
Perox. 7 6%PAA L
6PGD 7 6%PAA L
PGM 7 6%PAA R
ShDH 6 6%PAA L
TO 9 6% PAA R
XDH L3 L% PAA R

Uitleg:zie tekst



b) bereiding vam de gels

Voor de elektroforese werd gebruik gemaakt van polyacrylamide-
gels,bereid met meestal een 6% acrylamide oplossing.Alleen
voor amylase (AMY), xanthinedehydrogenase (XDH) en glycolaat-
oxidase (Glyc.Ox.) werd gebruik gemaakt van een minder dichte
gel, nl., een 4% polyacrylamide (PAA) gel.Hiermee kan een betere
scheiding worden verkregen bij enzymen die niet ver van de
origin migreren.

De 6%-gels werden alsvolgt gemaakt:

36 ml cyanogum-opl (di. 95% acrylamide en 5% N,N'methyleen-
bis-acrylamide), ¥26 ml demi-water en 18 ml buffer van een bep.
pH (die voor elk enzym verschillend is) werden gemengd in een
rondbodemkol1f en gedurende 10 min. ontlucht op een filmver-
damper.

Daarna werd 25-30 mg ammoniumpersulfaat (APS) en ong. 0,25 ml
NNN’N'-tetramethylethyleendiaminev(TMED) tvegevoegd, waarna
de polymerisatie start.Na even zwenken werd het mengsel snel
in een van te voren klaargezette mal gegoten; hierin vond de
polymerisatie bij kamertemperatuur en in het licht plaats.De
gel in wording bleef in de mal staan tot 10 4 15 minuten na
het optreden van de eerste troebeling en vervolgens werd de
gel uit de mal gehaald en gedurende minstens een half uur 'ge-
spoeld” in 1 liter 10x verdunde buffer, in een bak op een
schudmachine .Eventuele opslag vond plaats in de koelkast bjj
4°C in dezelfde verdunde bufferoplossing.

De bereiding van de 4%-gels was identiek met die van de 6%-
gels; alleen werd hier uitgegaan van 24 ml cyanogumoplossing,
138 m] aqua: demi en 18 ml van de desbetreffende buffer.

Aan de gels voor amylase werd aan het voornoemde mengsel nog
ong.0, 5# ( di. ongeveer 1 ml) van een opgekookte verzadigde
zetmeeloplossing toegevoegd en evenredig minder agua demi.
Welke bufferoplossing in de gel werd gebruikt alsmede welke
concentratie a cryla: mide valt voor elk enzym af te lezen in

tabel V1.
c) voorbehandeling van de planten en het maken vam het extract

Voor het bereiden van het extract werd ongeveer 0,4 gram plant-
materiaal per plamt afgeknipt, bestaande uit zo fris groen
mogelijke, liefst nog groeiénde blad- en stengeldelen.Dit werd
zo fijn mogelijk geknipt en per plant afzonderl#k in een mor-
tiertje gedaan.Na toevoegen van een spatelpunt je Polyclar AT

werden mortiertjes met inhoud samen met de bijbehorende stam-
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De volgende ochtend werd het plantmateriaal direct uit de
vrieskist zo fijn mogelijk gewreven; toegevoegd werd ongeveer
0,4 m1 mercapsoethamol-oplossing ( 0.5 ml als het materiaal
erg vezelig was) .De mercaptoethamnol-oplossing bestond uit
0.4 ml mercaptoethanol, 8,6 ml demiwater en 1%,0 ml van een
bufferoplossing, die zo goed mogelijk paste bij de buffers ge-
bruikt in gel en elekroforese-apparaat, meestal was dit de
tris~citraat buffer (pH 7).Na.nog eens goed wrijven werd het
mengsel gecentrifugeerd bij ong. 5000 rpm. in een voorgekoelde
centrifuge, dit gedurende 10 & 75 minuten.Uiteindelijk werd

het supernatamt op de gel gebracht (zie verder).
di de eigenlijke elektroforese

Bij de elektroforese werd gebruik gemaakt van Shandon zgn.
horizontaal-apparaten, die voorzien zijn van waterkoeling.

In de twee compartimenten vam het apparaat werd eerst 600 ml
bufferoplossing gebracht (300 ml per compartiment).Daarna

werd de gel op maat gesneden en op de koelplaten gelegd;

gel en koelplaten werden gescheiden door een stukje "parafilm®*.
De toegevoegde buffer was identiek met die,welke in de gel
werd gebruikt.Alle in het etektroforese-apparaat gebruikte
buffers werden onverdund toegepast;: alleen de tris-citraat-
buffer (pH7) werd eerst Ix verdund.

Vervolgens werden twee vlieseline-stroken aangebracht,op elke
kant van de gel één, die met de ene zijde op de gel, en met de
andere zijde in de buffer rustten.

Alvorens het extract werd opgebracht,werd gedurende minstens
een half uur "voorge&lektroforeerd” bij 250 V.Daarna werd een
beet je broomfenolblauw in de origins gebracht, en zolamg ge-
elektroforeerd, dat deze stof net uit de origins was verdwenen.
Damrna: werd het supernatant uit de centrifugebuisjes in duplo
in de origins gebracht;vervo'gens werd zolang ge&lektroforeerd
bij eveneens 250 V dat de broomfenolblauw ongeveer ¥0 cm over
de gel was gemigreerd.Afhankelijk van de gebruikte gel en buffer
duurde dit 24 tot 4 uur.

e) kleuringen en manier van scoren

Na de "eluctrforetic run” werd de gel in twee gedeelten ge-
sneden en gekleurd volgens de "recepten" wvan Shaw & Prasad(l970)
Wijzingen in deze kleuringen zoals die staan vermeld in van

Dijk & van Delden (1981) werden overgenomen.Voor de vo'lledig-
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heid staazn de toegepaste "recepten" vermeld in appendix 1.

Na de kleuringen werden de gevormde isozym-patronen op het

oog, dus niet met behulp van een spektrofotometer oid.,gescoord
en geinterpreteerd.Deze interpretatie =zou eigenlijk gepaard
moeten gaan met kruisingsproeven om het gepostuleerde gene-
tiche model te verifi&ren; ivm. tijdgebrek is dat bij dit onder-

zoek niet gebeurd.
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4 WAARNEMINGEN
4.3 Zymogrammen bij de junci en interpretatie daarvan

In het volgende worden de isozym-patronen beschreven die bij
de junci werden gevonden en wordt tevens geprobeerd een }o-
gische genetische verklaring te geven voor deze patronen.
Contrdle in welke mate de gepostuleerde verklaring in over-
eenstemming is met de werkelijkheid dmv. kruisingsexperimenten
heeft niet plaatsgehad; enige voorzichtigheid bij de resultaten
is dus geboden.
In de volgende schetsjes van de zymogrammen hebben de pgebruik-
te symbolen de volgende betekenis:

‘ : een scherp omlijnd, bandvormig patroon

3 een 7wak, maar.  scherp patroon

[]: een niet scherp omliinde, diffuse vlek met sterke akti-

viteit

3
Hl

.-

- idem maar met zwakke aktiviteit
Op de horizontale as staat de afstand tot de origin vermeld}
deze getallen gelden als het broomfenolblauw 10 cm heeft af-

gelegd.

"zure fosfatase (AcPh)"

De enzymkleuring zoals die staat gegeven voor AcPh viel het
beste uit bij gebruik van gel- en elektroforesebuffer Na-boraat
met pH 9,0.Waarschijnlijk is hier dam ook Riet sprake van een
zure-,maar van een basische fosfatase.Het patroon bestaat uit
3 vliekken op resp. 12, 32 en 54 mm vamaf de origin.Het be-
treft hier waarschijnlijk 3 loci waarvan er minstens b varieert;
im verband met de vaagheid van het gevormde patroon is dit

enzym bij de verdere berekeningen niet meer betrokken.

alcoholdehydrogenase (ADH)

gevonden patronen:

100
3

| (2% mm)
! (20 mm)
l (h7 mm)
m (17-20 mm)
| (14 mm)
(| (14-17 mm)
Der vlekjes hadden de grootste aktiviteit in het midden en aan
de randen.

Interpretatie: 1 locus met 4 allelen: het U (ultrafast)—mllel
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op 2% mm, het F {(fast)-allel op 20 mm, het I (intermediate)-
@llel op 17 mm en het S (slow)-allel op 14 mm.De vlekjes zijn
resp. de IF en SI-heterozygoten.

Het enzym is meestal een dimeer (bv.Roose & Got]ieb,ﬂ975/‘76);
uit deze gegevens blijkt dat het in ieder geval een po.lymeer
is.

aldehvdedehydrogenase (=aidehydeoxidase)(Aldox)

Er werd maar 1 soort patroon gevonden:
100
-k

| | ( resp. 13,20 en 32 mm)
De eerste en de laatste band ontbreken nog wel eens.
Inqerpretatie: 7 loci, die alle drie monomorf zjn voor alle
onderzochte soorten.
amflase (AMXl

De isozym-patronen verschijnen ails ophelderingen in de blauw-

xwarte gel .Er werd maar één soort patroon gevonden:
100

[ (5 mm)

Interpretatie: % locus; intra- noch interspecifieke variatie.

esterase (EST)

Bij de EST-kleuringen verscheen een wirwar van oranje vlekjes

en bandjes op de gel,waarschijnlijk minstens 5 loci,waarvan 2

of 3 met variatie,inclusief O-allelen.Ivm. de grote complexi-
teit van het patroon en dus de vele onzekerheden bij de gene-
tische interpretatie daarvan zonder kruisingsproeven zijn deze

patronen verder niet in het onderzoek opgenomen.

"fast-black-oxidase" ("FBO")

Dit patroon verscheen als gevolg van een tweetal mislukte
LAP-kleuringen,waarbij de pi van de gebruikte buffer te hoog
was , nl1.9,0 , en verzuimd werd te spoelen met boorzuur bij
de kleuring(zie appendix 1) .Itt. de LAP-kleuringen verschenen

hier rode vlekjes op de gel,en wel alsvolgt:

100
C (45-49 mm)
0o 0O (35-38 mm;45-49 mm)
O . (35-38 min) ' ‘
0O O iy (35-38, 45-49 en 67-69 mm)

Aangezien het vlekje op 67-69 mm veel zwakker was dan de andere
vlekjes, is dit waarschijnlijk een apart locus (FBU-2).Dit locus
wais maar soms aanwezig.Voor de andere vlekjes is de aanname

wvan een 1-locus-systeem met variatie het simpelst, en wel
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met een S-allel op 35-38 mm, en een F-allel op 45-49 mm.De
heterozygoot heeft beide vliekjes en niet meer dan dat .Hierte-
gen pleit het feit, dat de beide allelen z=o'n groot verschil
in loopafstand vertonen.Desondanks werd verder gerekend met
de volgende interpretatie: 2 loci, waarvan minstens 1 met
variatie.Mocht dit waar zijn,dan is dit "onbekende" enzym een

monomeer.

fruktose-1,6-difosfatase (F1,6dD)

Meestail verscheen het volgende patroon:
100

4
Y

| { (resp. 14 en 24 mm)

In sommige gevallen viel het tweede bandje uit,zelden het

eerste.Interpretatie: 2 loci, geen variatie.

fumaraathydratase (FUM)

Bij alle gedane waarnemingen verscheen een onduidelijke en vrij
brede vlek op dezelfde hoogte nl met het centrum van de vlek
op 9 mm.,Vanwege de vaagheid wvan het gevormde patroon werd het

niet verder gebruikt.

glyceraldehyde-3-fosfaatdehydrogenase (GA-3-PD)

De volgende isozympatronen werden gevonden:

100
(| O (5,10 en 26-29 mm)
(| a (5,10 en 29-32 mm)

De eerste 2 bandjes verschenen vrij snel; het vlekje op ong.
30 mm verscheen pas na het overnacht laten staan van de gel.
Alle bandjes caq. viekjes vielen wel eens uit.

Interpretatie: 3 loci, GA-3-PN-1 en GA-3-PD-2 monomorf en
GA-3-PD-3 met variatie,nl. een S-allel op 28 mm en een F-

adleliop 3% mm.

glutamaaddehydrogenase (GDH)

Er werd maar één soort patroon gevonden:
105

0 (6-8 mm)

Interpretatie: 1 locus,geen variatie.

glycolaat oxidase (Glyc.OxLl

Er werden drie soorten patronen gevonden:

J?O
0 (0-2 mm)
l;__J (1!—9 mm)
U (B=10 mm)
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Interpretatie: 1 locus met (in dit geval interspecifieke)
variatie, nl. een S-allel op ¥ tot 2 mm van de origin en een
F-allel op R-9 mm.De brede vlek stelt de heterozygoot SF voor.
Het enzym is, mits deze interpretatie juist is, een polymeer.
De interpretatie kan vooral bij dit enzym, evenals bij PGM en
ShDH moeilijkheden opleveren wat betreft het aantal betrokken
loci voor de allotetraploid J.,articulatus.Ik volsta hier met
te constateren dat bij deze soort het patroon ook als een twee-
locussysteem kan worden opgevat; zie voor verdere toelichting

onder b4.2.1.

glutamaat oxaalacetaat transaminase (GOT)

Er werd bij dit enzym mamr één soort patroon gevonden:
00

a (18-22 mm)

In het bovenstaande patroon waren soms twee kernen te zien,

die erg dicht bijeen lagen.Het patroon is desondanks gelnter-
preteerd als een 1-locussysteem Zzonder variatie; er kan ev,
ook sprake iﬁn van 2 loci maar deze ligren dan zo dicht bijeen
dat eventuele variatie in één der loci niet meer valt op te
sporen door waarschijnlijke "overlap" met het andere locus.In
het laatste geval zou dit enzym voor deze soorten onbruikbaar

7ijn.

glucose-6-fosfaatdehydrogenase (G-6-PD)

Ook bij dit enzym verschijnt maar één soort patroon:
100

] (27-32 mm)

Interpretatie: 1 locus, geen variatie.

glucosefosfaat isomerase (GPI)

Bij dit enzym werden meerdere type's patronen gevonden:
100
—

—

P& (27,3% en 32 mm)

| | (25,en 35 mm)

[ (25 en32 mm)

b (25,29,3%,33,35 en 37 mm)
(AT (25,31,33,en 35 mm)

1 (25,31,33 en 35 mm)

i N T ' : " (25,73%,39 en 42 mm)

S I I § © (31,37 en 42 mm)
Interpretatie: 2 loci die beiden varieren.GPI-1 heeft 2 al-
lelen nl het N-allel op 25 mm en het F-allel op 27 mm (dait

laatste allel werd overigens alleen bij J.amceps gevonden).
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GPI-2 bezit 3 allelen: het S-(slow-)allel op 31 mm, het I-
(intermediair-)allel op 35 mm en het F-(fast-)allel op 42 mm.
Het enzym is een dimeer:heterozygoten hebben drie bandjes,
wamrvan het middelste bandje de heteromonomeer voorstelt.

De band jes hebben soms, maar lang niet altijd een zgn. bijbandje,.
Bijband jes kwamen het vaakst voor bij de tetraploid J.articula-
tuss en bij het locus met de sterkste aktiviteit (GPI-2),

Op grond van deze interpretatie kunnen de gevonden patronen
nu van boven naar beneden alsvolgt worden verklaard::

het eerste patroon is een GPI-1-F,GPI-2-5 dubhele homozygoot;
GPI-2 heeft hier een bijbandje op 32 mm.

Het tweede patroon is een GPI-1-N,GPI-2-1 individu.

Het derde patroon is een GPI-1-N,GPI-2-S exemplaar.

Het vierde patroon is een homozygoot N voor GPI-1¥ en hetero-
zygoot SI voor GPI-2.De ZWakké bandjes op resp. 29 en 37 mm
zijin bijband jes.

Het viifde patroon is identiek met het vierde,alleen ontbhre-
ken hier de hijbandjes.Dit is dus ook een GPI-1-N,GPI-2-SI in-
dividu.

Het zesde patroon kwam alleen bij J.x surrejanus voor en kan
ivm. de zwakke GPI-2-S band op 3N mm geinterpreteerd worden
@ls homozygoot N voor GPI-1 en heterozygoot SII voor GPI-2.
(J.x surrejanus is triploid).

Het zmevende patroon wordt gevormd door een GPI-1-N,GPI-2-1IF
individu, terwijl bij het laatste patroon het GPI-1 locus totaal
ontbreekt en het betreffende individu voor GPI-2 heterozygoot
SF is,

GPI-2 patronen verschenen vrij sne!l na het begin van de kleu-
ring;GPI-1 deed daaxr aanmerkelijk langer over en moest vaak

overnacht blijven staan.

isocytraatdehydrogenase (IDHl

Bij dit enzym ontstaan wat merkwaardige patronen op de gel,nl:

100

l (28 en 30 mm)

KK (27,28,30 en 32 mm)
i (29,30 en 32 mm)

Met de nu volgende interpretatie werd verder gerekend,hoewel
die niet geheel zeker is : 1 locus met twee allelen,het S-allel
bestaande uit een band op 30 mm met een bijbandje op 28 mm,en
het F-amllel bestaande uit een dubbele band op resp. 30 en 32

mm, vergezeld gaande vam weer €e€en bijband je op ngm.Het tweede
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zou dan de SF-heterozygoot kunnen zijn,bestaande uit 2 sterke
band jes op. 28 en 30 mm, en twee zwakke bandjes op 27 en 32 mm,
Aangezien geen extra heteromonomere bandjes worden gevormd

is het enzym waarschinlik dimeer,

leucine aminopeptidase (LAP)

Bij deze kleuring werden maar weinig waarnemingen gedaan.
Patronen  verschenen als paarsachtige bandjes op de rode gel,
zulks in tegenstelling tot de foutieve "FRO"~-kleuring.,

Gevonden patronen:

100
| (38 mm)
[ (32 en 38 mm)
| | (32 en 44 mm)

Interpretatie: 2 loci,LAP-1% monomorf en LAP-2 met variatie:
een S-allel op 38 mm en een F-allel op 44 mm.Bij het eerste
patroon ontbreekt het LAP-1 locus.Aangezien er geen hetero-
zygoten werden gevonden is het niet mogelilk om een uitspraak

te doen over de amrd van het enzym,

malaatdehydrogenase (MDH)

De gevonden patronen waren alsvolgt:

100
| | (23,29 en 42 mm)
| ! (23,29 en 47 mm)
| 1 (23,29 en 42-47 mm)

Interpretatie:3 loci,MDH-% duidelijk en monomorf ,MDH-2 met
rwakke mktiviteit en eveneens monomorf en MDH-3 met de groot-
ste aktiviteit en met variatie,een S-allel op 42 mm en een
F-allel op 47 mm.Aangezien de heterozygoot als een vlekje op
de gel verschijnt,lijkt dit enzym =zich hiet als een polymeer

te gedragen.

ma:laxtenzym (ME)

Hier werden de volgepdé patronen getvonden:
100

-

Cj (b-9 mm)

il (8 en 12 mm)
| ' (8 mm)
| (12 mm)

De viekjes,waaruit het bovenste patroon bestaat,waren niet
homogeen maar er waren verschillende,dichtopeengelegen band-
jes in te zien.Door overloop van die bandjes was niet te zien

hoeveel dat precies waten.
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Interpretatie: als louter naar de laatste 73 patronen zou wor-
den gekeken zou de verklaring voor de hand liggen,dat het

om een monomeer enzym zou gaan,gecodeerd door 1 locus,waarop
variatie amanwezig was.Gezien het eerste patroon én het feit
dat ME bij andere planten polymeer lijkt te zin (bv bij
Plantago major,v.Diik & v.Delden,'8%) moet er echter sprake
zijn van een polymeer enzym.Dit houdt echter in,dat de onder-
ste drie'patronen niet varieren maamr dat er sprake is van

» loci,waarvan dan de één,dan de ander en soms alletwee op-
komen.Dit wisselend opkomen der twee loci zou bv kunnen wor-
den veroorzaakt doordat planten in een verschillend groei-
stadium verkeren (Verkley,'80),hoewel daar zoveel mogelik
rekening mee werd gehouden bij het verzamelen van materiaal
voor extractbereiding, of door wisselende omstandigheden in
de kass,waar dit enzym dan zeer sterk op zou reageren, Bij ver-
wante soorten (J.effusus en J.subuliflorus,Kik '80) bleek
iets dergelijks op te treden.

Rekening houdend met het feit, dat het eerste patroon a&alleen
bij J.anceps werd gevondenfen niet hij de andere soorten zou
ook nog de verklaring kunnen worden gegeven,dat het enzym bj
J.anceps polymeer zou zijn en zou worden gecodeerd door 1 locus,
en dat er bii de andere soorten het enzym monomeer zou Zzijn, en
eveneens gecodeerd door 1 locus.Dat zo verwante soorten ( zie
bv.Zandee,'BZ) zo'n groot verschil zouden vertonen moet on-
waarschijnlijk worden geacht.

De meest waarschijnlijke uitleg van de patronen wordt dan:

er =ijn 2 loci,ME-1 met variatie nl een S-allel op 4L mm en een
N~allel op 8 mm en een monomorf ME-2-locus.De geschetste pa-
tronen zijn dan van boven naar beneden:

1 : ME-% SN, ME-2 ontbreekt

2 : ME-1 N, MErz N

3 : ME-% N, ME-2 ontbreekt

4. ME-2 N, ME-1 ontbreekt

Met deze laatste uitleg werd verder gerekend.

yperoxidase (Perox.)

Gevormde patronen bij deze kleuring werden nooit echt duidelijk,
reden om dit enzym niet in de verdere beschouwingen te betrek-
ken.Er was sprake van minstens 3 loci,resp op 51 en 56 mm en
een "anhodaal" locus op -1 mm,plus nog meerdere niet reprodu-

ceerbaré vlekken,



28

6-fosfogluconaatdehydrogenase (6-PGD)

De volgende patronen waren zeer scherp en duidelijk.
100

(. '(22 en 28 mm)
| | (22 en 32 mm)
| | (18 en 28 mm)
| | (1R en 32 mm)
| i (18,28,30 en 32 mm)

De bandjes op de afstanden 22 en 18 hadden een aanmerke lijk
geringere aktiviteit dan de overigen.

Interpretatie: 2 loci,beiden met variatie.6-PGD-1 met een N-
@llel op 18 mm en een F-allel op 22 mm (dit F-allel kwam al-
leen bij J.anceps voor) en 6-PGD-2 met een S-allel op 28 mm
en een F-allel op 32 mm.Het heteromonomere bandje op 30 mm
bif de 6-PGD-2-heterozygoten (laatste patroon) duidt op een

dimeer enzym.

fosfoglucomutase (PGM)

Gevonden patronen:
100

.

| '('}2 mm )
(34 mm)
] (32 en 34 mm)

Interpretatie: % locus met S-allel op 32 mm en F-allel op

34 mm.Het. enzym' is. een monomeer.NB.:zie onder Glyec.Ox.

Shikimaatdehydrogenase (ShDH)

De volgende,zeer scherpe patronen werden gevonden:

100
| (2m mm)
i (25 mm)
(| (2% en 25 mm)

Interpretatie: 1 locus met variatie: een S-allel op 21 mm en
een F—allel op 25 mm.Het enzym is een monomeer .NB: zie onder

Glyc.Ox.

setrazolium oxidase (TO)

Bij d¢e kleuring werden twee type's bandjes gevonden: scherpe
donkerblauwe band jes, die bij testen aldox-bandjes bleken te
Zzijn (mldox en TO werden vrijwel altijd tegelijkertijd gekleurd),
en de eigenlijke TO-bandjes die als ophelderingen ziin te zien.
Deze lamtste werden niet gescoord omdat ze niet reproduceer-

baar bleken.



xanthinedehydrogenase (XDH)

De patronen verschenen als buitengewoon scherpe, zeer smalile

band jes, en wel alsvolgt:
100

4
¥

"
t

0.

by (-6 mm en 2 mm)
Aangezien er aan beide kanten van de origins band jes verstchij-
nen is het van belang het extract rechts op de gel aan te
brengen en de gel niet in tweedn te delen bij de kleuring, maar
het middelste gedeelte eruit te snijden en dat te kleuren.,
Interpretatie: 2 monomorfe loci.Door de geringe aktiviteit

van beide loci valt er vaak een locus uit,soms zelfs bheide.
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5.1 Clhromosoomtellingen

In onderstaande tabel 2 staman de aantallen chromosomen ver-
meld die voor elke metafaseplaat werden geteld.Aangezien een
nauwkeurig veelvoud van het basisgetal x=20 vrijwel nooit werd
bereikt,stmat uiterst rechts onderaan voor elke plant vermeld
welk aantal chromosomen waarschiinlijk reéel aanwezig isj; dit

amantal kwam tot stand via extrapolatie van de tellingen.

tasbel 2: uitkomsten chromosoomtellingen

ACU 10 topje 1 32 139 38 137 133
31 34 38

37 138 37 35 36
34 35 36 33 37
13 34

verondersteld aantal:2n=2x=40

WMt & W N

35 33 34 39 35
37

4o 3R 34 37 28
37 39 37 36 17
36 35 un

verondersteld aantal:2n=2x=40

ACU 28 topje

"

"

& W N -

n"

ART 10 topje ¥ 79 74
n 2 61
" 3 70 79 71 67 73

verondersteld aantal:2n=4x=80

ART 20 topje 1 80 8n 80 R0 713

" 2 72 79 77

" 3 79 128 vn8x75 78
72 72 75

" 4 79 77 Ro 76 BN
R0

verondersteld aantal:2n=4x=R0

De veronderstelde hybriden J.x surrejanus gaven de volgende

x
aantallen:

x SUR 1 topje 1. 60
" 2 4o 57 54 55 55

verondersteld aamtasd:2n=3x=60



(vervolg tahel 2)

x SUR 2 topje W 58 58 57 54
" 2 59 57 52 57 57
" 3 56 55 59 59 54
" 4 52 56 60 51 58

verondersteld aantal:2n=3x=60

x SUR 3 topje ¥ 56 55
" 2 60 60 49 55 58
" 3 5153 59
" 4 59 60 60 57 54
55

verondersteld aantal:2n=3x=60

x SUR B topje 1 54 40
"2 47 59 50 56 42
" 3 56 56 55 56 59
" L 57 58 53 49 49
Ly

verondersteld aantal:2n=3x=60

x SUR 9 topje 1 56 55 56 56 59
" 2 58 56 50 57 39
56
" 3 60 55 53 55 50
" 4L 58 60 59 54 56
" 5 kL9 53

verondersteld aamtal:2n=3x=60

x . . . R
Een sluitende verklaring van deze hoge aantallen 1is moeilijk
te geven (7zie discussie)

® %

Foto's van de metafaseplaten van 2 2n=60 individuen (XQUR 1
en x SUR 3) zijn te vinden in het fotoarchief van de werkgroep

cytogenetica onder de filmcode CE de nrs.1,2,3,21 en 22.

5.2 Elektroforese

De geteste loci konden worden verdeeld in een aantal klassen:
Jjoci met een diapnostisch patroon; loci met fixatie bijj één
soort, en variatie bij de anderenj; loci met sonrtspecifieke al-
lelen; bij alle soorten varierende loci en tenslotte monomorfe
1oci zonder intra- of interspecifieke variatie.De 1lijst van

genotypen voor elke plant is opgenomen in appendix 2.
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5.2, 1 Monomorfe loci voor J.acutiflorus,J.articulatus,J.an-

ceps en J.x surrejanus; percentage varierende loci.

Het begrip "monomorfe loci" moet hier opgevat worden als die
loeci,waarbij intraspecifieke variatie niet aanwezig is.Het is
dus mogelijk,dat de hieronder genoemde loci wel interspecifieke
variatie vertonen voor de onderzochte soorten onderling.
Alleen die loci staan als monomorf vermeld,die bij een aantal
waarnemingen groter dan 5 geen variatie vertoonden.

Monomorfe loci voor J.acutiflorus waren: aldox-1,aldox-2,a1-
dox—B,NMY,WFBO",F—n,é—dP—T,F-1,6—dP-2,GA-3—PD—2,GDH,Glyc.Ox.,
GOT,G-6—PD,GPI—ﬂ,LAP-W,LAP—?,MDH-v,ME—M,ME—2,6—PGD—1,PGM,ShDH,
en XDH.Dit betekent een percentapge varierende loci van 19%.
(aantal onderzochte loci was 27)

Monomorfe loci voor J.anceps waren:AMY,F-1,6-dP-1,GOT,G-6-PD,
GPI-2,Dit betekent een percentage varierende loci van 506,
het aantail onderzochte loci was 10.Dit kleine aantal kan de
hoge uitkomst verklaren,

Voor J.articulatus ligt de zaak wat ingewikkelder ivm. diens
polyploidie (zie inleiding junci,2./.3.).Als de polyploidie
genegeerd wordt en deze soort als een diploid organisme wordt
behandeld, zijn de monomorfe loci:: aldox-1,aldox-2,aldox-3,AMY,
GA-B—PD-b,GA-ﬂ—PD-Z,GA—B-PD-3,GDH,GOT,G-6—PD,GPI-1,MDH-1,
MF-2,6=PGD-1 en XDH.Deze methode komt neer op een percentage
varierende loci van 38%,bij een aantal loci van 24.

Als van de visie wordt uitgegaan,dat bij een a:sllotetrap!oid
alle loci dubbel aanwezig zijn en dat ev. gefixeerde dubbele
patronen niet als variatie,maar als 2 monomorfe loci moeten
worden geteld,worden de monomorfe loci: aldox-1,aldox-2,al-
dox—3,AMY,GA-3-PD—15GA-3—PD—ZQGA—3-PD-3,GDH,Glyc.0x.—1,Glyc.
Ox.—ZhGOT,G—6-PD,GPI—1,MDH—14ME—236-PGD-1,PGM-M,PGM—?,ShDH-T,
ShDH~2 en XDH.Het aantal loci wordt nu verdubbeld,dus 48,

Het percentage varierende loci wordt nu 12/48 x 100%= 25%,
Voor J.x surréjanus waren de monomorfe loci:GPI-1, en 6-PGD~T.
Een percentage varierende loci werd niet uitgerekend omdat

bij deze soort selectief die loci werden onderzocht,waarbhij de
veronderstelde oudersoorten een diagnostisch patroon vertoon-
den; bovendien was het aantal bekeken loci erg klein ( 7 met

meer damn 5 waarnemingen).



33

5.2.2. Monomorfe loci voor alle soorten.

In het volgende staan die loci opgenoemd,waarbij noch intra-,
noch interspecifieke variatie werd vastgesteld.Alleen die
loci staan vermeld voor een bepaalde soort,als het aantal
waarnemingen meer dan, of vijf bedroeg.Achter de loci staat
vermeld voor welke soorten aan deze voorwaarde is voldaan.
aldox-1 voor ACU en ART

aldox-2 voor ACU en ART

aldox~-3 voor ACU en ART

AMY voor ANC,ACU en ART

¥-1,6-dP-1 voor ANC,ACU en ART

GA-3-PD-2' voor ACU en ART

GDH voor ACU en ART

GOT voor ANC,ACU en ART

G-6~PD voor ANC,ACU en ART

MDH-1 voor ACU en ART

ME-2 voor ACU en ART

XDH voor ACU en ART

Tevens =zijn er nog een aantal loci,waarop geen variatie werd
gevonden,maar waarvan er maar voor 1 soort genoeg waarnemin-
gen zijn.Deze loci zijn: LAP-1 vonr ACU ;

F-1,6-dP ieder geval monomorf voor ACU ;

GA-73-PD-1. :monomorf voor ART ;

MDH-1 : monomorf voor in ieder geval ACU .,

l.et wel:dit zijn aslleen die loci waarop in het geheel geen
variatie is geconstateerd,dit is iets anders als loci die
voor 1 soort monomorf zijn,maar interspecifieke variatie kunnen
vertonen.

Voor bovenstaande,geheel monomorfe loci blijft het bi deze
vermelding;voor alle andere loci waarop op endigerlei wijze
variatie is geconstateerd is een tabhel opgenomen in dit hoofd-

stuk met de bij het locus hehorende genfrequenties.

5.2.3. Diagnostische loci mbht.. J.acutiflorus en J.articulatus

Er werden 3 loci gevonden met een zodanige variatie,dat er bijj
bovenstaande twee soorten een verschillend patroon was gefixeerd.
Deze loci waren: glycolaat oxidase (tabel 5.1),fosfoglucomu-

tase ( tahbel 5.2) en shikimaatdehydrogenase (tabel 5.3).0p geen
van deze loci werden diagnostische allelen geconstateerd; maar
J.acutiflorus had voor alle drie enzymloci het F-allel gefixeerd,
terwijl J.articulatus altijd het . SF-patroon vertoonde, op te

vatten als een 2-locus-systeem waarbij de loci resp. van J.al-
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pinus en J.acutiflorus stammen, dan wel te interpreteren als
een permanente heterozygotie ten gevolge van een ev. bastaar-
dering.J.x surrejanus vertoonde een patroon wat niet te onder-
scheiden was van dat van J.articulatus,ondanks het feit dat
eerstgenoemde het F-allel in tweevoud moet bezitten en het
S-allel slechts enkelvoudig.J.anceps bleek beide mllelen te
bezitten (zie appendix Za;blz.VI).

5.2.4. Soortspecifieke allelen.

Bij verschillende enzymen werden soortspecifieke allelen.ge-

vonden,dwz. allelen die alleen bij één van de #drie "echte”" soor-

ten zijn vertegenwoordigd.Deze hoeven echter niet perse gefix-
eerd te zijn.J.x surrejanus werd in dit gedeelte niet betrokken,
omdat het duidelijk is dat een bepaalde soort soortspecifieke
allelen zal "meenemen" naar een te vormen hybride.De soortspe-
cifieke allelen kunnen worden gevonden bij de volgende enzym-
loci:

ADH (tabel 5.4): zowel het F- als het U-allel komen alleen bij
J.acutiflorus voor; het S-allel alleen bij J.articulatus,
terwijl het I-allel bij alle soorten voorkomt.

GA-3-PD-3: het S-allel werd alleen bij J.anceps gevonden.(zie
tabel 535) ~:

GPI-1 (tabel 5.6): het F~allel komt alleen bij J.anceps voor.

GPI-2 (tabel 5.7): het F-allel komt alleen bij J.acutiflorus
voor,

ME-1 (tabel 5.8) : het S-allel werd alleen bij J.anceps gevonden.

6-PGD-1 (tabel 5.9); het F-allel is binnen deze soortengroep
beperkt tot J.anceps.

LAP-2 (tabel 5.10): het F-allel werd alleen bij J.articulatus
gevonden,

ShDH (tabel 5.3):het U-allel komt alleen bij J.anceps voor.

5,2,5, Fixatie bij één soort,variatie bij de anderen.

Bij twee enzymloci bleek er bij één soort fixatie te zijn opge-
treden,nl. bij GPI-2 (tabel 5.7),waarbij J.anceps het S-allel
gefixeerd leek te hebben, en bijj "FBO",waarbij voor J.acutiflorus
alleen het F-allel werd gescoord.Voorad bij het laatste enzym-
locus is echter voorzichtigheid gehoden bij het doen vamn uit-

spraken,daar het aantal waarnemingen minimaal is,



5.2.6.,.Bij alle soorten varierende enzymloci.

Er bleken drie enzymloci te zijn,waarop variatie aanwezig was
bij zowel J.anceps,J.acutiflorus als J.articulatus en wel met
dezelfde allelen bij alle drie soorten. ,

Deze loci waren:IDH (tabel 5.12),MDH-2 (tabel 5.13) en 6-PGD-
2 (tabel 5.14).Het betreft bij alle drie loci variatie met 2
allelen.Opvallend is bij het locus 6-PGD-2 het ontbreken van
heterozygoten bij J.anceps,terwijl de waarnemingen bij J.articu-

latus vrijwel alleen maar uit heterozygoten bestaan.

%.2.7.2Heterozygotie

De heterozygotie,uitgedrukt als de fractie heterozygote patro-
nen als gemiddelde voor de enzymloci , staat voor alle drie
soorten vermeld in tabel 5.15.0m een vergelijking met de poly-
morfie-index "eerlijk" te houden,werden alleen die loci ge-
bruikt waarvan er meer dan vijf waarnemingen waren.

Voor J.articulatus is het weer mogelijk de heterozygotie op

twee manieren te berekenen: of men bheschouwt hem als een "per-
manente heterezygoot" voor Glyc.0x.,PGM en. 8hDH, of men beschouwt
J.articulatus als een allotetraplofdjdit impliceert dan wel dat
@alle loci in tweevoud aanwezig zijn en dus ook :idubbel . gerekend
worden,maw. elk monomorf locus worden twee monomorfe loci,en
evenzo elk varierend locus twee varierende loci.Het verschil
komt pas bij de zgn. diagnostische loci : deze tellen nu als

twee monomorfe loci (resp. afkomstig van J.acutiflorus en J.
alpinus) ipv. 1 varierend locwus.Dat dit zijn invloed heeft op

de heterozygotie is duidelijk.Beide manieren van berekenen staan
gegeven in tabel 5.15.

De heterozygotie-waarden H voor J.anceps liepen uiteen van 0,00
tot 0,33 met een gemiddelde H van 0,08; voor J.acutiflorus vari-
eerden ze van 0,00 tot 0,08 met een gemiddelde van n,04 ; voor
J.articulatus, gerekend als een normaal diploid organisme met
een permanente heterozygotie voor de diagnostische loci liepen
de waarden van 0,21 tot 0,50 met een gemiddelde van 0,32 ;

de aillotetraploidie letterlijk incalculerend liepen de waarden uit-
een van 0,00 tot 0,25 met een H van 0,11.

Ondanks het feit ,dat de hybride komaf van J.articulatus nog
nooit echt bewezen is,lijkt de laatste methode van rekenen toch
wel de beste.Contrdle van de heterozygotie kan geschieden via

appendix 2 (b1z. VI )
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5.2.75Polymorfie-indices

Voor elke soort staat de polymorfie-index (PI) vermeld in ta-
bel 5.16.Deze werd voor elke populatie apart berekend door de
waarden 1—2&12 te berekenen voor elk locus ,waarbij X5 de allel-
frequentie van het i€ allel voorstelt voor een bep. locus.Door
deze waarden te middelen onstaat de gemiddelde polymorfie-index
per populatie ( sia’ifb etc.).Door deze populatie-gemiddelden
vervolgens op hun beurt te middelen ontstaat de polymorfie-
index PI voor een bepaalde soort.

Bii Juncus anceps liepen de indices per populatie uiteen van
0,00 tot 0,17 met een gemiddelde van 0,09 ; voor J.acutiflorus
van 0,00 tot 0,05 met een gemiddelde van 0,073.

Voor J.articulatus is het weer mogelijk om op twee manieren te
rekenen, zie onder 5.2.6.Alleen de herekening als "permanente
heterozygoot" staat gegeven.De populatie -polymorfie-index loopt
dan van 0,11 tot 0,25 met een pemiddelde van 0,16,

Voor de berekening "als ailotetrap1oidﬁ dient men simpelweg
alle waarden twee keer mee te nemen,daar de loci in tweevoud

a anwezig zijn, met uitzondering van Glyc.Ox.,PGM en ShDH.In
plaats: vam . lilocus met PI=0,5 zijn er dan twee loci,die monomorf
zijn en dus een polymorfie-index van 0O hebben.Aldus worden de
iidice-s: Fi?_—__o,os , Ffbi(z,ou , P_I'C=o,oo , ﬁd=o,06 ;_Ffe=o,06 ,
PIk=O,1Q’, P11=0,05 en PIm=0,06 met een gemiddelde PI=0N,0N5.
Overigens zijn alle waarden in tabel 5.16 afgerond tot op twee
decimalen; gegevens kunnen worden gevonden in de tabellen 5.1

t/m 5.14 en appendix 2 .

%.2.8., Fixatie-indices

Voor J.acutiflorus verschilden de verwachte en gevonden hetero-
zygotie niet significant van elkaar (chi—kwadraat,P)0,0S).Dit
gold ook voor J.anceps voor 4 van de 5 populaties (muv. pop.N)

en woor 7 van de 8 populaties van J.articulatus (muv.pop.K),a's
die ails aillotetraploid werd beschouwd.Dwz dat dan de fixatie-in-
dex in deze gevallen niet significant van 0O verschilt.Bij bereke-
ning als permanente heterozygoot was er altijd een significant
verschil;er worden altijd meer heterozygoten gevonden dan er wer-
den verwacht om duideliike redenen.Bij J.anceps pop.N was er sprake
van een significant tekort (0,05)p)0,02); bij J.articulatus pop.K

(als allotetraploid) van een significant overschot (0,05)p>0,02i.
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5.2.9, Genetische afetanden

Op grond van de genfrequenties van de verschillende loci kan
de genetische afstand tussen twee soorten worden berekend

( Nei,'qg.Ferguson '&)).Ivm. de betrouwbaarheid van de genfre-
q uenties werden de genetische afstanden alleen berekend over
die loci waar voor belde soorten meer dan vijf waarnemingen ter
beschikking stonden.

De genetische afstand tussen J.anceps en J.acutiflorus werd
berekend over de loci F-h.6—dP-1uGOT,G-6-PD,GPI-2,MDH—Z,6PGD—1,
6PGD-2,PGM en ShDH;dese bedroeg 0,22.

Bij berekeningen waarin J.articulatus was betrokken,werd het
feit dat deze allotetraploid zou kunnen zijn verwaarloosd,maw.
het bezit van een extra locus voor een bepaald enzym is niet
meegecalculeerd in de genetische afstand,

De genetische afstand tussen J.anceps en J.articulatus werd
berekend over dezelfde loci als hierboven beschreven en be-
droeg 0, 115,

De genetische afstand tussen J.acutiflorus en J.articulatus
werd berekend over ADH,Aldox 1,2 en 3,AMY,F-1,6-dP-1,GA-3-PD-2,
GDH,G1lyc.0x.,GOT,G-6-PD,GPI-1 en 2,IDH,MDH 1 en 2,ME-2,6-PGD-
1 en 2,PGM,ShDH en XDH; de afstand bedroeg 0,06,
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Metafaseplaten van J.x surrejanus N03.De rechtse kern is een over-

gang tussen pro- en metafase; 2n=60
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tabel 5.1 Glyc.0Ox.-genfrequenties

J.acutriflorus

pop.BE: freq.F=1,0 (n=1)
" F freq.F=1,0 (n=2)
G, freq.F=1,0 (n=13)

" B. freq.F=1,0 (n=5)

. freq.F=1,0 (n=U4)

J.anceps: aantal waarneming-

en kleiner dan 5

J.x surrejanus:hierbij werd

uit pop.F 6 maal een "SF"-
patroon gevonden, gezien de
triploide status en de ont-
staansgeschiedenis moeten
dit SFF-individuen zijn ge-
weest, freq.5=0.33,freq.F=
0,67.(n=6)

De fregenties zijn dan:
J.acutiflorus: freq.F=1,0
J.,articulatus: freq.98=0,5
freq.F=0,5
J.x surrejanus: freq.S5=0,373

freq.F=0,67

J.articulatus

pop.A:freq.S=0,5,freq.F=0,5
(n=2)
» B freq.S=0.,5,freq.F=0,5
(n=4)
" C freq.S=0,5,freq.F=n,5
(n=10
" D freq.S=0,5,freq.F=0,5
(n=1)
" E freq.5=0,5,freq.F=0,5
(n=3)
" K freq.%=0,5,freq.F=0,5
(n=ﬂ)
" L freq.5=0,5,freq.F=0,5
(n=3)
" M freq.S5=0,5,freq.F=0,5
(n=3)

tabel 5.2 genfrequenties PGM

J,acutiflorus

pop.F: freq F=1,0 (n=3)

" G, freq.F=1,0 (n=5)

" Gz)frBQnF=ﬁ,0 (n=1)
" H freq.F=1,0 (n=8)

" I freq.F=1u,0 (n=U4)

JeX surrejanus:(zie toelich-~

ting onder Glyc.Ox.)
uit pop.F 5x een SF-patroon

en 1x een F-patroon.

J.anceps:
pop.E : freq.5=0,R3,freq.F=
0,17 (n=3)

" N freq.F=1,0 (n=1)
n 4w freq.F=170 (n=1)

J.articulatus

pop.A: freq.F=0,5,freq.5=0,5
(n=3)
* B freq.F=0,5,freq.5=0,5
(n=3)
" D freq.F=0,5,freq.5=0,5
(n=u)
m E freq.F=0,5,freq.5=0,5
(n=2)
" K freq.F=0,5,freq.5=0,5
(n=ﬂ)
" 1. freq.¥F=0,5,freq.5=0,5
(n=2) _
" M freq.F=0,5,freq.5=0,5
(n=3)
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(vervolg tabel 5.2,genfrequenties PGM)
De genfrequenties zijn:
J.acutifloruséfreq.F=1,0
J.articulatus:freq.8=0,5,freq.F=0,5
J.anceps:freq.5=0,28,freq.F=0,72

tabel 5.3 :genfrequenties ShDH

J.acutiflorus: J.articulatus:

pop.BE: freq.F=1,0 (n=1) pop.A : freq.S=0,5,freq.F=0,5 {n=2)
" F freq.F=1,0 (n=4) " B freq.5=0,5,freq.F=0,5 (n=4)
" G1l freq.F=1,0 (n=5) "oC freq.S=0,5,freq.F=0,5 (n=1)
" G2. freq.F=1,0 (n=2) " D freq.S=0,5,freq.F=0,5 (n=1)
" H freqF=1,0 (n=7) " E freq.5=0,5,freq.F=0,5 (n=1)
LI § freq.F=1,0 (n=5) " K freq.S=0,5,freq.F=0,5 (n=1)

J.x surrejanus "ok freq.5=0,5,freq.F=0,5 (n=5)

Van de 9 individuen uit "M freq.8=0,5,freq.F=0,5 (n=l)

pop.F hadden 5 een "F"- J.anceps

F_
patroon,2 een normaal S pop.C: freq.F=1,0 (n=2)

patroon en 2 een sF-patroon , g freq. F=1,0 (n=U)
. - y -
" M freq.F=0,5,freq.>=0,5 (n:h)
" N freq.F=0,33,freq.U=0,67 (n=3)
" 7w freq.F=1,0 (n=1)

met een zwakke S-band.

Dit geeft de volgende genfrequenties:
J.acutiflorus freq.F=1,0

J.articulatus freq.S=N",5 freq.F=0,5

J.anceps freq. F=0,77,freq.S=0,1,freq.U=0, 13

tabel 5.4.:genfrequenties ADH

J.anceps: aantal waarnemingen kleiner dam 5.
J.acutiflorus:

pop.F :freq.I=0,75,freq. F=0,25 (n=2)
Pop.G, :freq.U=0,5,freq.F=0,5 (n=2)

pop.H :freq.I=0,8,freq.F=0,2 (n=%)

J.articulatus:

pop.A :freq.I=1,0 (n=,3)

pop.B :freq.I=1,0 (n=1)
pop.L :freq.I=1,0 (n=1)
pop.M :freq.I=0,67,freq.5=0,33 (n=13)

J.x surrejanus: er werd tweemaal een SI- en een maal een S-

patroon gevonden.
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(vervolg tabel 5.4;ADH)

Db gemiddelde genfrequenties zin:

J.acutiflorus: freq.I=0,52,freq.¥F=0,32 en freq.U=0,17
J.articulatus: freq.I=0,92,freq.S=0,08

Dasar het voor J.x surrejanus niet mogelijk bleek om bv.SII en
S§SI-individuen uitelkaar te houden,werden daarvoor geen gen-

frequenties bepaald.

tabel 5.5 :genfreqgenties GA-3-PD
J.anceps:er werd 1 maal een S-patroon gevonden.

J.x surrejanus:er werd 11 N-patroon gevonden.

J.acutiflorus: driemaal een N-patroon in drie populaties.

J.,articulatus:

pop.A :freq.N=1,0 (n=1)
" B :freq.N=1,0 (n=1)
" E :freq.N=1,0 (n=3)
" L :freq.N=1,0 (n=bh)
" M :freq.N=1,0 (n=1n)
Gemiddelde genfrequenties: J.,articulatus freq.N=3,0

tabel 8,6 :genfrequenties GPI-1!
J.anceps: er werd tweemaal een F-individu gescoord (2 populaties)
J.surre janus: populatie F: freq.N=1%,0 (n=6)

J.articulatus: J.acutiflorus:

pop.A :freq.N=1,0 (n=3) pop.G, :freq.N=%,0 (n=2)
" B :freq,N=1,0 (n=1) * H :freq.N=1,0 (n=1)
" K :freq.N=1,0 (n=1t) " I :freq.N=1,0 (n=3)

Gemiddelde genfrequenties:N=1,0 voor zowel J.x surrejanus,

J.acutiflorus en J.articulatus.

tabel 5.7.:genfrequenties GPI-2

J.anceps: J.x surrejanus:

pop.C:freq.S=1,0 (n=1) Er werd driemaal eenS-,tweemaal een
" E:freq.S5=1,0 (n=3) SI-,eenmaal een. I-,eenmaal een IF-,
" M:freq.S5=1,0 (n=1) en eenmaal een duidelijk te herkennen
" N:freq.S=1,0 (n=2) SII-patroon gevonden.

" ZW:freq.S=%,0 (n=1)

J.acutiflorus:

pop.F:freq.I=1,0 (n=1)
" G,:freq.I=0,75,freq.F=0,25 (n=2)
" H :freq.I=1,0 (n=2)
" I :freq.I=0,5,freq.5=0,5 (n=4)



(vervolg tabel 5.7; GPI-2)

J.articulatus:

pop.A :freq.S$=0,5.freq.I=0,5 (n=3)
" B 3;freq.S5=0,25,frequ.I=0,75 (n=2)
" C :freq.S=1,0 (n=1)
" K : freq.5=0,5,freq.I=0,5 (n=1)

Gemiddelde genfrequenties:

J.anceps:freq.S=14,0
J.acutiflorus:freq.S=0,13,freq.I=0,81,freq.F=0,06
J.articulatus:freq.S=n,56,freq.I=0,44

Jyx surrejanus:niet te bepalen ivm.triploidie.
a——

b

tabel 5.8 :genfrequenties ME-1,
J.anceps: er werd tweemaal een BN-hetrozygoot gevonden.

J.Xx surrejanus :geenwaarnemingen.

J.acutiflorus: J.articulatus:

pop. F:frequN=1,0 (n=1) - Er werden 3 individuen gescoord
" G1:freq.N=1,0 (n=2) uit 2 'populaties:allen hadden
" G,:freq.N=1,0 (n=1) * het N-patroon.

" H :freq.N=1,0 (n=3)
" I :freq.N=1,0 (n=1)
Gemiddelde genfrequenties:J.,acutiflorus freq.N=1,0

tabel 5.9 genfreqenties 6-PGD-1.

J.anceps: J.x surrejanus:
pop.C :freq.F=1,0 (n=2) pop.F : freq.N=1,0 (n=6)

" E :freq.N=1,0 (n=2)
" N :freq.F=1,0 (n=4)

J.articulatus:

pop.A:freq.N=1,0 (n=3)

J.acutiflorus: pop.B:freq.N=1,0 (n=4)

pop.F :freq.N=1,0 (n=1)
" G,:freq.N=1,0 (n=5)
" H :freq.N=1,0 (n=2)

» I :freq.N=1,0 (n=5)

pop.D:freq.N=1,0 (n=1)
pop.E:freq.N=1,0 (n=1)
pop.K:freq,N=1,0 (n=1)
pop.L:freq.N=1,0 (n=2)
pop.M:freq.N=1,0 (n=3)
Gemiddelde genfrequenties:
J.anceps:freq.F=0,67,freq.N=0, 33

J.x surrejanus:freq.N=1,0

J.acutiflorus:freq.N=1,0

J.articulatus:freq.N=1,0



Lo

tabel 5,.10: genfrequenties LAP-2

J.anceps:2 waarnemingenjbeide individuen waren afkomstig uit
populatie N en wavren beide homozygoot S.

J.x surrejanus: geen waarnemingen

J.articulatus: 2 waarnemingen uit twee populaties,beiden F.

J.acutiflorus:

pop. F: freq.S=1,0 (n=1)

" G,:freq.5=1,0 (n=3)

" G,:freq.5=1,0 (n=1)
" H :freq.S=1,0 (n=4)
Gemiddelde genfrequenties:

J.acutiflorus: freq.S=1,0

tabel 5,11 :genfrequenties "FBO"

J.anceps: 1l waarneming,een SF-individu,

J.x surrejanus: twee waarnemingen,beiden SF-individuen.

J.articulatus:

pop.A : 1 S-ind.
pop.B : 1 S-ind.
pop.L : 2 SF-ind".

J.acutiflorus:

pop.F: freq.F=1,0 (n=3)
pop.1: freq.F=%,0 (n=2)

Gemiddelde genfrequenties:freq.F=1,0 voor J.acutiflorus.

tabel 5.12 : genfrequenties 1DH
J.anceps: slechts twee waarnemingen,een S~ en een SF-exemplaar.

J.x surrejanus: er werd tweemaal een SF- en eenmaal een S-patroon

gescoord.,

J.acutiflorus:

pop.F : freq.S=1,0 (n=2)

pop.G freq.S=0,4,freq.F=0,6 (n=5)
pop.G2: freq.F=1,0 (n=1)

pop.H : freq.$=0,83, freq.F=0,17 (n=6)

J.articulatus:

pop.A :freq.S=1,0 (n=3)

pop.B :freq.S=1%,0 (n=1)

pop.E :freq.S=0,5, freq.F=0,5 (m=1)
Gemiddelde genfrequenties:
J.acutiflorus: freq.S=0,56, freq,F=0,4l
J.articulatus: freq.S=0,83, freq.F=0,17
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tabel 5.13 Genfrequenties MDH-2

J.anceps:
pop.C : freq.F=1,0 (n=2)

pop.E : freq.S=1,0 (n=k)

J.acutiflorus:

pop.F :freq.S=1,0 (n=1)
pop.G1:frequS=v,0 (n=3)
pop.H :freq.S5=0,R3 ,freq.F=0,17 (n=13)
pop.I :freq.S=1,0 (n=3)

J.articulatus:

pop.& :freq.S=1,0 (n=3)
pop.B :freq.S=1,0 fn=1)
pop.K :freq.S=0,5 ,freq.F=0,5 (n=1)
pop.L :freq.5=0,5 ,freq.F=0,5 (n=1)

J.x surrejanus:

Er werd viermaal een S-patroon gevonden.
Gemiddelde genfreguenties:

J.anceps: freq.5=0,5 ,freq.F=0,5
"J.acutiflorus :freq.S5=0,96 ,freq.F=0,04
J.articulatus :freq.5=0,75 ,freq.F=0,25

tabel 5.14 : Genfrequenties 6-PGD-2

J.anceps:
pop.C :freq.S=0,67 ,frequF=0,33 (n=3)

pop.E :freq.S=0,67 ,freq.F=0,33 (n=3)
pop.M :freq.S5S=1,0 (n=1)

pop.N :freq.S=0,8 ,freq.F=0,2 (n=5)
pop.7W:freq.S=1,0 (n=1)

J.acutiflorus:

pop.BE:freq.S=1,0 (n=1)

pop.F :freq.$=0,63 ,freq.F=0,38 (nxl)
pop.Gh:freq.F=T,0 (n=5)
pop.Gy:freq.5=0,5 ,freq.F=0,5 (n=1)
pop.H :freq.S=0,61 ,freq.F=0,39 (n=9)
pop.I :freq.S5=1,0 (n=5)
J.articulatus:

pop.A :freq.S=0,5 ,freq.F=0,5 (n=3)
pop.B :freq.S=0,5 ,freq.F=0,5 (n=4)

pop.C :freq.S=1,0 (n=1)
pop.D :freqg.S=0,5 ,freq.F=0,5 (n:h)
pop.E :freq.$=0,5 ,freq.F=0,5 (n=1)
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(tabel 5.14, genfrequenties 6-PGD-2,vervolg)
(J.artiéulatus) |

pop.K :freq.S=0,5 ,freq.F=0,5% (n=1)

pop.l :freq.S$=0,5 ,freq.F=0,5 (n=2)

pop.M :freq.S=0,63 ,freq.F=0,38 (nel)

J.x surrejanus:

Er werd 8 maal een "SF"-patroon gevonden,het was niet te zien
of dit SSF of SFF-exemplaren waren.

Gemiddelde genfrequenties:

J.anceps:freq.5=0,83 ,freq.F=0,17

J.acutiflorus:freq.S=0,62 ,freq.F=0,38
J.articulatus:freq.5=0,58 ,freq.F=0,42

J.x surrejanus: frequenties zijn niet te geven in verband met

de al gesignaleerde moeilijkheid.

tabel 5.15 : heterozygotie H (fractie heterozygoten gemiddeld

voor alle loci ; per populatie)
J.anceps: J.acutiflorus:
pop.C : H=0,00 pop.F : H=0,05
pop.E : H=0,07 pop.G1ﬁ H=0,05
pop.M : H=0,33 pop.GZ: H=0,08
pop.N : H=0,00 pop.H : H=0,06
pop.ZW: H=0,00 pop.I : H=0,00
H=0,08 ; s=0,1k pop.BE: H=0,00

H=0,04 ; s=0,0’
J.articulatus (perma- ’ ; 8=0,03

nente heterozygoot): J.articulatus ( als allotetraploid):
pop.,A : H=0,273 pop.A : H=0,09

pop.B : H=0,21 pop.B : H=0,07

pop.C : H=0,733 pop.C : H=0,00

pop.D : H=0,50 pop.D : H=0,173

pop.E : H=0,28 pop.E : H=0,M

pop.K : H=0,50 pop.K : He0,25

pop;L : H=0,25 pop.L : H=0,10

pop.M ¢ H=0,29 pop.M : H=0,09

H=0,32 3 8=0, 11 H=0,11 3 s=0,07

Voor J.x surre janus werd geen heterozygotie bepaald.Alle waar-
den zijn afgerond op 2 decimalen.



by
5,16 Polymorfie-indices (PI:I—Exiz) (uitleg:zie 5.2.6)

a) Juncus anceps

pop. C E M N 7W
F1,6dP-1 0 - - o} -
GOT 0 - - 0 -
Q6PD 0 - - 0 -
GPI-2 0 0 0 0 0
MDH=-2 0 - - 0 -
6PGN- 1 0 0 - 0 -
6PGH-2 0,44 0,44 0 0,32 0
PGM - 0,28 - 0 0
ShDH 0 0 0,5 0,44 o

PI¢= 0,06 P é=o,1b p m=o,17 In=0,08 PI7W=0
PI=0,09 Z=¢F
b) J.acutiflorus

BE F G, G, H I
ADH -~ ‘0,38 0,5 - 0,32 -
Aldox-1 - e 0 0. 0 )
Aldox-2 =~ -0 0 0 0 0
Aldox-3 =~ 0 0 - 0 0
AMY - 0 0 0 0 -
"FBO" - 0 - - - 0
F1:6dP-1 = ' 0 0 0] 0 0
F1i6dPi2 ) 0 ) 0 -
GA3PD-2 - "0 0 - 0 0
G DH - e 0 - 0 0
Glyc.0x. O .0 0] - 0 0
GOT - S0 0] - 0 0
G6PD = e 0] - 0 0
GPI-1 - - 0 - 0 0
GPI-2 -3 O 0,38 - ) 0,5
IDH - i 0] 0,48 0 n,28 -
MDH-1 - 0] 0 - 0 0
MDH-—2 - 0 0 - 0,28 0
ME-1 - © 0 0 0 0 0
ME-2 = 0 0] - 0 0
6PGD- 1 - 0 0 - 0. 0
6PGN-2 0 0, 6 0 0,5 0,48 0
PGM - 0 0 0 0 0
ShDH o) 0 0 0 0 0
XDH — e 0 0 0 -
LAP-1 ~ 0 0 0] 0 -
LLAP-2 - 0 0 0 0 -
_ == 0,03

PI, =0,00 PI;=0,03 PIg“=0,05 PI,

PI=0,03 §=00L



(vervolg tabel 5.16 ; polymorfie—indices)
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c) J.articulatus (als permanente heterozygoot voor Glyc.Ox.,

A

ADH 0
Aldox-11 0O
Aldox-20 O
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F16dP-1
GA3PD-1
GA3PD-2
GA3PD-73
GDH
Glyc.Ox.
GOT
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MDH-1
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ME-2
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PGM
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XDH
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0 -
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5.2,10 Resultaten van de elektroforese mbht.de afstamming van

J.articulatus

Om dit gegeven te achterhalen werden de taxa J.alpinus alle
subspecies,J.alpinus ssp.alpinus x articulatus en J.alpinus
ssp.nodulosus x articulatus vergeleken met de soort J.articu-
latus voor de elektroforese-patronen die gevormd werden bij de
drie diagnostische enzymloci Glwc.Ox.,PGM en ShDH.

De resulataten waren alsvolgt:

Glyc.0Ox., PGM ShDH

J.alpinus ssp.alpinus 1
(Belgié) SF SF F
J.alpinus ssp.alpinus 2 S S F
J.alpinus ssp.alpinus 3 § S F
J.alpinus ssp.alpestris S S F
J.alpinus ssp.nodulosus 2 S S F
J.alpinus ssp.nodulosus 3} S S F
J.articulatus SSFF SSFF SF
(Nederland)
J.alpinus ssp.alpinus x

articulatus 1 SF-tatr. SF-patr. SFF
J.alpinus ssp.alpinus x C T,

articulatus 2 SF-patr, SF-patr. SFF
J.alpinus ssp.alpinus x

articulatus 3 SSF SSF SFF
J.alpinus ssp,alpinus x

articulatus 4 SSF SF-patr. SFF
J.alpinus ssp.nodulosus X

articulatus 1 SSF S F
J.alpinus ssp.nodulosus x

articulatus 2 SSF SSF F

Gebruikte planten waren alle afkomstig uit Skane,Zweden, tenzij
anders vermeld staat.Triploide patronen waren bij PGM en ShDH

te herkennen doordat één der bandjes zwakker was dan de andere
en bij Glyc.0Ox. door het feit dat de SSF-individuen een donker-
der gekleurd stuk je hadden in de gevormde vlekjes en wel vlak
bij de origin.De resultaten van de ShDH-kleuring mogen verras-

send genoemd worden (zie conclusies en discussie).
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6 CONCI.USIES EN DISCUSSIE van het Juncuswdeelonderzoek

Uit de chromosoomtellingen blijkt dat er inderdaad sprake is
van een hybride taxon op de Hornbulten.Vergelijking van deze
planten op morfologische basis met die van andere plaatsen in
het stroomdallandschap Drentsche Aa suggereert dat deze hybride
op grote schaal aanwezig moet =zijn in dit .stroomdal.Daar deze
hybride 60 chromosomen heeft,moet ze een kruising zijn tussen
een 2n=40 en een 2n=RN-soort.Van deze laatste komen slechts
twee voor in Nederland,nl.J.canadensis en J.,articulatus.Op
grond van morfologische eigenschappen kan de eerste worden uit-
gesloten (zie Adema-, '74).Gezien de elektroforese-patronen,
morfologische eigenschappen en het feit dat de hybride altijd
vlak naast J.acutiflorus werd gevonden,is de veldrus de meest
waarschijnlijke "2n=40-kandidaat".

Diagnostische patronen kunnen voor de Junci worden gevonden

op de enzymloci PGM,ShDH en Glyc.0x.0p geen van deze enzymloci
komen diagnostische allelen voor maar de patronen van J.arti-
culatus hebben de band die kenmerkend is voor J.acutiflorus
met nog een andere band.Dit steunt de hypothese van Riebe,die
een hybride afkomst van J.articulatus aanneemt.Voor PGM had
J.acutiflorus het F-allel gefixeerd terwijl J.articulatus altijd
het uit twee bandjes bestaande SF-patroon vertoonde;ditzelfde
bleek ook voor ShDH te gelden.Bij Glyc.0x. had J.acutiflorus
weer het F-allel terwiil J.articulatus weer het SF-patroon had,
ditmaal echter hestaand uit een vlek.Een kruising tussen deze
patronen levert altijd een volledige overlapping op tussen de
hybride en J,articulatus; in de praktijk bieken te patronen van
J.x surrejanus en J,articulatus ook meestal niet te onderschei-
den.Deze enzymloci 7ijn echter wel bruikbaar om J.x surrejanus
te onderscheiden van J.,acutiflorus,wat meestal het grootste
probleem is.Wel is dan aan te bevelen om alle drie loci tegelijk
te testen,en om een sterk extract te gebruiken,omdat bij een
zwak extract het zwakke S-bandje (de triploide bastaard is voor
alle enzymloci SFF) wel eens wegvalt,waardoor het patroon het-
zelfde is als dat van J.acutiflorus.

Door na te gaan bij welke soort het S-allel voor zowel Glyc.Ox.,
PGM als ShDH wegkomt kan een uitspraak worden gedaan over de
afkomst van J.articulatus.Aangezien voor deze drie enzymen het
F-allel bij J.acutiflorus geheel is gefixeerd,net als het SF-
patroon bij J.articulatus,ligt het voor de hand om te veronder-

stellen dat bij de andere oudersoort van J.articulatus het S-al-
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lel eveneens gefixeerd dient te zijn.Immers,variatie in één

der oudersoorten zou direct aanleiding geven voor variatie in
J.articulatus;dit laatste is'overigens wel afhankelijk van de
preciese ontstaanswijze en geldt alleen als de hybridisatie
tussen de oudersoorten gevolgd door polyploidisatie vaak ge-
noeg heeft plaatsgevonden om variatie in één der oudersoorten
"mee te nemen".Stel bv, dat deze hybridisatie maar eenmaal
heeft plaatsgevonden tussen J.acutiflorus met het gefixeerde
F-allel en een varierende tweede oudersoort,waarvan het bij de
hybridisatie betrokken individu toevallig een driemaal-~S exem-
plaar was,dan zullen alle J.articulatus-exemplaren uiteindelijk
van deze hybride afkomstig zijn en dus allen het SF-patroon
vertonen.Deze laatste uitleg lijkt echter minder waarschijnlijk.
Vergelijking van de gevormde isozym-patronen leert,dat voor
Glyc.0Ox. het S-allel voorkomt bij J.anceps maar niet id gefix-
eerd,wat ook voor J.alpinus ssp.alpinus geldt.Het enige ge-
scoorde J.alpinus ssp.alpestris-exemplaar en de twee van
J.alpinus ssp.nodulosus vertoonden allen het S-allel.Voor dit
1ocus'lﬁken dus de twee laatstgenoemde ondersoorten de geschikt-
ste "kandidaten" voor het "ouderschap" van J.articulatus.
Voor PGM komt bij J.anceps het S-allel voor,maar is niet gefix-
eerd,hetzelfde geldt weer voor J.alpinus ssp.alpinus, terwijjl

de enkele exemplaren van J.alpinus ssp.alpestris en J.alpinus
ssp.nodulosus weer het S-allel hadden.Ook voor dit enzymlocus
#ziiln de laatste twee ondersoorten dus weer de waarschijnlijkste
ouders.In die gevallen waarbij "triploide patronen",bestaande
uit een zwakke en een sterkere band,konden worden onderschei-
den kan ook naar de hybriden J.alpinus ssp.alpinus x articu-
latus en J.alpinus ssp.nodulosus x articulatus worden gekeken.
Dezen zullen één S- en €én F-allel van J.articulatus hebben ge-
erfd;het overblijvende allel moet dus van de andere oudersoort
stammen.Voor zowel Glyc.0Ox als PGM bleken alle gevonden tri-
ploide hybriden J.alpinus x articulatus het SSF-patroon te be-
zitten.Dit biedt dus geen uitkomst daar het aangeeft dat het
S-allel in zpwel J.alpinus ssp.alpinus als in ssp. nodulosus
voorkomt,

Voor ShDH ligt de zaak geheel anders: hier blijkt het S-allel
zeldzaam voor te komen bij J.anceps, terwijl alle gescoorde
J.alpinus-individuen (alle sspp.)het F-allel bleken te hebben
ipv.het S-allel.lHybriden J.alpinus ssp.alpinus x articulatus

bleken het SFF-patroon te hebben dat na aftrek van de J.arti-
culatus-SF-bijdrage een F-allel laat als bijdrage van J.alpinus
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tervijl hybriden J.alpinus ssp.nodulosus x articulatus alletwee
het F-patroon vertoonden,wat een bijdrage van een F-allel van
J.alpinus ssp.nodulosus en een bijdrage van twee F-allelen van
J.articulatus zou inhouden.Dit laatste is in strijd met de ge-
vondien fixatie van het SF-patroon in J.articulatus.Voor dit
enzymlocus is er dan ook geen geschikte oudersoort van J.arti-
culatus te vinden onder de genoemde taxa; de meest waarschiin-
1ijke maar desondanks niet érg waarschijnlijke kandidaat zou J.
anceps ziin.

Samenvattend kan gezegd worden dat de elektroforese-patronen
voor Glyc.0x., en PGM de hypothese van Riebe niet tegenspreken;
J.acutiflorus 1lijkt verantwoordelijk voor de resp, F-allelen bij
J.articulatus terwijl voor de S-allelen zowel J.alpinus ssp.
nodulosus als ssp.alpestris verantwoordelijk zouden kunnen zijn.
Dit komt overeen met de mening van Snogerup (pers.corr.,'82)
dat deze twee ondersoorten zeer nauw met elkaar verwant zijn.
Door het gedrag van het ShDH-locus hoeft de hypothese niet
meteen te worden verworpen: de eerste mogelijkheid zou kunnen
zijn dat nog een andere ondersoort van J,alpinus verantwoorde-
1ijk zou kunnen ziin voor het ShDH-S-allel bij J.articulatus mits
zo'n andere ondersoort so wie so bestaat en mits deze eenzelfde
gedrag van de chromosomen oplevert in de pollenmoedercellen
als Riebe opgeeft voor J.alJpinus ssp.nodulosus (dwz dat deze
andere ondersoort gfekruist met J.articulatus in de meiose van
de pollenmoedercellen ook ong. 20 univalenten en 20 bivalenten
zou moeten laten zien); dat dit gedrag optreedt bij devandere
ondersoorten van J.alpinus moet niet onwaarschijnlijk worden ge-
acht omdat de chromosomen van de subspecies waarschijnliik vrii-
wel homoloog zullen zijn en dus aanleiding zullen geven tot een
soortgelijk gedrag.Een tweede mogelijkheid om de onverwachte re-
sultaten bij ShDH te verklaren zou kunnen zijn dat J.alpinus
(ev.verder geprecisieerd tot ssp.nodulosus) wel degelijk het
S-allel bezit,maar dat dit niet gevonden is door de kleine
aantallen getoetste exemplaren.Het zou bv. zo kunnen zijn dat
in de populatie uit Skane fixatie is opgetreden,terwijl er wel
degelijk variatie bestaat;deze kans is vrij groot daar vrijwel
alle exemplaren van deze populatie afkomstig waren.

Wel blijven we zitten met de vraag hoe de bastaard J.alpinus ssp.
nodulosus x articulatus aan een FFF-patroon komt terwijl J.,arti-
culatus toch een S-allel aam deze bastaard zou moeten hebben
bijgedragen door diens SSFF-fixatie; wellicht geldt deze fixatie

alleen voor het door mii onderzochte gebied (Noord-Nederland),
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Een tweede en minstens zo plausibele uitleg zou =ziin dat er

hier sprake is van een determinatiefout en dat dit exemplaar
geen vertegenwoordiger is van een hybride taxon waarin J.arti-
culatus is betrokken,maar van een vertegenwoordiger uit de J.
alpinus-ondersoortengroep.Dit lijkt des te waarschijnlijker door
opmerkingen van Zandee ('82) en Snogerup (pers.corr.,'82) dat

in vooral alpiene milieus de determinatie van J.articulatus en
J.alpinus moeilijkheden kan opleveren;dit zal des te meer gelden
voor hun hybriden.

Behalve diagnostische enzymloci werden ook meerdere loci gevon-
den waarop soortspecifieke allelen voorkwamen voor J.anceps,
J.,articulatus en J.,acutiflorus;tevens leek er bij twee loci fixa-
tie te ziin opgetreden bij één van de soorten (zie pag.BS).

Voor andere loci traden grote verschillen op in genfrequenties
van de resp.allelen bij verschillende soorten,zie bv.IDH en MDH-2,
In het algemeen werd net zolang geélektroforeerd tot duidelijk
was of een bepaaid enzymlocus al dan niet diagnostisch zou kun-
nen ziin; dit betekent dat het amntal waarnemingen per locus van
een soort erg laag kan ziin.Om deze reden liikt het me niet geoor-
loofd om vergelijkingen tusssen populaties van één soort uit te
voeremn.,

Op grond van de fixatie-index F,maw. het heterozygotentekort of
-overschot,kan een voorspelling gedaan worden over de wijze vamn
bestuiving van de verschillende soaorten,met dien verstande dat
het tekort of overschot dan geacht wordt geheel door de wijze van
bestuiving te zijn ontstaan (Brown,'79)- Aangezien voor de meeste
populaties van J.anceps en J.articulatus en voor alle populaties
van J,acutiflorus de fixatie-index F niet significant afweek van
1-F

0,zal dus de fractie kruisbestuiving (: I F

van 1 afwijken in de meeste gevallen.Dit betekent dat de genoemde

) niet significant

soorten. hoofdzakelijk kruisbhestuivend zullen zijn.Dit _wordt gesteund
door veldwaarnemingen:de beschreven Junci zijn protogyn,de bloemen
zijn eerst vrouwelijk,later op de dag ook mannelijk 3 bovendien wordt
Juncus articulatus beschreven als een hoofdzakelijk kruiébestuiven—
de soort op grond van experimenten (Buchenau ,Boudewﬁn,'81).

De gemetische afstanden tussen de soorten waren niet abnormaal
voor soorten binnen eenzelfde geslacht (zie Nei,'75); alleen de
afstand van J.acutiflorus en J.,articulatus was wat aan de lage
kant wat niet verwonderlijk is gezien de waarschiinlijke ontstaans-
fgeschiedenis van laatstgenoemde.

Gezien de moeiliijkheden die stuan omschreven in de inleiding ( zie

2220 is het niet mogeliik om de genetische afstanden waarin J.ar-
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ticulatus is betrokken te "vertalen"” naar de tiid die is verstre-
ken sinds twee taxa het genetisch contact met elkaar verloren;
dit zou nl., meer waarnemingen eisen van J.alpinus.,

De waarde D=0,22 tussen J.,acutiflorus en J.anceps zou overeen-
komen met een periode van 1,1 miljoen jaar sinds de twee soorten
uiteengingen.Vergelijking van de D-waarden leert,dat J.anceps
binnen het trio J.anceps,J.acutiflorus en J.articulatus een
aparte plaats inneemt.Om te constateren of het terecht is om
J.anceps een soort-status te geven itt. wat momenteel in de flora
van Heukels & v.0oststroom gebeurt,zouden eveneens meer waarne-
mingen van J.alpinus ter beschikking moeten staan zodat ook de
genetische afstanden J.alpinus-J.articulatus,J.alpinus-J.acuti-
florus en vooral J.alpinus-J.anceps vergeleken zouden kunnen wor-
den.

Voor de standaardfout in de genfrequenties en de reden om loci
met minder dan viif waarnemingen uit te sluiten,wordt verwezen
naar 11.2.

Samenvattend kan gezegd worden dat de drie enzymloci Glyc.Ox,

PGM en BhDH kunnen worden gebruikt om J,articulatus en J.x sur-
rejanus te onderscheiden van J.acutiflorus e¢n dat de resultaten

van dit onderzoek niet in strijd zijn met de hypothese van Riebe.



7 INLEIDING CAREX-DEELONDERZOEK

7.1 Ecologie

Beide carices die in dit onderzoek meaespelen komen voor in
het stroomdal van de Drentsche Aa.Carex aquatilis is een

soort met een boreale,circumpolaire verspreiding die in Noord-
Nederland (Overijsselse Vecht) de zuidgrens van haar areaal
bereikt.Z7e wordt vaak gezien ails een ijstijdrelict,hoewel daar
nog wel wat bedenkingen tegen zijn te vinden (Westhoff ea,'70;
Grootjans & van Tooren,'Bj).C&mew aquatilis groeit meestal in
eutrofe of van oorsprong mesotrofe,maar geeutrofiéerde milieus
waarvan de grondwaterspiegel dichtbij of vlak boven het maai-
veld ligt.De verspreiding van de soort in Nederland suggereert
een afhankelijkheid van koel en met nutrienten verrijkt kwelwater.
(Grootjans & van Tooren, '83)C.aquatilis is kensoort van het
Ca ricetum acuto-vesicariae,een associatie binnen deo Magno-
caricesatlia ( orse der grote zeggen).

Carex nigra is een veel algemenere soort en kensoort van het
Ca: ricion curto-nigrae,een verbond wat in de verlanding kan
volgen op de syntaxa waar C.acquatilis deel van uitmaakt (West-
hoff & den Held,'75);dit verbond valt binnen de klasse der
kleine zeggen,welke klasse weer vaak grenst aan C.aquatilis-
groeiplaatsen.Overigens kan C.nigra in meerdere typen vochtige
vegetaties worden aangetroffen,oa.in vochtige duinvalleien.
Merkwaardig genoeg ziin er van C.aquatilis in ons land nog nooit
urntjes gevonden met volgroeide zaden.Dit zou kunnen worden
veroorzaakt doordat hier aan de zuidgrens van haar areaal de
klimatologische omstandigheden niet geschikt zijn voor zaadzet-
tingi;deze hypothese zou hybridisatie waarin deze soort zou
deelnemen volledig uitsluitenj;hetzelfde geldt voor de theorie
dat de soort door reproduktieve isolatie alleen nog steriele
zaden zou produceren.Een alternatieve uitleg zou kunnen zijn
dat de zaadzetting zou worden bemoeilijkt doordat de groeiom-
standigheden niet meer optimaal ziinjhierbij kan gedacht worden
aan. het afnemen van de hoeveelheid kwelwater door bv.drainage.
Deze uitleg zou hybridisatie met de "drogere" C.nigra alleen
masr waarschijnlijker maken; wellicht wordt de steriliteit zelfs
nog versterkt door optreden van (steriele) hybriden.(Grootjans

& van Tooren, 'B3)
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7.2 Kenmerken van soorten en hybride

Carex nigra is een uiterst variabele soort met 83-85 chromo-
somen, terwijl C.aquatilis 76 of 77 chromosomen heeft.De hybri-
de heeft een variabel aantal chromosomen,meestal ongeveer het
gemiddelde van de amntal van de oudersoorten.Meldingen van het
voorkomen van de hybride =zijn gedaan in Engeland en enkele lo-
caties op het vasteland.De hybride heeft langere bracteeén en
stengelbladen dan C.nigra,en smallere bladen dan C.aquatilis
(Stace,'75).Reeéle meldingen van de hwbride =zijin er niet voor
het stroomdallandschap; wel bestaat de suggestie dat hybridi-

satie zou kunnen plaatsvinden (zie 7:1).

7.3 Doelstelling

Doel van dit onderzoek is om een diagnostisch enzymlocus te
vinden dmv.elektroforese dat® de taxa: C.aquatilis,C.nigra en
de bastaard,C.x hybernica met 95% zekerheid kan ondérScheiden.
Met .,zo'n diagnostisch enzymliocus zou het voorkomen van de
hybride betrekkelijk snel gescoord kunnen worden,sneller #an
bv., met chromosoomtellingen.Bovendien wordt de laatstgenoemde
methode nog bemoei lijkt door het wisselend aantal chromosomen

van zowel oudersoorten als hybride.
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8 MATERIAAL EN METHODE van het Carex-deelonderzoek.

8.1 Soorten en bemonstering

De voor het Carex-deelonderzoek benodigde planten behoorden
#to0t Carex nigra en C.aquatilis.De individuen werden op de
volgende wijze bemonsterd:
pop.A : C,nigra no.12

" B : C,nigra no.14 t/m 18

C.aguatilis no.8 t/m 15

" C : C,aquatilis no.16 t/m18

" p 3 U,aguatilis no.19 t/m 24
C.aquatilis no.25 t/m_ 31

.o

C.nigra no.,19

C,nigra 20 en 21

.o

C.nigra no.23
: C,nigra no.24 t/m 27

= - Q 9"

waarbij de populaties van de volgende plaatsen afkomstig waren:

A - Hortus Haren op een "hooiland in ontwikkeling",in gezel-
schap van oa.C.hirta en C.ovalis.

B - Kappersbulten,stroomdallandschap Drentsche Aa .Mengpopulatie
van C,nigra en C.aquatilis op een voedselrijk,nat terrein.
Andere aanwezige carices: C.hudsoni,

C - De Punt,stroomdal Drentsche Aa,Populatie van C,aquatilis
in een voedselrijk,nat rietveld.Andere aanwezige carices:
C.hudsoni. ' _

D - Zeegse,perceel Roodzanden,stroomdal Drentsche Aa.Gewengde
populatie van C.aquatilis en C.nigra.Andere aanwezige ca-
rices: C.curta.

E - Gasteren,Scheebroeker l.oopje, stroomdal Drentsche Aa.Op een
redelijk intensief begraasd en bemest weiland;C.nigra niet
aanwezig,

F - Hornbulten,stroomdal Drentsche Aa.Groeiplaats van C.nigra
in gezelschap van C.panicea.7ie verder onder Juncus po-
pulatie F,

G - Roodzanden Zeegse; zie onder D maar een eindje verderop.

=
I

de Strengen,stroomdal Drentsche Aa.Alleen C.nigra.

K - Populatie van C.nigra op een afwijkende standplaats,nl in
een duinheide Dbijj NeS'(Briksduinen) op Ame'and;in gezel-
schap van oa, C.arenaria.

Planten uit de populaties D en F =ziin afkomstig vamn Bart van

Tooren,waarvoor ik alsnog mijn dank wil betuigen.
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8.2 Elektroforese

Voor de "materiaal en methode" van de elektroforese wordt
verwezen naar die van de elektroforese in het Juncus-deelon-
derzoek,hoofdstuk 3.2.2.Er waren echter twee zaken die verschil-
den: nl de gebruikte buffer in gel en elektroforese-bhak, en de
hoeveelheid afgeknipt plantmateriaal voor het maken van een
extract: dit was ong.0,3 gram waar 0,4 m1 mercaptoethanol-op-
lossing aan werd toegevoegd, In onderstaande tabel 2 staan

voor elk enzym de gebruikte gels en bhuffers,ern ‘wijde van opbrengen
van het extract vermeld.Voor de kleurings-"recepten" wordt

weer doorverwezen naar appendix 1.

Tabel 2 : Optimale buffer,gel en zijde van opbrengen van het

extract voor de verschillende enzymen bij Carex.

éenzym buffer pH gel links/rechts op gel
AcPh 7 64 PAA | -
ADH 9 6% PAA R
Aldox 6 é% PAA R
AMY 8 49 PAA+zetmeel -
ST 6 6% PAA L
F-1,6-dP 7 6% PAA (r) "
GA-3-PD 7 6% PAA L

G DH 7 6% PAA (L)
Glyc.0x. 9 4% PAA R!?
GOT 7 6% PAA -
G-6-PD 9 69 PAA (R)
GPI 7 6% PAA (R)
IDH 7 6% PAA L
LAP 7 6% PAA L
MDH 7 6% PAA (R)
ME 7 6% PAA R
Perox. 6 6% PAA beide
6-PGD 7 6% PAA L
PGM 7 6% PAA L
ShDH 7 6% PAA (R)
TO 6 of 7 6% PAA R
XDH b 49, PAA R!

Uitleg laatste kolom: R is:rechts opbrengen.

1':(R) is: rechts iets beter dan links

2
2} R! is: beslist rechts opbrengen ivm. anodaal migrerende loci
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O WAARNEMINGEN bij het Carex-deelonderzoek
9.1 Zymogrammen vam de carices met interpretatie daarvan

Voor de beschrijving van de gevonden zymogrammen wordt gebruik
gemaakt van dezelfde symbolen als bij de beschrijving van de
patronen van de junci,zie 4.1,

Ook bjj de carices zijn geen kruisingsproeven gedaan om de ge-
postileerde genetische interpretatie te controleren,eveneens
ivm. de aanslag op de beschikhare tijd die dit zou veroorzaken.
De afstanden vankde patronen zijn gegeven in mmj; dit voor de

situatie waarbij de broomfenolblauw 10 cm wad gemigreerd.

zure fosfatase (AcPh)

Er werden de volgende,sma:l-vlekvormige maar duidelijke patro-

nen gevonden:

- 0 (23-27;39-41 mm)
(W ' o (16-18;23-27,39-41% mm)
oo o (16-18323-27;34-35 mm)

De patronen waren altijd duidelijk met flinke aktiviteit.
Interpretatie:3 loci,waarvan twee met variatiei:AcPh-1 met een
+-allel op ong.17 mm en een 0O-allel,AcPh-2 monomorf op ong.
25 mm en AcPh-3 met het N-allel op ong. 4O mm en het S-allel
op omg.35 mm.,Er werd 1 maal een heterozygoot voor AcPh-3 ge-
vonden die een vlek vertoonde van 35-40 mm; deze bleek echter
toe te behoren aan een individu die ten onrechte als C.nigra
was gedetermineerd.AcPh-1 +0-heterozygoten zijn wellicht over
het hoofd gezien.Deze zouden herkenhaar moeten ziin.aan een
geringere aktiviteit van het patroon tov.de ++-homozygoot.
Het enzym is waarschijinlijk polymeer maar dit is onzeker omdat

de enipe heterozygoot tot een andere soonort behoorde.

alcoholdehydrogenase (ADH)

Er ontstond een complex en wisselend patroon waarbij naast

| (13mm)
het bovenstaande bandje,wat bij elke waarneming aanwezig was,
ook nog bandjes ontstonden op rond 30,41 en 49 mm;op deze af-
standen waren soms dichtbijeen gelegen 2 of 3 bandjes te zieh:.
Bandjes op deze laatste drie afstanden gedroegen zich echter

inconsistent:eenzelfde individu leverde bij twee opeenvolgende
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e lektroforese-ronden regelmatig een verschillend beeld op;
bovendien ontbrak er,ondanks een grote aktiviteit van de over-
b'.ijvende bandjes,regelmatig één of zelfs meerdere van deze
patronen.

Genetische interpretatie: 1 mnnomorf locus op 13 mm en waar-

s chijnlijk nog 3 varierende loci,die sterk door uitwendige in-
v.oeden geinduceerd zouden kunnen worden.De interpretatie van
deze laatste 3 loci is dan ook vrijwel onmogelijk.Voor de ver-
dere berekeningen werd alleen het monomorfe,altijd aanwezige

ADH-1 locus gebruikt.

aldehvdedehydrogenase (=a1dehydeoxidase)(Aldox.)

Exr verscheen maar 1 soort patroon:

| (10 mm)

Genetische interpretatie: 1 locus,geen variatie.

amylase (AMY)

Er werden drie typen patronen gevonden:

l (2. mm)
| : (5 mm)
0 (2-5 mm)

Hoewel het aantal waarnemingen gering is,ligt het wvoor de
hand om 1 varierend locus te postuleren,met een S-allel op
2mm en een F-allel op 5 mm.Aangezien het heterozygote patroon

uit een vlekje bestaat,zou het enzum een polymeer moeten zijn.

‘esterase (EST)

Bij dese kleuring verscheen weer een wirwar van bandjes en vlek-
jes rond de "centra" 8,35,44 en 63 mm; vaak zaten ook hiertus-
sen nog een paar bandjes.Bandjes rond de genoemde afstanden
bestonden uit 1,2 of 3 dichterbijeengelegen bandjes.Bij gebruik
van de buffer Na-boraat pH 9,0 verscheen er nog een scherp
omgrensd bandje op 5 &4 6 mm.De interpretatie van een zo com-
plex patroon is bij een klein aantal waarnemingen en in korte
tijd een zeer hachelijke aangelegenheid,en zonder kruisingsproe-
ven niet verantwoord.Waarschijnlijk zijn er minstens 4 loci in het
spel.Deze kleuring werd vanwege de gesignaleerde grote onze-

kerheden niet gebruikt bij de verdere bherekeningen.
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f rukiose-1,6-difosfaat (F-1,6-dP)

Er werden bij dit enzym drie verschillende patronen gevonden:

(19 mm)
' (19 en 22 mm)

(22 mm)
Soms gingen de bandjes gepaard met een erg zwak bijbandje,ong.
5 mm verder dan het laatste bandje.
In terpretatie: hoewel de laatste twee typen patronen elk maar
€én keer vonrkwamen, ligt de volgende interpretatie het meest
voor de hand:1 locus met twee allelen:het N-allel op 19 mm en
het F-allel op 22 mm.Het tweede patroon zou dan een heterozy-
goot ziin, in welk geval het betreffende enzym dan een monomeer

zou moeten zijn,

glyceraldehyde-3-fosfaatdehydrogenase (GA-3-7PD)

Er verschenen twee soorten patronen op de gel:

t (10 en 1.3 mm)
| | (10 en 19 mm)
il (8,10 en 1.3 mm)
| | (8,10 en 19 mm)

Het bandje op 8 mm had een. duidelijk geringere aktiviteit dan
de overigen..’

Interpretatie: 2 loci,GA-3-PD-1 op 10 mm en monomrf,GA-3-PD-2
met twee allelen,het S-allel op 13 mm en het F-allel op 19 mm,
Het bandje op 8 mm zou de rest kunnen zijn van een derde locus
of een bijbhandje;in ieder geval was het lang niet altijd aanwe-
zig en werd verder genegeerd.GA-3-PD-2-heterozygoten werden
niet gevondenj;een uitspraak over de aard van het enzym is dan

ook niet mogelijk.

glutamaatdehydrogenase (GDH)

B# dit enzym waren de patronen allen .alsvolgt:

| o (11 mm en 25-28 mm)
De laaitste vliek was vaag en had een geringe aktiviteit en was
lang niet altijd aanwezig; ze werd alleen bij C.,aquatilis gevon-
den maar dit kam ivm. het kleine aantal waarnemingen toeval
zijn.Interpretatie: 2 loci,het eerste monomrf en het tweede on-

zeker; het tweede werd dan ook niet meegenomen in de verdere
beschouwingen.
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g lcolaatoxidase (Glyc.OxLl

Exy» ontstond bij alle waarnemingen dit patroon:
(:) '
O (-9 tot -6 mm)

De bandjes migreren dus anodaal,wat de noodzaak met zich mee-

brengt om het extract rechts op te brengen en het middelste
geleelte van de gel te kleuren.Soms was het midden van het
wlekje wat minder gekleurd dan de zﬁkanten ervan.
Interpretatie: in ieder geval minstens 1, misschien 2 mono-
morfe loci.Aangezien met de "li-locus-interpretatie” werd ver-
dergewerkt,levert dit wellicht een overschatting van de'totale

variatie op.

glutamaat oxaalacetaat transaminase (GOT)

PDit enzym leverde de volgende patronen:

O A (1:8-22 mm en 31-40 mm)

1 E:] (18-22 en 36-40 mm)
In de vliek van 31-40 mm waren soms twee kernen te zien.De vlek-
ken rond 37 mm waren altijd veel zwakker dan die rond de 20 mm;
ze vielen erg regeimatig uit en bleken ook nog niet goed re-
produceerbaar: hetzelfde individu bleek hij opeenvolgende elek-
troforeses een verschillend patroon te geven.
Interpretatie: 2 loci,GOT-1 monomorf en GOT-2 waarschijnlijk

met variatie,maar in ieder geval onbruikbaar.

glucose-6-fosfaatdehydrogenase (G-6-PD)

Er ontstonden de volgende patronen:

" 1 (9-12,27,31 en 35 mm)
| (9-12,35 mm)

N f (9-12,31 mm)

[A | (9-12,27-31 mm)

De vliekjes rond 10 mm ontstonden pas na het overnacht laten
staan van de gel en hadden een zwakke aktiviteit.De overige
band jes en vlekjes hadden een flinke aktiviteit maar waren
nooit scherp omgrensd,maar waren meestal wat uitgevlekt.
Ihterpretatie: 2 1loci ,G-6-PD-1 monomorf en G-6-ID-2 met vari-
@tie, nl. een S-allel op 27 mm,een F-allel op 35 mm en een 1-
allel op 31 mm.Het enzym is waarschijnlijk een dimeer,dwz. dat

het heterozygote patroon uit 3 dichtbijeengelegen bandjes be-
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staat ( eerste patroon).Doordat het I-bandje (derde patroon)
en het S-banje zo dicht bijeen liggen en door ket al genoemde
"nitslierten" ziet de SI-heterozygoot eruit als een vlekje

(vierde patroon).

glucosefosfaat isomerase (GPI)

Bij dit enzym werden 3 soorten patronen gevonden:

\ ] (8,22 en 27 mm)
i l { (8,22 en. 32 mn)
: Ll (8,22,27,30 en 32 mm)

Het 22 mm-bandje ging soms gepaard met een bijbandje 25 mm.Het
8 mm-band je verscheen pas na een nacht lang kleuren, dat gold
soms wvok voor het 22-mm-bandje; de bandjes rond 30 mm versche-
nen vrijwel direct na aanvang van de kleuring.Het B mm-band je
had een zwakke aktiviteit en viel vrij regelmatig uit, de ak-
tiviteit van de bandjes rond 30 mm was het grootst van alle-~
maal.

Interpretatie: 3 loci,GPI-1 en GPI-2 monomorf,GPI-3 met vari-
atieieen S-allel op 27 mm en een F-allel op 32 mm.Het enzym

is een dimeer: de heterorygoot vertoont een zgn. heteromono-

meer bhandje op 30 mm.

isocitraatdehydrogenase (IDH)

De volgende patronen werden gescoord:

| (28 mm)
| (. (28,39-44 mm)
| | (32 en 40 mm)
i 3 (28,30,32 en 39-44 mm)
| | (28 en 40 mm)

Patronen rond 40 mm kwamen veel later op dan die rond 30 mm;
ook waren ze veel vager./e vielen dan ook regelmatig uit.
Interpretatie: 2 loci,beiden met variatie: IDH-1 met een S-
allel op 28 mm en een F-allel op 32 mm; IDH-2 met een S-allel
op ong.40 mm en een F-allel op ong.44 mm.Aan het vierde pa-
troon is te zien dat het hiet waarschiinlijk om een dimeer en-
zym gaat; biji het vagere INDH-2-locus is de hetrozygoot herken-

baar als een vlekje,IDH-2-F individuen w«rden niet gevonden.
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leucine amino peptidase (1LAP)

"Bij deze kleuring werd variatie aangetroffen en wel alsvolgt:

| (47 mm)

] (47 en 89 mm)
| (49 mm)

i (45 en 49 mm)

Interpretatie: 1 locus met 3 allelen: het S-allel op 45 mm,
het I-allel op 47 mm en het F-allel op 49 mm.Het enzym zou

monomeer moeten zjijn als deze interpretatie klopt.

malaatdehydrogenase (MDH)

Aangetroffen patronen:

| | (10,20 en 35 mm)

(10,2%-26, 35 mm)
I (10,26 en 35 mm)

E | | (19,20 en 39 mm)

! " (10,20 en 35-39 mm)

' ot | (10,21-26 en 39 mm)

i | | (10,26 en 39 mm)

De bandjes rond 10 en 2N mm hadden een geringe aktiviteit en

verschenen pas na het overnacht laten kleuren van de gel,

Van de patronen rond 737 mm waren de bandjes op 35 en 39 mm
duidelijk; de vlekjes waren nauwelijks zichtbaar el verschenen
eveneens pas na 1 nacht kleuren. _
Interpretatie: 3 loci,MDH-1 monomorf op 10 mm,MDH-2 met vari-
atie:een S-allel op 20 mm en een F-allel op 26 mm; en MDH-3
eveneens met variatie:een S-allel op 35 mm en een Feallel op
39 mm.Het enzym is in ieder geval een "meer-dan-monomeer",maar
omdat de heterozygoten zo slecht zichthaar waren is het niet

mogelijk daar een verdergaande uitspraak over te doen.

malaatenzym (ME)

Over het algemeen werd er maar ) patroon gevonden:

j ! (9 en 20 mm)
Het bandje op 20 mm ontbrak in een aantal gevallen,hoewel het
in de meeste gevallen duideliiker was dan het bandje op 9 mm.

Interpretatie : 2 monomorfe loci.
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peroxidase (perox.)

Bij deze kleuring verschenen er weer vele bandjes en vlekjes

op de gel,die kortweg te verdelen waren in de volgende groe-

pen:

—-anodaal migrerende scherpe bandjes op -4 mm; deze bandjes
waren maar bij een paar individuen aanwezig,

—~een paar scherpe bandjes rond de +5 mm: 2 individuen hadden
bandjes op 2,5 en 9 mm,4én had er 1 op 5 mm,bij de andere plan-
ten ontbraken ze helemaal; |

-een vage vlek rond 16 mm,ongeveer 4 mm breed,deze was bij alle
planten aanwezig;soms lag deze vlek op 14-18 mm van de ori-

_g&n,soms op 16-20 mm,soms op 12-16 en soms nog anders:een
interpretatie hiervan is nos@al moeilijk;

-een scherp bandje op 37,38,39 of 40 mm,waarvan het moeilijk
was te zien of er variatie aanwezig was of niet en tenslotte

- een patroon rond 52 mm,wat &f een bandje had op 50 mm,éf
één op 55 mm,S8f beide.Dit laatste lijkt goed te interpreteren
als een locus met variatie met resp. een S- en een F-allel,

Aangezien bij alle loci moeilijkheden bestonden bhij de waarneming

of bij de interpretatie,werden ze verder niet gebruikt,met uit-

zondering van het laatste locus (perox.-S) wat bij alle planten

aanwezig was,goed duidelijk en goed interpreteerbaar was,.

6-fosfogluconaatdehydrogenase (6—PGD)

Gevonden patronen:

| ¢ (24 en 32 mm)

(I (24,27 en 30 mm)
Het bandje op 32 mm had een aanmerkelijk geringere aktiviteit.
Intérpretatie: 2 loci,6-PGD-1 altijd aanwezig en met variatie,
een S-allel op 24 mm en een F-allel op 30 mm.Hetereazsygoten
(tweede patroon) hebhen een heteromonomeer bandgje op 277 mm:
dit duidt op een dimeer enzym.Het tweede locus kwam maar zel-
den op (adleen bij planten die (toevallig) 6-PGD-1-S waren,
di. het eerste patroon).Daarom werd alleen 6-PGD-1 verder ge-

bruikt.6-PGD-1-F homozygoten werden niet gevonden.

fosfoglucomutase (PGM)

Hierbij ontstond steeds het volgende patroon:

" (25 en 27 mm )

Interpretatie: dit beeld werd geinterpreteerd als 1% locus zon-
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der variatie,met een bijbandje op 25 mm.Dit is moeilijk te con-
troleren,aangezien er geen variatie is (bij variatie zou een
bijband je met het hoofdbandje mee verspringen).Het zou hier dus

ook om twee loci kunnen gaan.

shikimaatdehydrogenase (ShDH)

leverde de patronen:

(32 mm)
| (32 en 36 mm)
| (36 mm)

Interpretatie: 1 locus met variatie,een S-allel op 32 mm en

|
!
een F-allel op 36 mm.Het enzym is monomeer.

tetrazolium oxidase (TO0)

De eigenlijke TO-patronen (lichte ophelderingen in de gel) waren

erg onduidelijk en dus niet te gebruiken.Wel verschenen er 2
rijen (donkere) dehydropgenase-band jes,voor elke plant op resp.
14 mm (een 4 mm brede vlek) en op 26 mm (een smaller bandje).
Ttt. de resultaten bii het Juncus-deelonderzoek,waar iets der-
gelijks bleek op te treden,waren deze band jes niet toe te schrij-
ven aan aldox. of één der andere hier gebruikte enzymen.Het
betreffende onbekemde enzym werd TOd (donker) gedoopt.

Interpretatie: 2 monomorfe loci.

xanthinedehydrogenase (XDﬂl

gaf hetvolgende beeld:
0
| | (-4 en +4 mm)

De aktiviteit van het anodale bandje was het grootst.

Interpretatie: 2 monomorfe loci.
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10 RESULTATEN van het Carex-deelonderzoek

Pe enzymloci .zijn alsvolgt te verdelen: monomorfe loci,dit zijn
loci zonder inter- of intraspecifieke variatiejloci waarbij er
variatie is bij de ene soort terwij! de andere soort een bepaald
allel gefixeerd heeft; varierende loci waarhij soortspecifieke
allelen voorkomen en tenslotte loci die variatie vertonen hij
beide soorten.Diagnostische allelen of patronen werden niet
gevonden.De elektroforese-resultaten voor elke plant afzonder-

liikk zijn te vinden in appendix 3.

n0.1 Percentarge varierende loci

Het percentage varierende loci,berekend over die loci,waarvoor
meer dan Vﬁf waarnemingen ter beschikking stonden bedroeg voor
Carex nigra 31% en voor C.aquatilis 35% ( aantal loci resp.

26 en 31)
10,2 Monomorfe loci

Loci waarbij noch intra- noch interspecifieke variatie werd ge-
vonden waren:AcPh-2,ANDH-1,GA-3-PD-1,GDH,Glyc.0Ox,,GOT,GPI-2,
ME-1,ME-2,PGM,T0d-1,T0d~-2 en XDH-%.,Alleen die loci staan ge-
noemd waarvoor e1 voor beide soorten minstens 5 waarnemingen
7iin.Voor deze monomorfe loci bliift het bij deze vermelding;

voor alle andere loci i{s een tahel met genfrequenties opgenomen.

10,3 Variatie bij de ene soort,fixatie bij de andere

Deze categorie enzymloci overlapt uit de aard der zaak met

die der loci met soortspecifieke allelen:als één soort voor

een bepaald locus varieert en de andere niet,is het duidelijk
dat de eerstpenoemde soort automatisch een sonortspecifiek allel

heeft.

De loci die aan bovenstaand kopje voldeden waren:

-AcPh-1 (tabel 10.1)3het N-allel werd bij alle C.nbgra gevonden,
-AcPh-3 (tabel 10.2);alle C.nigra hadden het N-allel,

-AMY (tabel 10.3):alle C.nigra hadden het F-allel,

~F-1,6-dP (tabel 10.4):alle C.nigra hadden het het N-allel,
-GA-3-PN-2 (tabel 10.5):het S-allel is gefixeerd bij C.aquatilis,
~-MDH-3 (tabel 10.6):alle C.nigra hadden het S-allel,

-perox-5 (tabel 10.7):C.aquatilis had het S-aliel gefixeerd en
-6-PGD-1 (tabel 10.8): eveneems het S-allel gefixeerd bij Carex
acquatilis.
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0.4 Soortspecifieke allelen

Behalve de onder 10.3 genoemde loci,die overlapt met de cate-
gorie der loci met soortspecifieke allelen,werd. nog een soort-
specifiek allel gevonden voor 1.AP? (tabel 1@.9),waarbﬁ het I-
‘allel alleen bij C.nigra werd gevonden.NB:ook in deze catego-
rie staan alleen die loci vermeld,waarbij voor elke soort meer

dan vijf waarnemingen bestonden.

110.5 Variatie bhij heide soorten

De enzymloci die voor beide soorten varieerden (n)5) waren:
GPI-3,IDH-1,MDH-2,ShDH.De genfrequenties van deze loci zijn
te vinden in tabel 10.10 t/m 10,13,

110.6 Heterozygotie

De heterozygotie H voor elke populatie van elke soort staat
gegeven in tabel 10.14 en is te controleren in appendix 3.
Voor €arex nigra schommelden de waarden van 0,00 tot 0,50 (dat
komt door kleine aantallen waarnemingen) met een gemiddelde
ﬁ=0,14 3 voor C.aquatilis lagen de waarden tussen 0,04 en 0,11
met een gemiddelde van 0,07.NDe waarden werden berekend over
die loci, die meer dan vijif waarnemingen hadden voor een bep.

soort.

10,7 Polymorfie-indices; fixatie-~indices

De verwachte heterozygotie 5?:1—Exi2 staat vermeld in tabel
18,15 , uitgesplitat per populatie.Dezec waarde liep voor Carex
nigra uiteen van 0,02 tot 0,25 met een gemiddelde van 0,08;
voor C,aquatilis varieerden de waarden tussen 0,06 en 0,11 met
een gemiddelde van 0,09,De in tabel 10.15 gegeven waarden zijn
alle afgerond op 2 decimalen.

Vergelijking van deze waarden met de eigenlilke heterozygotie

H laat een heterozygoten-overschot zien voor C.nigra en een
heterozygoten-tekort voor C.aquatilis; deze verschillen zijn
echter niet significant (chi-kwadraat; p>0,05).

Dit wil zeggen dat de fixatie~index F (Brown,’79) niet signifi-
cant afwijkt van 0.Dit laatste geldt voor alle onderzochte popu-

laties van beide soorten.
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10,8 Genetische afstand

De genetische afstand werd berekend volgens Nei (1975) en

wel over die loci waarbij er voor heide soorten meer dan vif
wéarnemingen waren.Dit waren:AcPh-1,2 en 3,ADH-1,AMY,F-1,6-dP,
GA-3-PD-1 en 2,GDH,Glyc.0Ox,,GO0T,GPI-2 en 3,IDH-1,LAP,MDH-2 en
3,ME-1 en 2,perox-5,6-PGD,PGM,T0Od-1 en 2,ShDH en XDH-1,

De afstand D begroeg 0,173 (T:O,SS).




t abel 10,1 -Genfrequenties AcPh-1
C .nigra:

poph:freq.0=1,0 (n=3)
popB:freq.0=1,0 (n=3)
popl:freq.0=1,0 (n=1)

C .aquatilis:

pop.B:freq.0=0,5; freq.+=0,5 (n=2)
ponC:freq.+=1,0 (n=2’)
pop.D:freq.0=0,67, freq.+=0,33 (n=3)

Geniddelde genfrequenties:

C .nigra:freq.0=1,0
C .aquatilis:freq'0=0,39, freq.+=0,61
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tabel 10.2 -Genfrequenties AcPh-73
C . nigra:

pop.A:freq.N=1,0 (n=1)
pop.B:freq.N=1,0 (n=3)
pop.I:freq.N=1,0 (n=1)
C.aquatilis:

pop.B:freq.N=1,0 (n=12)
pop.C:freq.N=0,5, freq.5=0,5 (n=2)
pop.D:freq.N=1,0 (n=3)

Gemiddelde genfrequenties:
C.nigra:fren.N=1,0
C.aquatilis:freq.N=0,83, freq.S=0,17

tabel 10.3 ~-Genfrequenties AMY
C.nigra:

pop.ArfrequF=1,0 (n=1)
pop.B:freq.F=1,0 (n=3)
pop.G:freq.F=1,0 (n=1)
pop.K:freq.F=1,0 (n=2)

C.aquatilis:

pop.B:freq.F=0,75, freq.S=0,25 (n=2)

pop.C:frea.F=1,0 (n=1 )
pop.D:freq.F=1,0 (=m=1)
pop.E:freq.F=0,67, freq.5=0,33 (n=3)

Gemiddelde genfrequenties:
C.nigra:freq.F=1,0
C.aquatilis:freq.F=0,R6, freq.S=0,15
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tabl 10.4 - Genfrequenties F-1,6-dP(-1)
C . nigra:

popA:freq.N=1,0 (n=1)

popB:freq.N=1,0 (n=3)

popl:freq.N=1,0 (n=1)

C. auatilis:

popB:freq.N=1,0 (n=2)
popC:freq.N=0,75, freq.F=0,25 (n=2)
popD:freq.N=0,67, freq.F=0,33 (n=3)
ge mddelde genfrequenties:

C. nigra: freq.N=1,0
C. aatilis:freq.N=0,81, freq.F=0,19

tabel 10.5 - Genfrequenties GA-3-PD-2
C. nigra:

popA:freq.S5=1,0 (n=1)
pop.B:freq.5=0,33, freq.F=0,67 (n=3)
popf:freq.F=1,0 (n=1)
por.K:frea.F=1,0 (n=4)

C.aquatilis:

pop.B:freq.5=1,0 (n=1)
pop . L:freq.S=1,0 (n=3)
pop.D:freq.S=1,0 (n=5)

Gemiddelde genfrequenties:
C .nigra: freq.S$=0,33 ,freq.E=67
C.aquatilis: freq.S=1,0

tabel 10.6 - Genfrequenties MDH-13
C.nigras

pop.A:freq.S=1,0 (n=1)
pop.Bifreq.S=1,0 (n=3)
pop.I:freq.5=1,0 (n=1)

C.aquatilis:

pop.B:freq.S=0,25, freq.F=0,75 (n=2)
pop.C:freq.S=»0,5 ,freq.F=0,5 (n=2)

pop.D:freq.F=1,0 (n=5)

Gemiddelde genfrequenties:
C.nigra: freq.S=1,0
C.anuatilis:freq.S=0,2% , freq.F=0,75
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tabel 10.7 - Genfrequenties perox.-5

C.nigra:pop.A:freq.S=1,0 (n=1)
pop.B:freq.S=0,25 , freq.F=0,75 (n=4)
pop.F:freq.S5=0,5 ,freq.F=0,5 (n=1)

C.aquatilis:

pop.B:freq.S=1,0 (n=1)
pop.C:freq.S=1,0 (n=3)
pop.D:freq.S=1,0 (n=5)
pop.E:freq.S=1,0 (n=2}

Gemiddelde penfrequenties:
C.nigra: freq.S=0,58 , freq.F=0,42
C.aquatilis:freq.S=1,0

tabel 10.8 - Genfrequenties 6-PGD(-1)

C.nigra:

pop.A:freq.S=1%1,0 (n=1)
pop.B:freq.S=1,0 (n=3)
pop.G:freq.5=1,0 (n=1)
pop.K:freq.S=0,63 , freq.F=0,138 (n=4)
C.aquatilis:

pop.Bifreq.S=1,0 (n:Z)
pop.C:freq.5=1,0 (n=3)
pop.D:freq.S=1,0 (n=6)

Gemiddelde genfrequenties:
C.nigra: freq.S5=0,91%1 ,freq.F=0,10
C.aquatilis:freq.5=1,0

tabel 10.9 - Genfrequenties 1 AP
C.nigra:

pop.A:freq.I=1,0 (n=1)
pop.B:freq.I=1,0 (n=3)
pop.I:freq.S=0,5 , freq.F=0,5 (n=1)
C.aquatilis:

pop.B:freq.S$=0,25 , freq.F=0,75 (n=2)
pop,.C:freq.F=1,0 (n=2)
pop.D:freq.F=1,0 (n=3)

Gemiddelde genfrequenties:
C.nigra:freq.I=0,67 , freq.5=0,17 , freq.F=0,17
C.aquatilis: freq.F=0,92 , freq.%=0,08




tabel 1N,10 - Genfrequenties GPI-1}
C.nigra:

pop.A:freq.F=1,0 (n=1)
pop.B:freq.F=1,0 (n=2)
pop.G:freq.F=0,5 , freq.S=0,5 (n=1)
pop.K:freq.F=1,0 (n=4)

C.aquatilis:

pop.B:freq.5=1,0 (n=1)

pop.C:freq.5=0,5 , freq. F=0,5 (n:j\
’

pop.D:freq.5=0,8, freq.F=0,17 (n=6) _

Gemiddelde pgenfrequenties:
C.nigra:freq.5=0,13 , freq.F=0,8R8
C.aquatilis:freq.S5=Nn,78, freq.F=0,%3 2
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tabel 1N0.11 - Genfrequenties IDH-1
C.nigra:

pop.A:freq.5=1,0 (n=1)
pop.B:freq.S=1u,0 (n=4)
pop.G:freq.S=1,0 (n=1)
pop.Il:freq.S=1,0 (n=1)
pop.K:freq.5=0,63 , freq.F=0,138
C.aquatilis:

pop.B:freq.S=0,5 , freq.F=0,5 (n=2)
pop.C:freq.S=0,5 , freq.F=0,5 (n=2)

pop.D:freq.S=1,0 (n=1)
pop.E:freq.$=0,17 , fr-q.F=0,83 (n=3)

Gemiddelde genfrequenties:
C.nigra:freq.5=0,93 , freq.F=0,08
C.aquatilis: freq.S=0,54 , freq.F=0,46

tabel 10,12 - Genfrequenties MDH-2
C.nigra:

pop.A:freq.S=1,0 (n=1)
pop.B:freq.S5=0,33 , freq.F=0,67 (n=3)
pop.I:freq.F=1,0 (n=1)

C.aguatilis:

pop.B:freq.S=0,75 , freq.F=0,25 (n=2)

pop.C:freq.S=1,0 (n=2)
pop.D:freq.F=1,0 (n=5)

Gemiddelde genfrequenties:

C.nigra:freq.S=0,44 , freq.F=0,56
C.aquatilis:freq.S=0,58 , freq.F=0,42
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tabel 10.13 - Genfrequenties ShDH
C.nigra:
pop.A:freq.S=0,5 , freq.F=0,5 (n=1)
pop.B:freq.5=1,0 (n=3)
pop.I1freq.S=1,0 (n=1)
C.aguatilis:

pop.B:freq.S=1,0 (n=2)
pop.C:freq.F=1,0 (n=2)
pop.E:freq.S=1,0 (n=3)
Gemiddelde genfrequenties:

C.nigra:freq.5=0,%3 , freq.F=0,17
C.aquatilis:freq.S=0,67 , freq.F=0,733

tabel 10.14 : Heterozygotie (populatie-gemiddelden over alle loci)

C.nigra:
pop.A : H=0,04 H=0,14 ; 5=0,18

pop.B : H=0,00
pop.F : H=0,50
pop.G : H=0,14
pop.I : H=0,06
pop.K : H=0,11

C.aquatilis:

pop.B : H=0,11 H=0,07 ; s=0,03
pop.C : H=0,06

pop.D : H=0,04

pop.E : H=0,06
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tab:l 1N,15 - Polymorfie-indices (1Jin2)

ai)) ‘Jarex nigra
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LAP 0,138 0 0 -
6PDG - 1i 0 0 0 -
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11 CONCLUSIES EN DISKUSSIE van het Carex-deelonderzoek

11.1 .. Al gemeen

Diagnostische allelen werden niet gevonden bij de onderzochte
enzymloci.Maw. de in dit onderzoek gebruikte loci hebhen geen
waarde om de taxa Carex aguatilis,C.nigra en de hybride Carex
x hybernica te onderscheiden.Wel werd er een relatief groot
aantal soortspecifieke allelen gevonden,die meestal echter in
lage frequenties voorkwamen.Deze soortspecifieke allelen waren
zowel bij C.aquatilis als bij C.nigra te vinden.Verder manifes-
teerden zich vrij grote verschillen in allelfrequenties tussen
de bedide soorten voor bepaalde enzymloci (bv.GPI-B.IDH—1).

Bij deze verschiilem in frequenties dient men zich echter wel
te realiseren dat het aantal waarnemingen waarop deze frequen-
ties berusten erg klein kan =zijn,wat een aanzienlijke fout met
zich mee kan brengen (zie 11.2).Dit kleine aantal waarnemingen
werd ten eerste veroorzaamkt door de hoofddoelstelling van dit
onderzoek, het vinden van een diagnostisch &llel , en ten twee-
de doordat er nogal wat waarnemingen bij C.nigra uitvielen door-
dat enkele planten niet tot C.nigra bleken te behoren hoewel
ze wel als zodanig waren veraameld.

Heet kan niet worden gezegd dat C,nigra variabeler is dan C,
aquatilis,hoewel dat op grond van hun voorkomen wel zou wor-
den verwacht.Terwijl C.nigra een algemeen voorkomende soort is
die in meerdere milieutypen voorkomt,is C.aquatilis een soort
die hier, aan de zuidgrens van haar areaal,voorkomt in relatief
kleine,gel@oleerde populaties.Door genetic drift en het zgn.
founder-effect zou hierdoor de variatie bij C.aquatilis kleiner
moeten zijn.Er werd voor C.aquatilis een kleinere heterozygotie
gevonden,hoewel de verwachte heterozygotie 1-Z‘xi2 bij C.agua-
tilis groter was.Dit wil zeggen dat de variatie bij C.aquatilis
meer in homozygote toestand voorkomt dam bij C.nigra.Dit is in
overeenstemming met de verwachting; tegengesteld daaraan is
ech¢er het feit dait het percentage varierende loci bij C.aqua-
tilis groter is dan bij C.nigra.

De fixatie-index F (berekend uit het verschil tussen gevonden
en verwachte heterozygotie,zie 10.7) wijkt zowel.voor Carex ni-
gra als voor Carex aquatilis niet significant af van 0 ; wel
moet opgemerkt worden dat het aantal waarnemingen bijj dit deel-
onderzoek erg klein was zodat een ev. verschil wel erg groot

moest zijn om significant te blijken.
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Naar aanleiding van de fixatie-index kan de fractie kruisbe-

sttuiving worden uitgerekend en wel alsvolgt:
“1=F

fractie kruisbestuiving t = . (Brown, '79)

met dien verstande dat aangenomen wordt dat de discrepantie

tussen verwachte en gevonden heterozygotie geheel wordt ver-
oorzaakt door de wijze van bestuiven. Voor feen van beide Carex-
soorten wﬁkf t dan significant van 1 af,daar F niet significant
verschilt van O 3 dit betekent-voor bbide soorten dus hoofdzake-
lijke kruisbestuiving (ondanks de .steriliteit van C.aquatilis).
De genetische afstand tussen de twee soorten bedroeg 0,13;dit is
een normale waarde voor 2 soorten binnen een geslacht (Nei,'75)
Genetische afstand zou gecorreleerd ziin met de tijd die versire-
kén is sinds de twee-zich ontwikkelende .soorten het genetisch
contact met elkaat verloren.Dit verband luidt:

T{eyd)= 5.106.D (Ferguson, 1980)

In dit geval zouden de soorten dus ongeveer 650.000 jaar gele-

den zijin uiteengegaan,dit is in het laat-Pleistoceen.

11.2 Foutendiscussie

Fouten in de genfrequenties worden hoofdzakelijk veroorzaakt
door de kleine aantallen waarnemingen.Dit werd op zijn beurt
weer veroorzaakt doordat er over het algemeen molang werd ge=
elektroforeerd tot duidelijk was of er al dan niet sprake was
van een Jocus met een diagnostisch patroon.Meestal was het met
1 ronde,dwz. 14 planten,al duidelijk dat dit niet het geval was.
Verder speelden de al gesignaleerde determinatieproblemen een
rol.De grootte van de standaardfout van de gebfrequenties
wordt gegeven doofv E4—%§£— .Vveor een locus met twee allelen,
waarbij N het aantal waarnemingen is en p de frequentie van een
bepaald allel.Aangezien zowel N ails p varieren voor de verschil-
lende loci,worden niet al deze waarden apart gegeven; de maxi-
mum fout die bereikt kan worden is bij het minimum aantal waar-
nemingen van 5 en bij een frequentie p=0,5;ze bedraagt dan bina
0,16.

De "N=% —greng'Werd gekozen omdat de kans dat er in werkelijk-
heid voor een bhepaald locus wel variatie aanwezig is,maar niet
wordt opgemerkt voor intermediaire waarden van p kleiner is

dan 0,05,
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0
Deze kans is nl. p1 of (H-p)10 al naar gelang welk allel wordt

beschouwd; de fout is kleiner dan 0,05 voor p of 1-p kleiner
dan 0,74 efwel 0,26(;p&K 0,7h.

Hoewel de genfrequenties dus een aanzienliike fout kunnen heb-
ben,geldt dat minder voor de berekeningen waarbii meerdere loci
7z ijin betrokken (polymorfie—index remiddelde,genetische afstand)
aangezien verwacht mag worden dat de fouten elkaar min of meer
opheffen.

Het vergeliiken van populaties van dezelf@e soort en berekening-
en van de genetische afstand daarvan is achterwege gebleven
vanwege de onverantwoord kleine aantallen waarnemingen die
over zouden blijven als de waarnemingen nog verder zouden wor-
den uitgesplitst per populatie.Om die reden is het dan ook
niet mogelijk om te zeggen of er introgressie plaatsvindt tussen
C.nigra en C.aquatilis:dit zou nl. moeten door vergelijking van
gemengde populaties met "monocultures'".Evenmin is het mogelijk
te zeggen of het verschil tussen de C,nigra van de afwijkende
groeiplaats op Ameland en de overige populaties groter is dam
normaal,

De al gesignaleerde moeilijkheden bij de determinatie van vooral
C.nigra en de veelvormigheid die deze soort aan de dag legt,
laat wellicht ruimte voor de suggestie,dat er eerst meer aan-
dacht aan de soorten moet worden besteed en aan een goede be-
schrijving cq.determinatie daarvan alvorens de mogelijkheid wvan

hybridisatie geopperd of onderzocht dient te worden.
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Appendix 1 : gebruikte chemikalién en wijze vam kleuren, toe-

gepast bij de elektroforese.

zure fosfatase (AcPh)

de gel wordt eerst 30 min. geschud in boorzuur 0.5 M,

toevoegen: 30 ml 0,125 M Na-acetaat,pH 4.0
150 mg polyvinylpyrrolidone
30 mg fast red

30 mg Na-l-naftylfosfaat

algoholdehydrogenase ( ADH)

t oevoegen: 30 ml tris-HC1l,pH 8,5
6 mg NAD?
¥ ml ethamnol
6 mg MTT

na een + uur toevoegen: tmg PMS

alldehydedehydrogenase (:aldehydeoxidm&e)(Aldox)

toevoegen: 30 ml tris-HC1l,pH 8,5
6 mg NADY
0,5 ml acetaldehyde
6 mg MTT

naa een half uur toevoegen: 1 mg PMS

amy 1 ase (AMX}
de gel bevat 0,5 % oploshaar zetmeel

de gel wordt eerst gedurende een half uur geschud in tris-
citraat, pH 7,0

toevoegen: 1 ml I(KI) in 49 ml agua demi

1% min. laten inwerken; daarna spoelen met water tot de iso-
zym-patronen zich helder aftekenen tegen de donkere achter-

gvond

esterase (ESI)

de gel wordt eerst een half uur geschud in 0,5 M boorzuur

toevoegen: 30 ml fosfaatbuffer pH 6,5 ( 0,mM NaHZPOA op pH
gebracht met NaDH)

20 mg fast red
5 mg o-naftylacetaamt (de naftylacetaten opgelost

5 mg f-naftylacetaat in 0,5 ml aceton)

mfast-black-oxidase™ ("FBO")
dit is in feite een mislukte LAP-kleuring met een buffer met

te hoge pH in gel en elektroforese.De kleuring is identiek
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met die van LAP} alleen werd er niet geschud in boorzuur.

fruktose-1,6-difosfatase (F1,6dP)

t oevoegen: 30 ml tris—HCl-MgClzan 7,5
6 mg fruktose-1,6-difosfaat
5 mg NaDP'
6 mg MTT

na een half uur toevoegen: 1 mg PMS

fumarsaghydratase (FUM)

de gel wordt eerst 30 min geschud in fosfaatbuffer pH 7,0
toevoegen: 30 ml 0,02 M fosfaatbuffer pH 7,0 '
240 mg fumaarzuur
hierna wordt het mengse) op pH 7,0 teruggebracht met NaOH
toevoegen: 6 mg MTT
2 mg NAD
0,03 ml malaamtdehydrogenase

na.. een half uur toevoegen: 1 mg PMS

glyceraldehyde-3-fosfaatdehydrogenase (GA-3-PD)

eerst wordt 180 mg fruktose-1i,6-difosfaat gedurende 30 min.
geincubeerd bij 37°C samen met 0.3 ml alsolase.Daarna wordt
dit aan de gel toegevoegd.
dawrna toevoegen: 30 ml tris~-HC1 pH 7,1

6 mg NAD®

40 mg Na-arsenaat

6 mg MTT

na een half uur toevoegen: 1 mg PMS

glutasmaatdehydrogenase (GDH)

toevoegen: 30 ml fosfaatbuffer pH7,0
250 mg Na-glutamaat
6 mg Napt
6 mg MTT

nat een ha 1f uur toevoegen: 1 mg PMS

glycolaat oxidase (Glyc.Ox.)

toevoegen: 30 ml fosfaatbuffer pH 7,0
60 mg glycolzuur
hiernax wordt de pH dmv. NaOH weer teruggebracht op 7,0
daarna: toevoegen: 0,6 mg flavinemononucleotide {FMN)
3 mg peroxidase

6 mg O-dianisidine diHC1
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glutamaat oxamalacetaat transaminase (GOT)

t oevoegen: 30 ml fosfaathuffer pH 7,0

160 mg asparaginezuur

20 mg X-ketoglutaarzuur
hierna wordt de pHd met NaOH weer op 7,0 gebracht
daarna toevoegen: 1.5 mg pyridoxaalfosfaat

60 mg fast violet B zout

glucose-6-fosfaatdehydrogenase (G-6-PD)

toevoegen: 30 ml tris-HCl-MgClz pPH 7,5
6 mg glucose-6-fosfaat
5 mg NADP'
6 mg MTT

nax een half uur toevoegen: 1Img PMS

glucosefosfaat isomerase (GPI)

toevoegen: 30 ml tris-HCl-MgCl2 pH 8,0

5 mg NADP?
50 mg fruktose-6-fosfaat

6 mg MTT
0,03 ml glucose-6-fosfaatdehydrogenase

na een half uur toevoegen: 1 mg PMS

ismocitraatdehydrogenase (IDH)
toevoegen: 30 ml tris—HCl-MgCl2 pPH 7,5

4O mg Na-~isocitraat
5 mg NADP?
6 mg MTT

na een half uur toevoegen: 1 mg PMS

leucine aminopeptidase (LAP)

de gel wordt eerst gespoeld in 0,5 M boorzuur gedurende een
had f uur,.
daarna: toevoegen: 30 ml 0,1 M Na-malieaatbuffer pH 5,0

20 mg 1-1eucy1-p-nafty1amide

50 mg fastblack K zout

malaatdehydrogenase (MDH)

toevoegen: 30 ml tris-HC1l pH 8,5
1.5 mg appelzuur
hierna: wordt de pH weer op 8,5 gebracht.
daamrna toevoegen: 6 mg NAD'
30 mg EDTA
6 mg MTT
2 mg NaCN
na e€en half uur 1 mg PMS
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malaatenzym (ME)
foevoegenr 30 ml tris-HCl-MgClz,pH 7,5
15 mg appelzuur
hierna de pH terugbrengen naar 7,5 mbv.,NaOH
d aaFma: toevoegen : 5 mg Napp*
6 mg MTT

na een half uur toevoegen: 1 mg PMS

peroxidase (Perox)

toevoegen: 30 ml Na-aletaat pH 5,0
9 mg CaCl,.2H,0
D
0,02 ml 30% H,0,,
15 mg 3-amino-9-ethylcarbazole, opgelost in

1,5 m1 dimethylformamide

6-fosfogluconaatdehydrogenase (6-PGD)

toevoegen: 30 ml tris—HCl—Mg012 pH 7,5
6 mg 6-fosfogluconaat
5 mg NADPY
6 mg MTT

na eem half uur toevoegen: Img PMS

fosfoglucomutase (PGM)
toevoegen: 30 ml tris—HCl-MgC12 pH 8,0
5 mg NADP'

60 mg glucose-1-fosfaat
6 mg MTT
0,03 ml glucose-6-fosfaatdehydrogenase

na: 30 min. toevoegen: 1 mg PMS

shikimaatdehydrogenase (ShDH)
toevoegen: 30 ml tris-HC1l pH 7,1

25 mg shikiminezuur
damarna de pH terugbrengen naar 7,1
daarna toevoegen: 5 mg NADPY
6 mg MTT

na 30 min, toevoegen: 1 mg PMS

tetrazolium oxidase (TO)
toevoegen: 30 ml tris-HC1l pH 8,5
12 mg MTT
12 mg NapV
3 mg PMS

na: een half uur wordt het kleurbakje in het licht gezet




xanthinedehydrogenase (XDH)

toevoegen: 24 ml tris-HC1 pH 7,1
6 ml hypoxanthine-opl.,di %00 ml water: 2 gr hypo-
xanthine mbv, zo weinig mogelijk NaOH
hierna wordtvde pPH op 7,5 gebracht.,
damrna toevoegen: 6 mg NADY -
6 mg MTT

na een half uur toevoegen: 1 mg PMS
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opsomming der genotypen van de Jjunci
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(J.x surre janus,opsomming genotypen,vervolg)
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