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1! ALGEMENE INLEIDING

Het volgende is e'en versiag van een onderzoek dat — met onder—

brekingen— heeft plaatsgevnden van september '81 tot maart '3.

Het. behandelt een poging om via elektroforese een manier te

vinden om hybriden aan te tonen in twee soortengroepen, die

in vegetatieve staait te weinig houvast hieden om eventuele hy—

briden met zekerheid op grond van morfologische kriteria te

onderscheiden.Deze hybriden waren : Juncus x surrejanus,de

bastaatrd tussen de vedrus,J.acutiflorus, en de zomprus,J.arti—

culatus en tevens Carex x hybernic.,de hastaard tussen noordse

zegge,C.aquatilis en gewone zegge,C.nigra.Van beide hybriden

bestond het vermoeden,dat ze vooricomen in het stroomdalland—

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

1.1 Hybridisatie
;
polypioldie

Hoewel er hij vele soorten belemmeringen aanwezig zijn die inter—

specifieke kruisirigen vrijwel onmogelijk maken of ernstig bemoei—

lijken (varierend van ográfische en eeoiogische isol&tieecha-

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 afspeien:

tussen ondersoorten,varieteiten ed. (intraspecifteke hybriden),

tussen soorteri (interspecifieke hybriden) of zelfs tussen ge-

s4achten (supraspecifieke hyhriden);dit iaatste komt echter

zelden voor.In het aigemeen kn gesteld worden dat hoe verder

taxa systematisch uiteenliggen,des te groter de barrière zal

zjjn voor hyhridisatie.1)e hoogte van deze barrière is echter

zeer verschillend van soortengroep tot soortengroep; zo komen

hybriden in de families Labiatae en Ieguminosae weinig voor

terwiji ze relatief veel voorkomen hij de families Betulaceae,

Onagraceae,Pinaceae,Rosaceae,Sa1icac.e en Orchidaceae (Stace,

'75) ;de iaatste familie bevat het ieeuwenaandeei van alle ge-

vonden intergenerische hybriden.

Zodra de reproduktieve isolatiemechanismen zijn doorbroken,en

dit hoeft maar tijdelijk of ptaatselijk te gebeuren,kan hybridi-

satie plaatsvinden.Of de hybride daarna zich dan ook kan yes-

tigen en/of voorplanten hangt af van diens fitness in hepaalde

(milieu_)omstandighederi;een verlaagde fitness kari eliminatie

van de gevormde hybride tot gevoi.g hebben in vele stadia,vanaf

zygote tot voiwassen plant.E4n van deze fitness—veriagende

faktoren is de gehele of gedeelteUjke steriliteit die de hy—
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bride' vaak,maar lang niet altijd,aan de dag legt.L)eze 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 oudersoorterL een verschil—

lend aantal chromosomen hebben: hi.j de meinse van de hastaard

zullen dan een aanta1 chromosomen van de oudersoort met de

meeste' chromosomen "overhiijven" en willekeurig over de gevormde

meioseprodukten worden verdeeld,Wat meestal lethaliteit tot

gevoig heeft.

Een malTier om aan deze chromosomale steriliteit te ontsnappen

is gelegen in polyplodisatie:als het aantal chromosomen van

beide oudersoorten worcit verdubbeld kan de verdeling altijd

regelmatig plaatsvinden.De zo gevormde tetraploide hyhride is

een amphidiploId,dwz. dat beide genomen van de oudersoorten

diploid aanwezig zijn.Awphidiplodie is een vorin van allopoly-.

plo!ie:dIt zin. pp1ypiOden waarifl er in n of andere vorm

ge'netisch materiaal van 2' soorten aanwezig is; ook aneuploiden,

waarbij een gedeelte van de chrnmosomen is verdubbeld en de

rest in tweevoud ,dus diploid,aanWeZig is,vallen onder dit be—

grip.Allopolyploi:die wordt afgepaald tegen autopddyplodie

hierbij vermenigvuldigt een hep.taxon zonder tussenkomst van

hybridisatie oid. zijn chromosoomgarnitUUr de plyplod heeft

dai meerdere sets identieke chromosomen.

In sommige gevallen kruist een hybride terug op ziin oudersoor—

ten,meestal op én ervan.Dit verschijnsel leidt tot introgressie:

dit komt er op neer dat genetisch materiaal van de ene soort

via hybridisatie wordt overgehracht naar de andere soort.

IDe Fl van een hybridisatie is uniform en meestal intermediair

in zijn kenmerken toy. de oudersoorten.A1S deze ?1 onderling

wordt gekruist of wordt teruggekruist op een der oudersoorten,

zal segregatie van de kenmerken optreden;elke piant zai er

anders uitzien.Op een dergeliike manier ontstaat een zgn. hy—

bridenzwerm.

Bet belang van zowel introgressie als de vorming van polypl.o-

iden is gelegen in de soortsvorming en evolutie: in beide ge-

vallen wordt genetisch materiaal 'v&nverschillende soorten

snel verenigd in een organisme; in geval van veranderende om—

standigheden kan het met "the best of both sides" zich snel

aanpassen.Deze aanpassing zou veel langer duren als ze door

een gene herhaalde puntniutaties moest piaatsvinden.
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Bij mee'rdere hybridisaties gevolgd door p0lyploidisatie ontstaat

e zgn. polyploide reeks.Inharent aan zo'n reeks is het felt

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;afldere fraaie voorheelden

zijn te vInden in het Holcus lanatus— Holcus mollis-.complex

(Zantee,'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 gevoig kan zijn van ingrljpen van

de mens of van rigoreus veranderencle klimatologische omstan—

digheden (ijstjden).Op deze snelle veranderingen zijn de snelle

aanpassingen,die samengaan met hyhridisatie,b' ijkhaar 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 zp leveren,en het feit dat

veel polyploiden zoals bv.Salix,Betula,Poa en Vaccinium in het

Pleistoceen (ijstijden)zijn ontstaan of gevestigd.Hybridisatie

die het gevoig zou zn van het ingrijpen van de mens of van het

beheer dat hij voert,zou ee'n indicatiewaarde kunnen geven van

de ecologische gevolgen van dat ingrijpen of heheer.1)e eisen

die een organisme aan zijn omgevng stelt,mogen verwacht wor—

den net als alle andere eigenschappen gecodeerd te worden door

genen.Aangezien dan ook verwacht mag worden,dat een uniforme

F1Lhybride generatie glohaai intermediaire elsen stelt toy.

die van de oudersoorten,en dat ook F2— en verdere generaties

verwacht mogen worden zich tussen die uiterstefl te begevn,ma

ve!rondersteld w.orden 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 soort B prefereert.I)it wordt wel de "hybri-

disatie' van het milieu" genoemd.(Ander'Son,'48)

In dit licht bezien wordt het verschi.insel hybridisatie niet

alleen voor genetici en systematici -iteressant,maar is het

ook van belang voor de ecologie en het.uatuurb.heer.
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1.3 Hybriden en elektroforese

Elektroforese is een geschikte methode om het voorkomen van

hybriden aan te tonen (zie Stace,'75).Ais de twee ouder-

soorten voor een bepaald enzymlocus een bepaaId aillel gefixeerd

hebben,zal de hybride soms een simpele optelling zijn van deze

patronen, en soms z,aiien er ntheuwe bandjes gevormd worden door

het samenvoegen van verschillende monomeren bij polymere enzymen.

("hybrid enzymes")

Mitra & Bhatia ('71) gehruikten elektroforese-patronen om

hybriden in de Tricinae te illustreren.

De toepassing van elektroforese is zeer geschikt om grote aan—

talien hybriden tege1iikertjd te scoren als eenmaal een goed,

diagnostisch enzymiocus is gevonden..L)e procedure is minder om—

siachtig en tijdrovend dan het van elke pLant de chromosomen

te'ilen.Het zekerst is de methode ais de twee methoden vooraf

met e1kaar gecorreleerd kunnen w.orthn.
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2 INLEIDING JUNCUS-DEELONDER7OEK

2.1 N.omenciatuur en onderlinge relaties van soorten binnen

het J.articulatus-aggregaat

2. 1 • 1 • Nomenclatuur

De naafngeving van de verschiilende soorten binnen het J.arti—

culatusaggregaat vertoont chaotische trekjes daar nati.a)

en zeker internationaal verschiiiende opvattingen bestaan

omtwnt het soortsbegrip in deze "moeilijke"' soortengroep.

De verwarring spitst zich vooral toe op de soort J.alpinus,de

rijnrus (Zandee, '82).

De in Nederland gebruikeiijke naarngeving (Heiikels & v.Ooststroom,

'77) ve'renigt de duinrus (J.anceps') en de rijnrus (J.alpinus)

tot én soort met twee onde'rsoorten,die benoemd vorden als resp.

J.aiipino-articu]atus ssp.atricapiilus en J.alpino-articulatus

ssp.arthrophyllus.

Snogerup voert in de Flora Europaea 3 ondersoorten aan van
J,aipinus,resp.subsp.alpinus dit is de ondersoort die ook oa.

in Nederiand voorkomt),en de tot Scandinavië heperkte ssp.al—

pestris en ssp.nodulosus.OVer het aantal ondersoorten vaai dvze
variabele soort is de discussie nog in voile gang (Hà'met-Ahti,

'80).Ook is de status van de ondersoorten nog aan twijfel onder—

hevig,wat vooral voor de ondersoorten nodulosus en alpestris

geldt,door het voorkomen van overgangspopu]aties en afwjjkende

individuen(pers. corr.Snogerup,'82).Ditzelfde geldt overigens

ook alleinaal voor de uiterst veelvormige J.articulatus.

Zandee gebruikt vrijwel dezelfde nomenciatuur ais Snogerup,maar

gebruikt ipv.de soortsnaam aipinus de soortsnaam alpinoarticu—

latus.

Het is duideRiik dat de wijze van naamgeving invloed heeft op die

van de hybriden en op ket aantal daarvan.7o levert het gebruik

van de soortsnaam alpino—articulatus in de zin van Heukels &

v.Ooststroom 1 hybride op voor de bastaarc1en rijnrus x zomprus

en duirus x zomprus, nl.J x bucheriaui.Ook Stace ('7) gebruikt
deze nomenclatuur hij zijn hegchrijving van de hybride Junci.
Het verdient dus aanheveling 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 nomenciatuur

volgens Snogerup.



2.1.2 Hybriden binnen en buiten het aggregaat

Zowel binnen de J.articulatus-soortenRroep als tussen deze

soortengroep en andere verwante Junci bestaat een groot scala

van hybriden.Vooral J.articu.latus is veelvuldig bij de hybri-

disaties betrokken.

Binnen het agregaat hestaan er hybriden tussen J.articulatus

en J.acutiflor'us (=J.x surrejanus,Heukels &v Ooststroom,'77,

Stace '?5,Zandee '82);op deze hybride is dit deeionderzoek toe

gespitst;J.alpinus alie subspecies x J.articuiatus (Zandee '82,

Riehe '78,Snogrrup in Flora Europaea,'9O),J.aflCePS x J.articu-

latus (Heukels & v.Ooststroom,'77,Zandee' '82,Snogerup 'O),en

de zeer zeldzame J.acutiflorus z J.alpinus (J.x iangii; West-

hoff ea.,'73),nog hekeTld van 1 groeiplaats in Nederland.

Verder ziin er hyhride'n bekenci van J.articulatus x bulbosus

(Snogerup '60),J.striatus x J,articuiatus (Snogerup '82')en

wellicht nog meerdere;verder hybridiseert J.alpinus met J.cana-

d'ensis (Snogerup,pers.corr.'82).

Aangezien J.aipinus s.l.,J.anceps en J.acutiflorus een chromo—

soomauntail van 2n=14() (dit aantail komt het meestal voor hij de

Junci—groep Septati) en J.articulatus en J.canaxiensis 2n=80,

hebben de' Juncus—hybriden uit deze groep alien 140 chromosomen,

behalve die van de laatst genoeinde twee,wiens Fi—hybriden met

2n=140—soorten 60 chromosomen zulien hebben.

De hybride J.x surrejanus heeft 60 chromosomen,is intermediair

wat betreft de uiterlijke verschijning tussen de oudersoorten

en is over het algemeen steriel,ze is dus angewezen op vege—

tatieve verspreiding (Stace,'?S ,Otzen '7(3).

2!.1'.3 Hypothese van Riebe

Naatr a-anieiding van het verloop van de meiose bij de hybride

J.aipinus ssp.nodulosus-x articulaitus,waarbij ong.20.bivaienten

en ao univailentep worden g.vormd,km J-liebe tot. dehypothese

dat J.articuiatus elf ?an hybride komaf is,nl.een tetraplo-

ide af'stammeling van de kruising J.alpinus ssp.noduiosus x

J.acutiflorus (Riehe,'78).Dit houdt dus in dat het hele genoom

van zowel J.acutifiorus ails van J.alpinus in de tetraploid

J.articulatu N'nwezig is.t)it heeft,mits waargrote consequen-

ties 'or het verdere verloop van dit onderzoek.

Snogerup (pers.corr,'82) suggereert,dat iets dergelijks aan de

hand zou kunnen z3jn bij J.canadensis,die een genoom van J.al—

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

ken Junci op,wat er schematisch alsvoigt uitziet:

•'xT

=4o) (rijnrus,2n=14Q)

4---(polynidisatie)--- -_

N
'I

J.articulatus J.canadensis

,—(zomprus'=-
J.anceps J.hulhosus J.striatus

(duinrus,2n=rn (knolrus,2n=D)
I

I
1

2.2 Genetische co:iaplicaties ctoorde mogelijkealiotetraplo5:die

van J.articulatus

De volgens de theorie van Riehe veronderstelde afsta.mrning van

J.articulatus heeft consequenties voor berekeningen van gene—

tische grootheden nay. de e'lektroforese,zoals dit in dit onder-

zoek is geheurd.

Allereerst zijn er moeilijkheden bij berekeningen van genfrequen-

ties,heterozygttie en poiymorfie—index.Bii a'anname van de allo—

te'trapldie-theorie heeft dat tot gevoig dat alle loci in twee—

voud ge'rekend moeten worden daar ze dubbel 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.1)it levert nog geen discrepantie op; dit

gebeurt echter wel als de twee soorten voor een bepaald locus

elk op een verschillend allel zijn gefixeerd: J.articulatus za]

dan altijd het heterozygote patroon bezitten,"homozygoter dan

dit kan niet bereikt worden".Dit wil zeggen,dat er dan ipv.

1 varierend locus gerekend moet worden met twee monornorfe loci.

Nog moeilijker 'wordt het als cn snort voor een bepaald allel

is gefixeerd,terwijk de andere varieert.Bij J.articulatus zal

dan een soort "halve" variatie hehhen,die in de praktijk niet

te onderscheiden hlijkt van "gewone" variatie.Dit laatste werd

dan ook noodgedwongen verwaarloosd.

J. acutiflorus—'J . x

(veldrus,2n=lrn) (2n

J.x surrejanus

(2h=60)

? 4—_--—--_—?

? ?

x =bastaard)
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Een tweede moeilijkheid doet zich voor bij het berekenen van de

genetische afstand tussen tw'ee taxa en de daaraan gelleerde

tijd die verstreken is sinds die twee taxa zljn uiteengegaan:

bij het berekenen van de genetische afstand D kan de al besclire—

yen correctie worden ingevoerd,maar hil het berekenen van de tijd

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

In norma1e gevallen herekent men t door de lineaire hetrekking

met U (zie Nei,5),in deze figuur is dat te zien voor de af—

stand tussen J.anceps (ANC) en J.acutiflorus (ACU).

SteJ dat J.articu]atus op tijdstip tis ontstaan ujt een has-

taardering tussen J.acutiflorus en J.alpinus (ALP).Zou men dit
Vy,r

feit negeren en met dezelfde hetrekkinp' tussen D en t werken Acup:

dan komt mn tot de t'-waarde,die fout is.Uit de figuur vat

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

t niet evenredig is met de afstand tussen ACU en Ai-T,maar
art

ANC ALP

I

ART ACU
t

1)

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

We kunnen zien dat de afstand tussen ACU en ALP te verdelen

valt in twee afstanden:de af'stand van ACU tot het "theoretisch

sudden" en die van ALP tot dat middelpunt.Als dat vergeleken

wordt met de afstand P zien we dat we hier alleen de afstand
art

van ART tot het theoretisch midden hebben,dit is dus een "ha've"

gene'tische afstand.Om de7eifde lineaire hetrekking tussen t

en D te handhavn,moeten we dus tweemaa1 de af'stand 1) nemen.
art

We weten flu:

11) de tijd verstreken sinds ACU en ALP spitsten t is:acu—aip
t =c.D
ac'u—alp acu—alp en

2) t = c.2.Dart art

of'wel tart

acu—aip art

Pit geeft samengevoegd:

t .2.1)
— acu—aip art

art Pacu—aip

Nu hebben we P niet,maar uit de figuur is te zien dat de
art

heift van de' aCstand tussen ALP en ACU I) gelik is aanacu—aip
de afstand I) plus de afstand tussen ACU en ART P

art acu—art.

L) 4D =f) + D of makkeliiker:
acu—alp art art—acu

I) =D -D
art acu—alp acu-art

Invullen van ) in 3) geeft:

t .2.(cD -D
t acu—a Ip - acu-aip acu—art =art =

D
acu—al p

t .D — 2. t .1)
acu—alp acu—aip acu-aip art-acu

D
a Cu—al p

2.t .1)acu—aip acu—art
acu-aip (5)

acu—aip
Invullen van i) in 5) geeft dan:

2 . c tacu—a1 p rnacu—art

tart = C•Dacu_aip 1)acu—aip

= c.D — 2'c.Dacu—aip acu—art

t = c.( D — 2.1) )•art acu—aip acu—aTt
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Pit 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 geval ssp.

nodulosus, naast gegevens van J.articulatus zeif'.

2?.'3 Ecologie van de soorten J.articulatus,J.aCUtiflOrUS en

van J.x surrejanus

Beide soorte'n hebben een vovrkeur voor wat vochtthge terreinen.
Te'rwiji J.articulatus op allerlei terreinen wel voorkomt die

a.ain deze voorwaarde voldoen,dwz ook op funk gestoorde terrein—

en,iijkt J.acutiflorus optimaal voor te komen in zgn.beekhege—

leidende gemrenschappen (Westhoff & den Held,'69);de versprei-

ding van J.acutiflorus lijkt hier te ziin gecorreleerd aan het

voorkomen van opperviakkig afstromend grondwater.Ifl het stroom—

daa van d 1)rentsche Aa leidt dat meestal tot het feit dat de

:
veidrus op de rand van het beekdai groeit,waar het afstromende

grondwater het dal hinnentreedt (Everts,Grootjans & de Vries,

'80).T)ichter naar de beck toe verciwijnt ze uit de vegetatie,

terwiji J.articulatus hier nog wel voorkomt.Aggregaten van wat

vermoed wordt J. x wurrejanus te zin komen in dit stroomdal

vaak voor viak naast of gedeeltelijk tussen aggregateii van J.

acutif1orus,meesta1 aan de beekzijde tov.laatstgenoemde.Gezien

de theorie van Anderson ('Lt8),die inhoudt dat F1-hyhriden ver-

wacht mogeri worden op p1aatsn die intermediair zijn toy. de

groeiplaatsen van de oudersoorten in ecoiogisch opzicht,lijkt

dit geen onlogische situatie.

Op plaatsen,waar de heide soorten direkt naast elkaar voorkomen,

zoals in het stroomdal van de Drentsche Aa blijkt het moeiiiik

om de drie taxa vegetatiekundig van elkaar te scheide'n (Blok &

Ianghrthek,'81); alle drie komen ze voor in Caithion-vegetaties;

J.acutiflorus en J x surrejanus kunnen alleheide voorkomen in

Calthion-.vegetaties die vri.j schraal zijn tot die met een duide-

lijke invioed van het FiIipendu.ion (rijkere situaties),terwijl

J.articulatus zowel in Caithion- als in kleinezeggenvegeta—

ties voorkomt.1)e overlap in groeiniaats is daardoor groot.

Niek Dker: ('1t) vond een lichte voorkeur van J.acutiflorus

inclief ev. J.x surrejanus—ex'mplarefl voor de wat drogere,

z'uurdere en over het algemeen wat armere piaatsen wat betreft

N,P en K ten opzichte van J.articulatus.Tevens zou J.acutifllorus

op meer zandige substraten voorkomen als J.articulatus,die op

hoofdzakelijk veenhodem groeit in dit gebied;dit verhand kan



echte'r ook interfereren met de wateruishouding ter plaatse

(de venige bodems liggen dichter hij de beek en ijn dus natter,

terwiji op de hoger gelegen gronden het veen uitwigt tegen

zand van het plateau).

Gezien de overlap in ecologische eisen is het moeiUjk om een

"hybridisatie van het milieu' aan te wijzen die verantwoorcle—

lijk zou kunrien zijn voor het optreden van de hybride; de meest

annemel&)ke verkiaring zou kunnen zijn dat de hybride gebruik

maakt van ruimtelijke overgangen tussen nat en droog.

De heschriving van de ecologie van de drie taxa wordt hoven-

dien funk gestoord door moeilijkheden bij het vinden van een

goe'd,sluitend determinatie-kriter :ium.

2'.lI I)oeistellingen

De belangrijkste doelstelling van dit deelonderzoek wa .. dmv.

elektroforese ee'n zodanig enzymlocus te vinden,dat de ' taxa
met een betrouwhaarheid van 95 kon differentieren een dia—

gnostisch enzymlocus) .Gewaipend met zo'n enzymlocu& is het vri.j

simpel om voor vrij grote oppervlakten vast te stellen of er

sprake is van het hybride taxon J.x surrejanus; dit zou ook

de heschrijving van de ecologie van de drie taxa aanmerkeiijk

vereenvoudigen.

Een tweede doeistelling 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 Riehe (cie hybride afkomst van J.articulatus) dmv.

de verkregen elektroforese—resultatefl,efl over de ingewikkelde

relaties die de soorten van deze "moeilijke soortengroep" met

eikaar hehhen.
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3 MATERIAAL 1N METHOD1 van het ,juncus-deelonderzoek

3.1 Soorten en wijze van bemonsteren

fl voor dit onderzoek gebruikte planten behoorden tot de

taxa Juncus acutifiorus, J. articulatus, . anceps, ...aipinus

ubspp. alpinus, nodulosus en alpestris en verder de hybrithn

J. a1pinus subsp. aipinux articulatus, .J. alpinus subsp.

nodulosus x articulatus aismede exempiaren die op grond van

morfoiogische, macroscopische kenmerken vermoed werden tot

het hybride taxon J. x surrejanus te behoren.

De individuen werden aisvolgt gemonsterd:

A :

13:

C:

1) ::

G2:

H:
I:
I:'

N:

hit populatie J.articuiatus no.It/m 4

J.articulatus no.5 t1m g

J.articuiatus no.9 en

J0 anceps no. 1 t,m 3

J,,articulatus no. 10

J.articuiatus Ii t/m 13,

J.anceps no. /4 en 7 tim 9 plus 2 ex. die bij

nadere beschouwing niet tot én der beide taxa

waren te bestempelen, wellicht hybriden

F : J.acutiflorus 19 tm 2/4 en

i.x surrejanus no. 1 t,m 9

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

J,acutiflorus no. 25 en 26

J.acutifiorus no. 2 tm 12

J.acutiflorus no. 13 t,m 18

J,articulatus no.111

J. articulatus no.15 t/m 19

J,articuiatus no. 20 tim 23

J.anceps no. P0

N : J.anceps 10 t,m 13

ft: J,acutiflorus no.31 en

J.alpinus subsp. alpinus no. 1

V :J.anceps 16
.J.alpinus subsp. alpinus no. 2 en 3

J.alpinus subsp. alpinus x articulatus 1 t,m/4

J.alpinus subsp. nodulosus no.2' en 3

J.alpinus subsp. nodulosus x articulatus 1 en
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populaitie NR J.alpinus subsp. aipestrie- no.1

NRW : l.a1pinusr subsp. nodulosus no.1

Voor de exemplaren genoemd oncter LW (
Lweden) is het niet ze-

ker or ze' inderdaad uit &€n populatie kwamen of *it meerdere,

die dicht bijeen lagen.

eze poulaties groeiden op de voigende locaities;

A- op een z-aindpaadje in Hortus de Woiif,Haren.Van de betrokken

soorten auleen J.articuia'tus aanwezig.

B— op de afsluitdijk van de Laiuwerszeepolcler; op een strook met

k'wel tgv. het djkiichaani; aileen .articuiatus.

C- op cte ijsbaan van -,chiermonnikoog, dit is een natte duin-

vaiiei bij het dorp (iosterburen.J4engpOPUlatie van .j.articu—
latus en a-neps.

D— z'ie onder Ii, alleen een eindje verder op de dijk.

E— in een zandwinning op ,chiermonnikoog.MengpOPU1atie van

J.aa-ticulatus en J.ancep, in tie iiionsternalme &aten enkele

dubieuze overgangsvormen.

F- Hornbuiten, stroomdailandschaiP i)rentsche Aa.Mengpopuiatie

van j.acutifiorus en ..x surrejanus op de hoger gelegen ge—

de-elten van het dal en J.&rticulatus c!ichter hij de beek.

G1- de Strengen, uidzijde van de Drentsche M,Popu1atie van

J.acutifiorus; J.aticuiatus werd niet gevonden maar zal

zeker aanwezig zijn geweest.Evenai-is H een nat hooiland.

zie G, maiar aain de noordkaint van de beek.

H- Zeegser1oopje, srtroomdad vain de Drentache Aai.Popu1atie op

nat hooiland van J.acutiflorus en weliicht J.x s-urrejanus.

Evenatis bij de popuiaties F,G,G2,en I treedt J..acutifiorus

hier aspektbepa&lend op.

I— perceel Roodzainden, Zeegse, stroomdai Drentsche Aa.Meng—

popuiatie van J.acutiflorus en J.articuiaitus in een meng—

vorin van dotterbloemenweide eh kleine_zeggen_gemeeflsChaP.

Tv-. E4n groot exemp]aair vain J.airticu1tus in een sloot temidden

vain cuituuriandschatp, Kerklaan,Haren.

]L— Siootkaint tussen Nes en de Briks-duinen,Ameiaind.OflbegrOeid

behative enkele exmpiaren van J.articulatus,J.bufonius en

J • effusus.
M— Slootkant in 't Oerct, Amelaind; mengpopulatie vain J.anceps

en J.airticuiaitus.

N— in een duinvadiei in 't Oerd,Amelaind.In een orchideeenrijke

knopbies-vegetaitie.

BE— Kailkmoerais bij Moi,België.Geen verdere gegevens beschik-

baar.



ZW- Zweden; Skne, par. Liyngsj; in een kadkmoeras bij het

meer Lyngsj6n.

NRW1— Noorwegen, Lom.Geen verdere gegevens.
NRW2— Noorwegen, Vg.Geen verdere gegevens.

Alle junci, verzameid in Scaxndinaivië, hoofdzakelijk behorend

tot J.atlpinus s.l.,werden gedetermineerd en opgestuurd door

dr.S. Snogerup, voor wiens huip ik dan ook eer erkentellik

ben.

De planten werden opgekweekt in een mengsel van 2 delen blad—

aarde op ii deel zand,behaave J.anceps,die verd opgepot in

grond bestaiande uit 1 deel bladaiarde op 1 deel zand.

Alle planten werden in een zgn."koude kas" geplaiaitst; de tern—

pera±tuur volgt hier de buitenternperatuur, met dien verstande

dat wordt bijgestookt als de temperaituur onder 10°C zakt.

De verlichting bestond uit hoofcizakelijk daiglicht,bijverlich-

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 chromosoomtelliflgefl

Van een negental exemplaren-ART 10,ARI' 20,AU 10,ACU 28 en

5 exemplaren van de vermoede hybride J.x surrejanus— werden

tellingen verricht van het aantal chromos.omen,met het doel

vast te stellen of' er inderdaad sprake wa.s van bastaarden bj

de junci die verzameld waren op de Hornbulten.

Hiertoe werden van elke te tellen plant in Iiet groeiseiZOen
(lente—vroege zomer '82) ongeveer 10 frisse, groeiende wor—

teltopjes afgeknipt, die vervolgens gedurende 2 uur in een

lhjcineopu1oSSing van o,i% werden gedompelcl.Daarfla werden

ze gefixeerd in zgn. Carnoy—oplossing,di. 3 delen alcohol abs.

ofwel ethanol op 1
deel ijsazijn.De fixatie vond plaats tot de

dag van de eigenlijke telling,maar minimaal gedurende 1 nacht.
0

Worteltopjes in het fixatief werden in de koelkast bij 4 C op—

geslagen.

Viak voor de telling werden de topjes uit de Carnoy-oplossing

gehaald en edurende 25 mm. gehydrolyserd in een 5M-HC1 op-

lossing.Daarna werden ze even gespoeld in leidingwater en

'vervolgens ongeveer 3 uur gekieurd met een fuchstne—(pararos—

aniline—) oplossing, en wel in het donker in de koelkast.

Nat deze behandeling werd gedurende 10 mm. gespoeld in gewoon
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1 eidingwat er

Vervolgens werd het uiterste puntje van het worteltopje in

een druppel 145% azijnzuur gelegd op een objectglaasje,en werd

een "'qash"preparaat gemaakt door dit uiterste puntje zoveél

mogefljk uiteen te rafelen, een dèkglaasje aan te brengen en

dnw. zaiclttjes met de achterkant van een prepar'eernaald te

tikken en ev. drukken te proberen het materiaal onder het

dekglaasje zoveel moge'ijk te spreiden en de metafase—platen,

die zich vrijwei uitsluitend voor het tellen lenen,zo viak

Inogel!jk te kr3jgen.

De te11ingn werden verricht op een binoculair bij een vergro—

ting van l000x.Van elk topje werden in principe 5 metafase-
platen geteld.

De tell.ingen waren in het &]Jgemeen globaal,dwz. dat niet bij

elke telling de uitkomst een exact veelvoud is van het basis-

getal x=20.Bij de meeste tellingen "missen" er 4n of meerdere

chromosomen.Door naar boven af te ronden kan men echter wel

een goede indruk krijgen of een individu 140,60 dan wet 80 chro—

mosomen heeft (resp. de aantallen van J.acutiflorus,J.x surre—

Jat nus en J,articulatus).

oms werden de preparatten semi—permanent gemaakt door nagel—

llak laings de randen van het dekglaasje aan te brengen; zo

nodig werden de metafaseplaten gefotografeerd.

5.2.2 Elektroforese

at) Gebruik en samenstelling van de buffers

"Toor zowel de bereiding van de gels als de eigenlijke elektro-

forese werd gebruik gemaaikt van enige verschillende buffer—

oplossingen.De gebruikte buffers voor de gel waren dezelfde

als die in de eigenlijke elektroforese.

Deze buffers waren:

jI-i 0,025 M citroenzuur op i11 gebracht met Na}1P04

p 6 : O05 M maLleaat,op pH gebracht met tris

pH 7 : 0,1 M citroenzuur op p11 gebracht met tris

0,5 M boorzuur oppH gebracht met tris

pH 9 : 0,11 M boorzuur op pH gebraicht met NaOH

tris is trishydroxyrnethyla.minomethaafl (=aminomethylidinitri-

methanol) ;
C14H11N03
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Welke buffer werci gehruikt hing af van het te testen enzym.

Om na te gaan bij welke buffer het resultaa't voor een bepaald

enzym optimaal wais,werd enkele malen "proefgedraaid".Ook werd

gebruik gemaiakt van resuitaiten uit Kik& cie Vries (98O).

Tevens 'werd getest of de resultaten het heste waren bij het

op de linkerrij origins opbrengen van het extract(L) of bij het
rec-hts op de gel aanbrengen (B).In onderstaande tabel staan

de optimale buffer en de beste zijcle voor het ophrengen ver—

meld.Bij de elektroforese werd aitijd de "ideale" buffer gehruikt

en meewtal ook de- hes-te zijde van de gel.Dit laatste werd echter

om praktis-che redenen wel eens genegeerd.

Tabel ii Optimade buffer, gel en zijde vain opbrengen van het
extract op de gel. voor de verschillende enzymen.

en-ym buffer pH gel links of rechts

ArPh 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

9 6%PAA B

11,6dP 7 6PAA B

FUM 7 6PAA B

GA3PD 6 6%PAA B

GDH 6 6%PAA L

Glyc.Ox. 9 LtPAA (L)

GOT 7 6%PAA L

G6PD 7 6%PAA L

GPI 6 6%PAA B

IT)H 7 6%P'
LP 7 6PAA P

MDII 7 6PAA L ofR
ME 6 6%PAA P

Perox. 7 6%PAA L

6PGD 7 6%PAA L

PGM 7 6%PAA P

ShDH 6 6%PAA L

TO 9 6%PAA B

XDH 4%PAA P

Uitleg:zie tekst
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b) bereiding vai de gels

Voor de elektroforese werd gebruik gemaakt van polyacryilamide—

gels,bereid met meestal een 6% acrylamide oplossing.Alleeri

voor amylase (ANY),xainthinedehydrogenase (XDH) en glycolaat-

oxidaase (Glyc.Ox.) werd gebruik gemaakt vain een minder dichte

gel,nl.een 4% polyacrylamide (PAA) gel.Hiermee kan een betere

9-cheiding worden verkregen hij enzymen die niet ver van de

origin migreren.

De 6%-gels werden alsvolgt gemaakt:

36 ml cyanogum-opi (di. 95% acrylamide en 5% N,N'methyieen-
bis-.acrylamide),)26 ml demi-water en 18 ml buffer vain een bep.

pH (die voor elk enzym verschillend is) werden gemengd in een

rondbodemkotf en gedurende 110 mm. ontlucht op een filmver-

damper.

Daairnai werd 25-30 mg aimnioniumpersulfaat (APs) en ong. 0,25 ml

NNN'N'_tetramethylethyleendiamifle (TMED) tbegevoegd,waarna

de polymerisaitie start.Nai even zwenken werd het mengsel snel

in een van te voren klaiargezette mal gegoten; hierin vond de

polymerisatie bij kamertemperatuur en in het licht plaats.De

gel in wording bleef in de mail staan tot 10 à 1i5 minuten na

het optreden van de eerste troebeling en vervolgens werd de

gel uit de mail geha-aid en gedurende min&tens een hatif uurt'ge—

poeld" in 1J liter liOx verdunde buffer, in een baik op een

chudmachine .Eventuele opsiag vond pilaats in de koelkast hij

in dezelfde verdunde hufferopiossing.

De bereiding vain de 4%-gels was identiek met die van de 6%-

gels; alleen werd hier uitgegaan vi 4 ml cyanogumoplossing,

1138 ml aqua ciemi en 18 ml van de de-shetreffende buffer.

an de gels voor amylase werd aan het voornoemde mengsel nog

ong.0,5 ( di. ongeveer 1 ml) van een opgekookte verzadigde

z-etmeeloplossiflg toegevoegd en evenredig minder aqua demi.

Welke buf'feroplos-sing in de gel werd gebruikt alsmede welke

concentratie a crylai mide valt voor elk enzym af te lezen in

taibel .

c) voorbehandeling van de plariten en het maiken vain het extract

Voor het bereiden vain het eztract werd ongeveer o,4 gram plant—

materiaatl per p1tt aifgeknipt, bestaiande uit zo fris groen

mogelijke, liefst nog grbeinde bla— en stengeldelen.Dit werd

zo fijn mogelijk geknipt en per plant afzonderljk in een mor-

tiertje gedaan.Na toevoegen vain een spatelpuntje Polyclar AT

werden mortiertjes met inhoud saimen met de bjjbehorende tam—
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pertjes .gedurende ii nacht ingevroren bij -:30°C.

De volgende ochtend werci het plantmaiteriaal direct uit de

vrieskist z-o f'rjn mogeIjk gewreven; toegevoegd werd ongever

0,14 nil merca4ptcethanol-oplossing ( 0.5 ml als het materiaal

erg vezelig was) .De mercaptoethanol—oplossing bestond uit

0.14 ml merca3ptoethainol, 8,6 ml demiwater en 1,0 ml van een
bufferoplossing, die zo goed mogelijk paste bij de buffers ge-

br'uikt in gel en eiekroforese-apparaat, meestal was dit de

tris;-citraat buffer (pH 7).Na nog eens goed wrijven werd het

mengsrel gecentrifugeerd bij ong. 5000 rpm. in een voorgekoelde

centrifuge, cUt gedurencle 110 115 miñuten.Uiteindelijk werd

het superna'taint op de gel gebraicht (zie verder).

de eigenlijke elektroforese

Bijji de elektroforese werd gebruik gemaiakt vain Shandon zgn.

horizontaad—apparaten, die voorzien zijn vain waiterkoeling.
In de twee compartimenten vain het apparaiat werd eert 690 ml

bufferoplossing gebracht (300 ml per compairtiment).Daarna

verd de gel op maa&t gesTleden en op de koelpiaten gelegd;

gel en koelplaten werden ges;cheiden door een stukje "parafilm".

De toegevoegde buffer was identiek met die,welke in de gel

werd gebruikt.Aile in het eiektroforese-apparaat gebruikte

buffers; werden onverdund toegepast auleen de tris—citraat—

buffer (p1-17) werd eerst lx verdund.

Ver-voigens werden twee vlieseline—s;troken aangebracht,op elke

kant van de gel 44n, die met de ene ijde op de gel, en met de

aindere zijde in de buffer rustten.

AJvorens het extract werd opgehracht,werd gedurende minstens

een half uur "voorgelektroforeerd" bij 2'50 V.Daarna werd een

be'etje broomfenoiblauw in de origins gehracht, en zolang ge-

elektrofore'erd, dat deze stof' net uit de origins was verciwenen.
Daairnat werd het s;upernatant uit de centrifugehuisjes in duplo

in de origins gehracht;vervo'gens werd zolang geëlektroforeerd

bij eve-neens 250 V dat. de broomfenoiblauw ongeveer 110 cm over

de gel was gemigreerd.Afhartkelijk van de gehruikte gel en buffer

cFuurde dit 2 tot 14 uur.

e) kleuringen en manier van scoren

Na dIe "elctrforetic run" werd de gel in twee gedeel ten ge—

sneden en gekieurd volgens de trecepten van Shaw & Prasad(t970)

ijzingen in deze kleuringen zoals die staan vermeld in van

Dijk & van Delden (119811) werden overgenomen.Voor de vo1ledig-
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heid 5taan de toegepaste "recept'n" vermeld in appendix 1

Na ce kileuringen werden de gevormde isoz-ym—patronen op het

oog, dus niet met behuip van een spektrof'otometer oid. ,gescoord

en ge!nterpreteerd.Deze interpretatie zou eigenlijk gepaard

moeten gaaui met kruisingsproeven om het gepostuleerde gene-

tiehe model te verifiëren; ivm. tijdgehrek is dat bij dit onder—

zoek niet gebeurd.
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4 WkARNEMINGEN

14. Zymogranmen hij de junci en interpretatie daarvan

In hell volgende worclen de isozym—patronen beschreven die bij

de junci werden gevonden en wordt tevens geprobeerd een lo—

gische genetische verkiaring te geven voor deze patronen.

Contr'e in welke mate de gepostuleerde verklairing in over—

eenstemming is met de werkelijkheid dmv. kruisingsexperimentefl

heeft niet plaatsgehad; enige voorzichtigheid bij de resultaten

is dus geboden.

In de volgende 'chetsjes van de zymograimmen hebben de gebruik—

te symbo'en de volgende betekenis:

een cherp omlijnd, handvormig paitroon

een zwac, maarscherp paitroon
0 een niet scherp omlinde, diffuse viek met sterke akti—

viteit
J_ , idem maair met zwajkke aiktiviteit

Op de horiz'ontatle ais staa't de afstand tot de origin vermeld

dez'e geta.l]en gelden a;ls het broomfenoiblauW bO cm heeft af—

gelegd.

"zur-e fosfatase (APh)"

De enzymkleuring zoaiis die staait gegeven voor AcPh viel het

beste uit bij gebruik van gel- en elektroforesebuffer Na-boraat

met pH 9,f).Waiarschijnhijk is hier d ook iet sprake van een

iire—,maair van een baisische fosfata6e.Het patroon bestaat uit

3 vlekken op resp. 1)2, 32 en 514 mm vaif de origin.Ht be-

treft hier waarschijnlijk 3 loci waarvan er minstens ii varieert;
ii' verband met de vagheid va-n het gevormde patroon is dit

enzym bij de verdere berekeningen niet meer hetrokken.

ailcoholdehydrogefla&e (ADH)

gevonden paitronen:
100

p (2'l mm)

(2'o mm)

I
(17 mm)

(17_21) mm)

(i14 mm)

UI
(ii14—17 mm)

De vlekjes hadden de grootste aktiviteit in het midden en aan

de randen.

Interpretatie: 1 locus met 4 ai]lelen: het U (ultrafast)—allel
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op 211 mm, het F faist)—allel op 20 mm, het I (intermediate)-

ailel op 17 mm en het S (slow)-ailel op 11L1 mm.De vlekjes zijn

resp. de IF en SI—heterozygoten.

Het enzym is meestal een dimeer (bv.Roose & Gotiieb,11975/'76);

uit dez'e gegevens blijkt dat het in ieder geval een polymeer

j5r•

aildehydedehydrogenasre (=aldehydeoxidase) (Aldox)

Er werd mawr 1 soort paitroon gevonden:

'P0

I I I ( resp. 113,20 en 32 mm)

De eerste en de laatste band ontbreken nog wel eens.

Int1erpretatie: 3 loci, die alle drie monomorf zijn voor atle

onderzochte soorten.

amlas;e (AMY)

De isozym—patronen verschijnen ails ophelderingen in de blauw—

zwart.e gel.Er werd maiar én soort patroon gevonden:
00

I (5 mm)

Interpretatie: 1 locus; intrai— noch interspecifieke variatie.

esterase (EST)

Bij de EST—kieuringen verscheen een wirwar van oranje vlekjes

en bandjes op de ge] ,waarschijnlijk minsten 5 loci,waarvan 2

of 3 met variatie,inclusief' 0—atllelen.Ivm. de grote comp]exi—

teit van-i het patroon en dus de vele onzekerheclen bij de gene—

tische interpretatie daarvan zonder kruisingsproeven zijn deze

patronen verder niet in het onderzoek opgenomen.

"fast—h1ack—oxidase" ("FBO")

Dit patroon verscheen ails gevoig van een t.weetal mislukte
LA'P-kleuringen,waatrhij de pH van de gebruikte buffer te hoog
wais , nl.Q,O , en verzuimd werd te spoelen met hoorzuur bij
de kleuring(zie appendix 1i).IUt. de LAP-kleuringen verschenen
hier rode vlekjes op de gel,en wel aisvoigt:

o0

0 (Lt5_19 mm)

9 0 (35—38 mm;Lt5_Li9 mm)

o (35-38 min)

o 0 U (35-38, 14549 en 67—b9 mm)

A'aingezien het vlekje op 67—69 mm veel zwakker was dan de andere
vlekjes, is dit waaschijnlijk een wpart locus (FthJ_2).Dit locus

was maar some aanwezig.Voor de andere vlekjes is de aanname

wan een 1-locus—systeem met variatie ht simpeist, en wel
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met een S-adlel op 35-38 mm, en een F-allel op L5_Z49 mm.De

heterozygOOt heeft beide vlekjes en niet meer dan dat.Hierte—

gen pleit het f'eit, dat de beide atilelen 'o'n groot verschil

in loopafstafld vertonen.Desondanks werd verder gerekend met

de yolgende interpretatie: 2 loci, waarvan minstens 1 met

variatie.Mocht dii waar zijn,dan is dit "onhekende" enzym een

monomeer.

fruktose_1,6_difOsfatase (F1I,6dI

Meestail verscheen bet voigende patroon:
oo

I
(resp. i en mm)

In sommige gevallen viel het tweede bandje uit,zelden het

eerste.Iflterpretatie 2 loci, geen variatie.

fumaraathydrataSe (F'UM)

Bij aile gedane waarnemingefl verscheen een onduidelijke en vrij

brede viek op dezelfde hoogte ni met het centrum van de viek

op 9 mm.Vanwege de vaagheid van het gevormde patroon werd het

niet verder gebruikt.

1yeera1dehyde_3_fOSfaatdehYdr0a5e (GA_3_PD)

De volgende isozympatronen werden gevonden:
I00

I I 0 (5,11) en 26—2q mm)

s 0 (5,1!0 en 29-32 mm)

De eerate 2 bapdjes verschenen vrij snel; bet vlekje op ong.
30 mm verseheen pas nm het overnacht laten staan van de gel.
Alle bancijes eq. vlekjes vielen wel eens uit.

Interpretatie 3 loci, GA-3-PD-1 en GA-3-PD-2 monomorf en

GA-3-PD-3 met variatie,nl. een S-a41e1 op 28 mm en een F-

aillel op 311 mm.

giutamatdehydrOgefla5e (GDH1

Er werd maair één soort patroon gevonden:

0 (6-8 mm)

Interpretatie 1 locus,geen variaLtie.

1yco1aat oxidae (G1yc.Oj

Er werden drie soorten patronen gevonden

0 (0-2' mm)

i3 (1'-9 mm)
(8—110 mm)
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Interpretaitie': 1 locus met (in dit geval interspecifieke)

vaTiatie, ni. e'en S—adlel op tot 2 mm van de origin en een

F-ailel op 8-9 mm.De brede viek stelt de heterozygoot SF voor.

Het enzym is, mits dee interpretatie juist is, een polymeer.

De interpretattie kam vooral bij dit enzym, evenads hij PGM en

ShDH moeiliikheden opleveren wat betreft het aantal hetrokkn

loci voor de allotetraplo5d J.articul&tus.Ik volsta hier met

te constateren dat bij deze soort het paitroon ook als een twee—

locussysteem kan worden opgevait; zie voor verdere toelichting

onder I..2'.li.

g1utamaat oxaalaieetaiat transaminase (GOT)
Er werd hij dit enzym mar én soort paitroon gevonden:

0 8-22 mm)

In het bovenstaande patroon waren soms twee kernen te zien,

die erg dicht hijeen lagen.Het patroon is desondanks genter-

pre'teerd ails een 1}—locussyste'em zonder variatie; er kan ev.

ook spraike zijn van 2 loci maar deze ligen dan zo dicht bijeen

daft eventuele variaitie in én der loci niet meer valt op te

poren door waarschijn1ijke "overlap" met het aindere locus .In

het laatste geval zou dit enzym voor deze s-oorten onbruikbaar

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

Ook bij dit enzym verschijnt maar 4n soort patroon:
oo

0 (27—32 mm)

Interpretatie: 1 locus, geen variatie.

glucosefosfaait isomerase (GPI)

Bij dii enzym werden meerdere type's patronen gevonden:

I I (27,3 en 32 mm)

I I (25 en 35 mm)

(25 enl2 mm)

I III (2'5,29,31;,33,35 en 37 mm)

(2'5,31,33,en 35 mm)

I II (25,31,33 en 35 mm)

I I I (25;59 en L2 mm)

I 'I I' (i,37 en mm)

Interpretatie; 2 loci die heiden varieren.GPI—1 heef't 2 al-

lelen ni het N—alle1 op 25 mm en het F-allel op 27 mm (dit

laatste allel werd overigens auleen hij J.anceps gevonden).
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GPI-2 bezit 3 aillelen: hetS.(sloW-)aiulel op 31 mm, het I-

(intermediair-)aL1lel op 35 mm en het F_(fast-)aiulel op mm.

Het enzym is een dimeer:heteroZygOtefl hebben drie bandjes,

vaarvan het middeiste bandje de heteromonOmeer voorstelt.

De baindjes hebben soms, maiar lang niet altijd een gn. bijbandje.

Bijbandjes kwamen het vaakst voor bij de tetraploid J.articula—

tus en bij het locus met de sterkste aktiviteit (GPI—2)

Op grond van deze interpretatic? kunnen de gevonden patronen

nu van boven naIar beneden alsvolgt worden verklaard::

het eerste paitroon is een GPI-l-F,GPI-2—S dubbele homozygoot;

GPI-2 heeft hier een bijhandje op 32 mm.

Net tweede patroon is een GPI-1-N,GPI-2—I individu.

Het derde paitroon is een GPI-.l-N,GPI-2'-S exemplaaLr.

Het vierde paitroon is een homozygoot N voor GPI—1 en hetero-

zygoot SI voor GPI-Z.De zwakke bandjes op resp. 29 en 37 mm

zijn bijbandjes.

Het vijfde patroon is identiek met het vierde,auleen onthre-
ken hier de hijhanicljes.Dit is dus ook een GPI-l-N,GPI—2'--SI in—

d ividu.

Het zesde patroon kwam ailleen bij J.x surrejanus voor en kari

ivm. de zwakke GPI-2-S, bã-nd op 31i'mni geinterpreteerd worden

ails homozygoot N voor GPI-I en heterozygoot Slivoor GPI-

(J.x surrejainus is triploTd).

Het zevende patroon 'wordt gevormd door een GPI_1-N,GPI—2-IF'

individu,terwijl hij het laatste patroon het GPI—1 locus totaal

ontbreekt en het betref'fende individu voor GPI-2 heterozygoot

SF is.

GPI—2 paitronen verschenen vrij sne1 na het begin van de kleu-
ring;GPI-1 deed daatr aanmerke.lijk langer over en moest vaak

overriacht blijven staan.

isocyt.raatdehydrOgenase (IDjil
Bij dit enzym ontstaian wait merkwaiairdige patronen op de gel,nl:

(28 en 30 mm)

(27,2',3o en 32 mm)

(29,3Q en 32 mm)

Met de flu volgende interpretatie werd verder gerekend,hOewel
die niet geheel zeker is i locus met twee alle[en,het S—ailel

bestaajnde uit een band op 30 mm met een hijbandje op 28 mm,en

het F—allel bestaiainde uit een dubbele band op resp. 30 en 32

mm, vergezeld gaainde van weer een hijbandje op 29mm.Het tweede
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zou dan de SF—heterozygoot kunnen zijn,bestaainde uit 2 sterke

bndjes op28 en 30 mm, en twee zwakke bandjes op 27 en 32 mm.

A.angezien geen extra heteromonomere bandjes worden gevormd

is het enzym waarschijn1ijk dimeer.

leucine aiminopeptidase (LAP)

Bij dee kleuring werden maar weinig waarnemingen gedaiain.

Pat±onen verschenen als paiarsaichtige baindjes op cie rode gel,

zuiks in tegenstelling tot cte foutieve "FRO"-kleuring.

Gevonden patronen:
too

—f
I (38 mm)

I I (32en 38mm)

I I (en44mm)
Interpretaitie: 2 loci,LAP-1l monomorf en LAP—2 met vatiatie:

een S—aiulel op 38 mm en een F-allel op 44 mm.Bij het eerste

patroon ontbreekt het LAP—li locus'.AangeZien er geen hetero-

zygoten werden gevonden is het niet mogelilk orn een uitspraak

te doen over de aard van het enzym.

mailaatdehydrogenase (MDH)

De revonden patronen waren adsvolgt:
oo

I (23,29 en 42 mm)

(23,29 en 147 mm)

I D (23,29 en 14247 mm)

Interpretatie:3 loci,MDH—1 duidelijk en monomorf,MDH—2 met

zwakke aktiviteit en eveneens monomorf en MDH—3 met de groot—

ste atktiviteit en met variatie,een S-alle) op 42 mm en een

F—lle1 op 117 mm.Aangezien de heterozygoot ails een vlekje op

de gel verschijnt,lijkt dit enzym zich hiet als een polymeer

te gedragen.

malaa3tenzym (ME)

Hier werden de volgende patronen gevonden:
I DO
-t

(4—9 mm)

(Sen 2mm)
(8mm)

(112 mm)

De vlekjes,waiaruit het hovenste patroon bestaat,waren niet

homogei maaa' er waren verschillende,dichtopeeflgelegefl band-

ies in te zien.Door overloop van die handjes was niet te zien

hoeveel dat precies wa±en.
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Intrpretatie: als louter naar de iaatste 3 patronen zou wor—

den gekeken zou de verkiaring voor de hand liggen,dat het

om een monomeer enzym ou gaa'n,gecodeerd door ii iocus,waarop

v'iaitie aanwezig was.Gezien het eerste pa.troon en het feit

dat ME bij andere planten polymeer lijkt te zijn (by bij

?lantaigo ma,jor,v.Diik & v.Delden,'Sl) moet er echter sprake

zjn van een polymeer enzym.Dit houdt echter in,dat de onder-

ste drie patronen niet varieren malar dat er spraike is van

2 loci,waairvan dan de een,dan de ainder en soms alletwee op—

konien.Dit wisselend opkomen der twee loci zou by kunnen wor—

den veroorzaiakt doordat planten in een verschil]end groei—

stadium verkere-n (*erkley, 'So) ,hoewel daar zoveel rnogeiijk

rekening mee werd gehouden hij het verzaimeien van materiaai

voor extratbereiding, of door wisselende omstandighe'den in

de kas,waair dit en7ym dan zeer sterk op zou reageren.Rij ver—

wainte soorten (J.ef'fusus en J.subuliflorus,Xik '80) bleek

iets dergelijks op te treden.

Rekening houdend met het felt, dat het eerste patroon atileen

bij J.ainceps werd gevonden 'en niet hij de aindere soorten zou

ook nog de verkiaring kunnen worden gegeven,dat het enzym bij

J.anceps polymeer ou zijn en zou worden gecodeerd door 1 locus,

en da't er bij de andere soorten het enzym monomeer zou zijn,en

eveneens gecodeerd door 1 locus.Dat zo verwante soorten ( zie
bv.Zandee,'82) zo'n groot verschil zouden vertonen moet on—

warschijn1ijk worden geacht.

De meest waiarschijnlijke uitleg van de patronen wordt dan:

e wijn 2 loci,ME—li met vaa-iatie ni een S—ailel op mm en een

N—aulel op 8 mm en een monomorf ME—2—locus.De geschetste pa—

trone'n zijn dan vain boven naar beneden:
e, ME—li SN, ME-2 ontbreekt
2e• ME-li N, ME-2 N

e'

3 : ME—lI N, ME-2 ontbreekt
e

4 : 7E—2 N, ME—li ontbreekt
Net dee 1aiaitste uitleg werd verder gerekend.

peroxidase (Perox.)

Gevormde patronen hij deze kleuring werden nooit echt duideLijk,

reden om dit enzym niet in de verdere heschouwingen te betrek-

ken.Er 'Was spraike vain minstens 3 loci,resp op 51 en 56 mm en

een "adiodajail" locus op —ii mm,plus nog meerdere niet reprodu—

ceerbar vlekken.
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6.fos'fog1uconaatdehYdrOgeflase (6—PGD)

De volgende paitronen wairen zeer scherp en duidelijk.
$00
-j

I I (2Zen 28 mm)

I I (22en32mm)
I I (18 en 28 mm)

I I (18 en 32 mm)

I III (1i8,28,30 en 32 mm)

De bandjes op de aifstanden 22? en 1!8 haidden een aanmerkelijk

geringere aiktiviteit dan de ovrigen.

Interpretatie: 2 ioci,beiden met variatie.—PGD-1 met een N-

allel op 18 mm en een F-allel op 22 mm (dit F—allel kwam al..

leen bij J.aceps voor) en 6-PGD--2? met een S-allel op 2>8 mm

en een F'—ail.lel op 32 mm.Het heteromonomere bandje op 30 mm

hij de 6-PGD--2-heterozygoten (laats'te patroon) duidt op een

dimeer enzym.

fosfoglucomutase (PGM)

Gevonden paitronen:

-I

I
(32 mm)

(314 mm)

(32 en :314 mm)

Interpreta>tie: ii locus met S—aullel op 32 mm en F-allel op

314 mm.Jfet. enzym' is'. eén monomeer.NB. :zie onder Glyc.Ox.

Shikimatdehydrogenase (ShDH)

De volgende,zeer s'cherpe patronen werden gevonden:
$00

I (211 mm)

I (2>5 mm)

I I (21 en 25 mm)

Interpre'taitie: 'I
locus met variatie: een S-aulei. op 21 mm en

een F—aiulel op 2>5 mm.Het enzym is een monomeer.NB: zie onder

Glyc .Ox.

tetrazolium oxidai.s>e (To)

Bij de kleuring werden twee type's handjes gevonden: scherpe

donkerblauwe baindjes, die bij testen atldox—bandjes hieken te

z'ijn (aildox en TO werden vrijwel altijd tegeiijkertijd gekleurd),

en de eigenlike TO-handjes die ails ophelderingen zijn te zien.

Deze laiattste werden niet gescoord omdatt ze niet reproduceer—

baair bleken.
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xanthinedehydrogeflase (xnH)

fle paLtronen verschenen wls buitengewoon scherpe,zeer smalie

bandjes, en wel alsvoigt:

I
(-6 mmen *2mm)

angezien er aan heicie kanten van de origins baindjes verschj—

nen is het van helang het extract rechts op de gel a'an te

brengen en de ge] niet in tweeën te delen hij de kleuring,maar

het mide1ste gedelte eruit te snijden en dct te kleuren.

Interpretatie: 2 monomorfe loci.Door de geringe aktiviteit

van beide loci valt er vaak een locus uit,soms zelfs heide.
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5 RESU1,TATEN

5. 11 t.'hromosoomte1 lingen

In onderstaarLde tabet 2' staan de aantailen chromosornen ver—

meld die voor elke metafaseplaat werden geteld.Aangezien een

i-iauweurig veelvoud vain het baiseta.1 x=21) vrijwel nooit werd

bereikt,stat uiterst rechts ondera€ui voor elke plant vermeld

welk aamtai chromosomen waarschijn1ijk reel aanwezig is; dit

anta1 kwarn tot stand via extrapolatie van de tellingen.

tahel 2': uitkomsten chromosoomtellingen

ACU 110 topje' 1 32' 39 38 37 33

2 31 3)4 38

3 37 38 37 '35 36
H 14 314 35 '36 '33 '37

" 5 3 314

verondersteld aanta1:2n=2x=)4()

ACU 2'S topje 1 5 33 314 9 35
2 37

" 3 241) 38 3)4 37 2'S
'4 37 39 37 36 '37

36 35 )4r
verondersteld aa'ntal: 2n=2x=)40

ART 110 topje 11 79 724

2 61

3 71) 79 71 67 73
verondersteld aantal:2n=!4x=S0

ART 2() topje 11 80 81) 80 80 73

2' 72 79 77

3 79 1!2 11875 78

72' 72' 75
14 7977807680

80

verondersteld aarita1:2'n=)4x80

Pc veronderstelde hybriden J.x surrejanus gaiven (Ye volgende
IIaantailen:

x SUR 1 topje 1 60

2 14o 57 5)4 55 55
verondersteld aanta'l:2'n=3x=60
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(vervoig tabel 2)

x 1JR 2 topje ii 58 58 57 514

5957525757
9 '3 56555959514

14 52 56 60 51i 58
ve'rondersteld aantal:2'n='3x=60

x SUR 3 topje ii 56 55
2 60601495558
3 51 53 59
14 59606057514

55

verondersteiri aaaita1:2n=3x60

x SUB 8 topje 1 514

" 2' 147595056142
tt 3 56 56 55 56 59

14 57 58 53 149 149

14/4

verondersteld aantal:2'n=Sx=61)

x SUB 9 topje 1: 56 55 56 56 59

2' 5856505739

I' 3 60 55 53 55 51)
4 5860595456

It 5 49 53
verondei-steid aaintal:2'n=3x=60

Een s1uitende verklarinr van dee boge aantallen is moeii.jjk

te geven (7ie discussie

Foto's van de metafasepiaten van 2 2n=60 individuen (xSUR 1

en x STiR 3) zijn te vinden in het fotoarchief vain de werkgroep
cytogenetica onder de filmcode CE de nrs.1,2,3,2'1 en 22.

5.2' Elektroforese
De geteste loci konden worcien verdeeld in een aanta1 kiassen:

loci met een diagnostisch patroon; loci met fixatie bij én

soort, en variatie bij de anderen; loci met soortspecifieke al—

11en; bij alle soorten varierencie loci en tenslotte monomorfe

loci z'onder intra- of interspecifieke variatie.De lijst van

genotypen voor elke plant is opgefl'mefl in appendix 2.
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5,2.li Monomorfe' loci voor J.acutifiorus,J.artiCUlatUs,J.an—

ceps en J.x sur]rejanus; percentage varierende loci.

Het begrip "monomorfe loci" moet hier opgevat worden a.Ls die

1oci,waarhij intraspecifieke variatie niet aanwezig is.Het is

dus mogelijk,dat de hieronder genoe'mde loci wel interspecifieke

variatie vertonen voor de onderzochte soorten onderling.

Alleen die loci staan ads monomorf' vermeld,die hij een aantal

waarnemingen groter dan 5 geen variatie vertoonden.

Monomorf'e loci voor J.acutiflorus waren: aldox—1,ajldox—2,al—

dox—3,AMY,"FBO",F-1-dP-1',F-1 ,6_dP_2,GA_'3_PD_2,GDH,G1YC.QX.,

en XDH.r)it betekent een percentage varierende loci van 19.

(aantaii onderzochte loci was 27)

Monomorfe loci voor J.anceps waren:AMY,F_1,6-dP—1,COT,G—6PP,

GPI—2.1)it betekent een percentage varierende loci van

het aantatl onderzochte loci was liO.Dit kleine aantal kan de

hoge uitkomst verkiaren.

Voor J.articuiatus ligt de zaaik wat ingewikkelder ivm. diens

polyploidie (zie inleiding junci,2'. I. 3.).A1s de poiypioTdie

genegeerd wordt en deze soort a1s een diploa:d organisme wordt

hehandeld,zijn de monomorfe loci: aldox_1,addox_2,aldOX-3,AMY,

MF-Z,6—PGD-1 en XDH.1)eze methode komt neer op een percentage
varierende loci van '387o,bij een aantal loci van 24.

Als van de visie wordt uitgegaan,dat hij een a.llotetrapf old

adie loci dubbel aanwezig zijn en dat ev. gefixeerde dubbele

patronen niet ais variatie,maar als 2 monomorfe loci moeten

worden geteid,worden de monomorfe loci: alciox—l,aldox—2,ai—

dOX_3,ANY,GA_3_PD_11,GA_3_PD_2!,GA_3__3,G,G1YO_l,Y
Ox.-2!,GOT,G-6-PD,GPI-1 ,MDl!_l,ME_2',_PGD_1,PGM_1l,PGM_2,ShlTh—1,

ShDH—2! en XDH.Het antad loci wordt nu verdubbeld,dus 48.

Het percentage varierende loci wordt nu 112148 x 1OO 25%.

Voor J.x surrëjanus waren de monomorfe' loci:GPI—1, en 6-PGT)-1.

Een percentage varierende loci werd niet uitgerekend omdat

bij deze soort selectief die loci werden onderzocht,Waarhij de

veronderstelde oudersoorten een diagnostisch patroon vertoon—

den; hovendien was het aantai hekeken loci erg klein ( 7 met
meer dan 5 waarnemingen)
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5.2'.2. Monomorfe loci voor al'e soorten.

In het volende staan die loci opgenoemd,waa'rhij noch intra-,

noch interspecifieke variatie werd vastgeste1d.A1Jeen die

Joci staan vermeld voor een bepaalde soort,ais het aanta1

•waairnemingen meer dan, of vijf' bedroeg.Achter de loci staat

vernield voor welke soorten aan deze voorwaarde is voldaan.

aldox-lj voor A'CU en ART

aidox-2 voor ACU en ART

aildox-3 voor ACU en ART

AMY voor ANC,ACU en ART

T-1,6-dP--1 voor ANC,A'CU en ART

GA-3-PP-2 voor ACU en ART

GDH voor ACU en ART

GOT voor ANC,ACU en ART

G-6--PD voor ANC,ACU en ART

MPH-i voor ACU en ART

ME-2.! voor ACU en ART
XDH voor ACU en ART

Tevens zijn er nog een manta'l 1oci,waarop geen variatie werd

gevonden,maia waarvan er maar voor 1 soort genoeg waarnemin—

gei zijn.Peze loci zijn: LA'P—1 voor ACU

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

GA—3-PD-1. :monomorf voor ART

l1DH—1 : monomorf voor in ieder geval ACU

let wel:dit zijn aileen 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 bet hij deze

vermelding;voor alie andere loci waarop op enigerlei wijze

variaitie is econstàteerd is een tahel ogenOmen in dit hoofci-

s-tuk met de bij het Locu hehorende genfreqruenties.

5.2.3. Dianostische loci mht.. J.acutiflorus en J.articulatus

Er werden '3 loci gevonden met een zodanige variatie,dat er bij

bovenstaande twee soorten een verschilJend patroon was gefixeerd.

Peze loci waren: glycolaat oxidase (tahel 5.1),fosfoglucomu—

tae' ( tahel 5.2) en shikimaatdehydrogenase (tahel 5.3).Qp geen

van deze loci werden cliagnostische ailelen geconstateerd; maar

J.acutiflorus had voor alle drie enzymloci het F—allel gefixeerd,

terwiji J.articulatus altijd het .SF.-patroon vertoonde, op te
vatteri als een 2'—locus—systeem waarbij de loci resp. van J.al—



pinus en J.acutif'lorUS stammen, dan wel te interpreteren als

een permanente heterozygotie ten gevolge van een ev. bastaiar—

dering.J.x surrejarlus vertoonde een paitroon wait niet te onder—

scheiden was van dat van j.articulatus,ondanks het feit dat

eerstgenoeade het F-.allel in tweevoud moet hezitten en het

S—allel slechts enkelvoudig.J.aflCeP8 bleek heide &llelen 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 &n van de rrie "echte" soor—

ten zijn vertegenwoordigd.Deze hoeven echter niet perse gefix—

eeril te zijn.J.x surrejanus werd in dit gedeelte niet hetrokken,

omdat het duidelijk is dat een hepaalde 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,

terwiji het 1—allel bij alle soorten voorkomt.

GA-3-PD-:3: het S-aliel werd alleen bij J.anceps gevonden.(zie

tahel 5;5)

GPI—1 (tahel 5.6): het F—allel komt alleen bij J.anceps voor.

GPI—2 (tahel 5.7): het F—allel komt alleen bij J.acutiflorus

voor.

ME-i (tahel 5.8) : het S—allel werd alleen bij J.anceps gevonden.

6-PGD-1 (tahel 5.9); het F-allel is hinnen deze soortengroep

beperkt tot J.anceps.

LAP—2 (tahel 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.a.5. Fixatie bij 4n soort,variatie bij de anderen.

Bj twee enzymloci bleek er b&j én soort fixatie te zijn opge-

treden,nl. bij GPI-2 (tathel 5.7),waiarhij J.anceps het S-allel

gefixeerd leek te hebben, en bij "FBO",waa&rbjj voor J.acutiflorus

aaleen het F-.a.llel we]rd gescoord.VooraJ- bij het laatste enzym-

locus is echter voorzichtigheid gehoden bij het doen vain uit-

spraken,daair het aantal waarnemingefl minimaad is.
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5.2.6.Bil aale soorten varierende' enzymloci.

Er bleken drie enzymloci te zjn,waarop variatie aanwezig was

bij zowel J.anceps,J.acutiflorus als J.articulatus en wel met

deze]fde a.llelen hij alle drie soorten.

Dee lociwaren:IJ)H (tahel 5.12),MT)H—2 (tabel 5.1.3) en 6—PGD-

2 (tabel 5.14).Het betreft bij aale drie loci vaTiatie met 2

asllelen.Opvallend is bij het locus 6-PGD-2? het onthreken van

heterozygoten hij J.aiceps,terwijl de waarnemingen bij J.articu—

1atu vrijwel alleen maar uit. heterozygoten hestaanL.

. 2.7 .° He'terozygotie
De heterozygotie,uitgedrUkt äis de fractie heterozygote patro-

nen als gemiddelda voor de enzymioci , staat voor alle drie

soorten vermeld in tahel 5.15.Om een vergelijking met de poly-

morfie-rindex "eerlijk" te houden,werden alleen die loci ge—

bruikt waarvan er meer dan vijf waarnemingen waren.

Voor J.articulatus is het weer moe1ijk de heterozygotie op

twee manieren te be'rekenen: of men heschouwt hem ais een "per—

manente hetrszygoot" voor' C1yc.Ox. ,PGM em hDH,of men beschouwt

J.articuiatus ais een allotetraplo5d;dtt impliceert dan wel dat

aile loci in tweevoud aanwezig zijn en dus ook dubbe1 gerekend

worden,maw. elk monomorf locus worden twee monomorfe loci,en

evenzo elk varierend locus twee varierende loci.Het verschil

komt pas hi,j de z-gn. diagnostische bc! : deze tellen flu als

twee monomorfe bc-i (resp. afkomstig van J.acutifiorus en J.

alpinus) ipv. 1 varierend locus.Dat dit zijn irivloed heeft op

de heterozygotie is duidelijk.Beide manieren van herekenen staan

gegeven in tahel 5.15.

De heterozygotie—Waardefl H voor J.anceps liepen uiteen van 0,00

tot 0,33 met een gemiddelde H van 0,08; voor J.acutifborus var!-

eerden ze van 0,00 tot 0,08 met een gemiddeide van 0,04 ; voor
J.articuiatus, gerekend als een normaal diploid organisme met

ean permanente heterozygotie voor de diagnostische loci lieperi

de waarden van 0,21 tot 0,50 met een gemicidelde van 0,32

de albotetrapLoidie letterlijk incalculerend liepen de waarden uit—

een van 0,00 tot 0,25 met ean H van 0,11.

Ondainks hat feit ,dart de hybride komaf van J.articulatus nog

nooit echt bewezen is,lijkt de 1aatste inethode van rekenen toch

wel de beste.Contrie van de heterozygotie kan geschieden via

appendix 2 (hiz. VI
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5.2 .7Polymorfie-inriiceS

Voor elke soort staat de polymorfie-index (p1) verineld in ta.-

bel 5.16.Deze werd voor elke populatie apart berekend door de

waarden 1—x. te berekenen voor elk locus ,waarhij x. de ailel—

frequentie van het al].el voorstelt voor een hep. locus.I)oor

cleze waarden te middelen onstaat de gemiddeide polymorfie—index

per populatie 'a" etc.) .Door deze popuLatie-gemiddeiden

vervoigens op hun heurt te middelen ontstaat de poiymorf'ie—

index P1 voor een hepaalde soort.

Bij Juncus anceps liepen de indices per populatie uiteen van

0,0() tot 0,17 mt een gemiddelde van 0,09 ;
voor J.acutiflorus

van 0,00 tot. 0,05 met een gemiddeide van 0,03.

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 gemiddelde van 0,1t6.

Voor de herekening "ais aillotetrap1od" dient men simpeiweg

alle waarden twee keer mee te nemen,daar te loci in tweevoud

a anwezig zijn, met uitzondering van Giyc.Ox.,PGN en ShDH.In

plaaLts van . lilocus met P1=0,5 zijn er dan twee loci,die monomorf

zijn en dus een polymorfie—index van 0 hebhen.Aldus worden de

indices: a0'05 c=0'00 ,
p1=0,06

P11=1),05 en 'm='°6 met een gemiddelde P1=0,05.

Overigens zijn alle waarden in tahel 5.16 afgerond tot op twee

decimalen; gegevens kunnen worden gevonden in de tabellen 5.1!

t/m 5.14 en appendix 2

5.2.R. Fixatie—indices

Voor J.acutiflorus verschilden de verwachte en gevonden hetero—

zygotie niet significant van elkaar (chi_kwadraat,P>0,05).J)it

gold ook voor J.anceps voor van de 5 populaties (miiv. pop.N)

en voor 7 van de 8 populaties van J.articulatus (muv.pop.K),als

die ails ajilotetraploid werd heschouwd.I)Wz dat dan de fixatie-in-

dex in deze gevallen niet significant van 0 verschiit.Bij bereke-

fling als permanente heterozygoot was er altijd een significant

verschil;er worden altijd meer heterozygoten gevonden dan er wer—

den verwacht om duidelijke redenen.Bij J.anceps pop.N was er sprake

van een significant tekort (o,o5>p0,02); bij J.articulatus pop.K

(ais allotetraploid) van eeri significant overschot (0,05p)0,02.



37

5.a.9. Genetische aftanden

Op grond van de genfrequenties van de verschillende loci kan

de genetische afstand tussen twee soorten worden berekend

(
Nei,'7ç,FergUSOfl '8o).Ivrn. de betrouwbaarheid van de genfre—

qi uenties werden de genetische afstanden alleen berekend over

die loci waar voor beide soorten meer dan vijf waarnemingen ter

beschikking stc,nden.

De genetische afstaiid tussen J.anceps en J.acutiflorus werd

berekend over de loci F_l,6_dP_lI,GOT,G_6_PD,G_2,M2,6PGD,

6PGt,-2,PGM en ShDH;dewe bedroeg C),2'2'.

Bij berekeningen warin J.articulatus was betrokken,Werd het

feit dat deze ailotetraploid zou kurinen zijn verwaarloosd,maw.

bet bezit van een extra locus voor een bepaald enzym is niet

TneegecalculPerd in de genetische aifstand.

De genetische afstand tussen J.anceps en J.articulatuS werd

berekend over dezelfde loci ale hierboven heschreven en be—

dr-oeg 0,115.

De genetische afstand tussen J.acutiflorus en J.articulatus

w'erd berekend over ADH,Aldox 1I,2 en 3,AMY,F_l,6_dP-1l,GA3-PD2,

GDH,Glyc.Ox.,GOT,G_6PD,GPI-1 en 2,IDH,MDH 1: en 2,ME-2,6-PGD-

11 en �,PGN,ShDH en XDH; de afstand bedroeg o,o6.

S

I

,. , *0s.

*0,•

.1

Metafaseplatefl van J.x surrejanus 03.I)e rechtse kern is een over-

gang tussen pro— en metafase; 2i=60



taibel 5. ii Glyc .Ox . -genfrequenties
J . acutif1orus

pop.BE: fre.F=1i,0 (n=li)

F freq'.F=li,O (n=2)
G11 fr'eq'.F=lI,() (n='3)

21 freq.F1,0 (n=5)
I freq.F=1 ,0 (n=1)

J.anc!eps: aatnta1 waarneming—
en kleiner dan 5

J.x surrejanus:hierhij werd

uit pop.F 6 maa1 een "SF"—

patroon gevonden, gezien de

triploide status en de ont—

staansgeschiedenis moeten

dit SFF-individuen zijn ge-

eest, freq.S=0.33,freq.F

0,67 .(n=6)

I)e freqenties zijn dan:

J . acutiflorus: freq .F=1i , 0

J.articulatus: freqi.9=0,5

freq. F=fl, 5

J.x surrejanus freq,.S=0,33

freq'.F=0,67

tabel 5.2' genfreq!uenties PcM

J • art icu I atus
pop.A:freq.S0,5,freqi.FM, 5

(n= 2:)

freq.S=1).5,freq.F=0,5

(n=L)

" C freq.S=0,5,freq.F'=fl,5
(n=i)

D freq.S=0,5,freq.F0,5

(n=1)

E freq.S=0,5,freq'.F0,5

(n=3)

K freq.S=0,5,freq.F=0,5

(n=i)

" L freq.S=0,5,freq.F=0,5

(n=3)

H freq.S=0,5,freq'.F=0,5

(n=)

J . acutiflorus
pop.F: f'req F=1,() (n3)

freq.F=1 ,0 (n5)

G2, fre-q.F=1,0 (n=1)

H freq.F1,0 (n=8)

I freq'.F=li,O (=L)

J.x surrejanus:(zie toelich—

ting onder G1yc.Ox.)

uit pop.F 5x een SF-patrvon

en lix een F-patroon.

freq .S=1) , , freii.F=
0,17 (n=3)

f'req.F=l,0 (n=li)

freqi.F=10 (n=li)

J. aTticulatus

pop.A: freq.F0,5,freq'.S=0,5

(n=3)

B freq'.F=0,5,freq.S=0,5

(n=3)

D freq.F=0,5,freq.S=O,5

(n= 1)

E freqi.F=0,5,freq.S=0,5

K freq.F=0,5,freq.S=0,5

(n = 2)

J. anceps:

pop.E

" N

,, i

(n=1I)

1 freq.F=0,5,frq.S=0,5

(n=2)

" H freq.F=0,5,freq.S0,5

(n=3)



(vervoig tahel 5.2,genfrequenties PGM

De genfrequenties zijn:

J • acutif1orus freq.F=1I, 0

J. articulatus: freq .=0 , 5, freq .F=fl, 5

J. anceps: freqi. S=0,26, freq .F=0,72

tabel 5.3 :genfrequenties
J.acutiflorus:

pop.BE: frq.F=1I,0 (n=1)

F freq.F=1',0 (n=14)

G11 freq.F=1,1) (n=5)

G2 freq.F=1,0 (n=2)

H freq.F=1,0 (n=7)

I freq.F=1I,0 (n=5)

J.x surrejafl.

Van de 9 jndivicJuen uit

pop.F hadden 5 een

patroon,2 een normaal SF—

patroon en 2 een sF—patroon

met een zwakke S-hand.

J. articu 1 atus:

pop.As :
freq.S=0,5,freq'.F=I),5 (n=2)

B freq.S=O,5,freq.F0,5 (n=1)

C freq.S=fl,5,freq.FO,5 (n=i)

D freq.S=0,5,freq.F0,5 (n=1)

E freq'.S=0,5,f'req.F=0,5 (n=1i)

I freq.S=0,5,freq.F=0,5 (n=1)

freq.S=0,5,freq.F=0,5 (n=5)

M freq.S=0,5,freq.F=0,5 (n=4)

J. anceps

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

E freq. F=li,() (n=Lt)

M freq.F=O,5,freq.0,5 (n1i)

N freq.F=0,33,freq.U0,b7 (n=3)

" ZW freq.F=1,0 (n=1t)

)
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ShDH

Dit geeft de volgende genfrequenties:

J.acutiflorus freq.F=1i,0

J.articulatus freq.S=O,5 freq.F=0,5

J.anceps freq. F=0,77,freq.S=0,1,freq.U0,l13

tahel 5.14.:genfrequentieS AJ)H

J.anceps: aarital waarnemingen kleiner dan 5.

J• acutiflorus:
pop.F :freq.I=O,75,freq. F=0,25 (n=2')

pop.G11 :f'req.U=0,5, f'req.F=O, 5 (n=2)

pop.H :freqi.I=0,R,freq.F0,2 (n=.)

J. art iculatus:

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

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

pop.L :freq.I=1,0 (n=i)

pop.M :freq.I=O,67,freq.S=0,33 (n=3)

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

patroon gevonden.



(vervoig tabel 5.14;ADH)

D gemiddelde genfrequenties zijn:

J.acutiflorus: freq.I=O,52',freq.F=O,32 en freq.U=fl,17

J.articulatus: freq.I=O,92',freq.SO,O8

Daar het voor J.x surrejanus niet mogelijk bleek om bv.SII en

SSI-individuen uite1kaat te houden,werden daarvoor geen gen-

frequenties bepaald.

tabel 5.5 :genf'reqenties GA'—3-PJ)

J.anceps:er werd ii maal een S—patroon gevonden.

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

J.acutiflorus: clriemaal een N—patroon in drie populaties.

J • articu1atus:
pop.A :f'req.N=1,O (nt;)

B :freq.N=1,O (n=1)

" E :freq.N1,O (n=3)

L :f'req.N=1,O (n=L.)

" M :freq.N=1J,O (n=1)

Gemiddelde genfrequenties: J.articulatus freq.N=1 ,O

tabel 5.6 :genfrequenties GPI-11

J.anceps: r werd tweemaal een F—individu gescoord (2' popu1atie)

J.surrejanus: populatie F: frecç.N=1,O (n=6)

J. articulatus: J. acutiflorus:

pop.A :freq.N=1I,O (n=3) pop.G1:freq.N=11,O (n=Z)

B :f'req',N=1,O (n=lf) " H :f'req.N=1',() (n=1)

" K :freq.N=1i,O (n=1) " I :freq.N=1,O (n=3)

Gemiddelde genfrequenties:N=1,O vocr zowel J.x surrejanus,

J.acutif'lorus en J.articulatus.

tabel 5.7.:genhrequenties GPI-2

J . anceps:

_________________

pop.C:f'req.S=li,O (n=li)

" E:freq.S=li,O (n=3)

M:freq.S=1,O (n=li)

" N:freq.S=1i,O (n=2)

ZW:freq.S=1',O (n=1)

J. a cut i f 1 orus:

pop.F:freq.I=II,O (n=1)

G1,: freq .1=1) ,75, freq .F=O,25 (n=2')
H :freq.I=1I,O (n=Z')

I :freq.I=O,5,freq.S=O,5 (n=1)

J.x surre,janus:

Er werd driemaal eenS—,tweeuaa1 een

SI— , eenmaal een I— , eenmaa1 een IF—

en eenmaa'l een duidelijk te herkennen

Sli—patroon gevonden.
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(vervoig tabel 5.7; GPI—2)

J. art iculatus:
pop.A :freq.S=0, 5.freq.I=0,5 (n=3)

" B ;freq.S=0,25,freqi.I=0,75 (n=2)

C :freq.S=1I,0 (n=1)

K : freq.S=0,5,freq.10,5 (n=i)

Gemiddelde genfrequenties:
J. anceps : freq .S=iI, 0
J.acutif1orus:freq.S=0,13,freq.I=0,81,freq.F=0,06
J • articulatus: freq . S=fl, 56, freq .1=0,44
J,x surrejanus:niet te bepalen ivm.triploidie.
tabel 5.8 :genfrequenties NE—i.

J.anceps: er werd tweemaal een SN—hetrozygoot gevonden.

J. x surrejanus : geenwaarnemingen.

J.acutiflorus: J.articulatus:

pop.. F:freq.N=ii,O (n=1) - Er' 'werden 3 iñdividuen gescoord

G1:freq.N=1 ,0 (n=2) uit 2popuLtiesa11en hadden

G:freq.N=ii,0 (n=1) het N-patroon.

H :freq.N=i,C) (n=3)

" I 4freq.N=1I,0 (n=li)

Gemiddelde' genfreq-uenties:J.acutiflorus freq.N=P,0

tatel 5.9 genfreqenties 6-PGD—1.

J.anceps: J.x surrejanus:

pop.C :freq.F=iI,0 (n=2) pop.F : freq.N=1,0 (n=6)

E :freq.N=1,0 (n=2')
J . articulatus:

" N :freq.F=i,0 (ri=4)
pop.A:freq.N=1,0 (n=3)

J. acutiflorus: pop.B:freq.N=1,O (n=4)
pop.F :freq.N=1,0 (n=1) pop.D:freq.N=ls,O (n=li)

G :f'req.N=1,0 (n=5)
1 pop.E:freq.N=ii,0 (n=1)

H :freq.N=ii,O (n=2) pop.K:frq,N=ii,O tn1
" I :freq.N=1,0 (n=5) pop.L:freq.N=li,0 (n=)

pop.M:freq.N=I,0 (n=:3)

Gemiddelde genfrequenties:
J. anceps: freq .F=0 ,67, freq .N=0, 33
J.x surrejanus:freq.N=1I,O
J.acutiflorus:f'req.N=i ,0
J.articulatus:freq.N=1I,0
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tabel 5.1O: genfrequenties LAP-2'

J.anceps:Z waarnemingen;beide individuen waren a.fkomstig uit

populatie N en wairen beide homozygoot 5.

J.x surrejanus: geen waarnemingen

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

J • acutiflorus:
pop, F: freq.S=1i,O (n=i)

" G1:freq.S=1},O (n=3)

G:fre.SlO (n=1)
H :freq.S=1I,O (n=13)

Gemidde'1e genfrequenties:

J.acutiflorus: freq.S=1 ,O

tabe1 5.11 :genf'requenties "FBO"

J.anceps: ii waarneming,eefl SF—indiviclU.

J.x surrejanus: twee waarnemingen,heiden SF—inclividuen.

J . art iculatus
pop.A : 1 S-md.

pop.B : 1 S-md.
n

pop.L : 2' SF-md

J . acutif"lorus:
pop.F: freq".F=li,O (n3)

pop.I: freq.F11,O (n=2')

Gemiddelde genfrequentiesf'r'Pcl'.F=li.O voor J,acutiflorus.

tabel 5.12 :
genfrequenties IDH

J.anceps: slechts twee waarnemingen,een S— en een SF—exemplaar.

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

p-escoord.

J• acutif'lorus:

pop.F : freq'.St,O (n=2)

pop.G11: freq". 5=0 ,Lt, freq',F=() , 6 (n=5)
pop.G2: freq.F=1i,0 (n=1)

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

J. art iculatus:

pop.A' :freq.S=11,O (n=3)

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

pop.E :freq.S=0,5, freq.F=0,5 (nJ:)

Gerniddelde genfrequenties

J.acutiflorus: frec.S=0,56, freq,F),1313

J,articulatus: freq.S=0,83, freq.F=O,17



tabel 5.13 Genfrequenties MDH-2

.J. anceps:

pop.C : freq.F=1,O (n=2)

pop.E freq.S=1,O (n=L)

J. acutiflorus;

pop.? :freq.S=1,O (n=1)

pop.G1:freq.S=1!,O (n=3)

pop.H :freq.S=O,R3 ,freq.F=O,17 (n=3)

pop.I :f'req.S=l,() (n=3)

J • articulatus;
pop. :freq'.S=lI,f) (n=3)

pop.B ;freq.S1I,O (n=1)

pop.K :fre.S=fl,5 ,freq.F=O,5 (n1)

pop.L :freq.S=O,5 ,freq.F=O,5 (n=li)

J.x surrejanus:

Er werd viermaal een S—patroon gevonden.

Gemidde1ce genfreqiuenties:

J.anceps; freq.S=O,5 ,freq.F0,5

J.acutif1orus :freq.S=O,96 ,freq.F=O,OZ4

J.articulatus :freq.S=O,75 ,freq.F=O,25

tabel 5.14 : Genfrequenties 6-PGD-2

J. anceps:

pop.C :freq'.S=O,67 ,freqi.F=O,53 (n=3)

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

pop.M :rreq.s=1,O (n=1)

pop.N :freq.S=O,8 ,freq.F1),2' (n=5)

pop.ZW:freq.S=1,O (n=1)

J • acutiflorus:
pop.BE:freq.S=1 ,() (n=1)
pop.? :freq:.S=O,6'3 ,freq.F=O,3f (n4)

pop.G1:freq.F=1,O (n=5)

pop.G2,:f'reqi.S=O,5 ,freq.F=O,5 (n1)

pop.H freq.S=O,61 ,freq.F=O,39 (n=9)

pop.I :freq.S=1i,O (n5)
J.articulatus:

pop.A :f'req.S=O,5 ,freq.F=O,5 (n=3)

pop.B :fr'eq.S=O,5 ,f'req.F=O,5 (n=t)

pop.C :freq.S=1,O (n=1)

pop.D :freq.S=O,5 ,f'req.F=I),5 (n=1)

pop.E :freq.S=O,5 ,freq.F=O,5 (n=1)



J • anceps:
pop.C : li=o,00

pop.E : 11=0,07

pop.M : H=fl,'33

pop.N : H=O,00

pop.ZW: HO,00

H0,08 ;
s=O,lLi

J.articulatus (perma—

nente heterozygoot)

pop.A : H=0,23

pop.B : H=0,2'l

pop.C : H=0,'3

pop.1) : H=0,5()

pop.E : H=0,28

pop.K H=0,5()

pop.L : H=0,25

pop.M : 11=0,29

H=0,32 ;

J. acutif'lorus:

pop.? H=0,05

pop.G1: 11=0,05

pop.(x2; H=0,08

pop,H : 11=0,06

pop.I : H=0,0()

pop.BE: 11=0,00

H=0,014 ; s=0,03

J.articulatus

pop.A H=0,09

pop.B : 11=0,07

pop.C : H=0,00

pop.D : H=0,13

pop.E : H=0,lil

pop.K : Fi0,25

pop.L : H=0,10

pop.M : H=009

H=0,11 ;
s=0,07

Voor J.x surrejanus werd geen heterozygotie bepaald.Alle waar—
den zijn afgerond op 2 decimalen.

414

(tabel 5.14, genfrequenties 6-PGD-2,vervolg)

(J. art iculatus)

pop.K :fr'eq.S=O,S ,freq.F=0, S (n=i)

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

pop.M :freq.S=0,63 ,freq.F=0,38 (ná4)

J.x surrejanus:

Er werd 8 maiaa een "SF"—patroon gevonden,het was niet te zien

of dit SSF of' SFF-exe'mplaren waren.

Gemiclde'lde genfrequenties:

J.anceps:freq.S=0,83 ,f'req.F=0, 17

J.acutiflorus:freqi.S=0,62 ,freq.F=0,3B

J.articulatus:freq.S0,58 ,f'req.F=0,142

J.x surrejanus: frequentie zijn niet te geven in verhand met

de al gesignaleerde moeilijkheid.

tabe'l 5.15 : heterozygotie H (fractie heterozygoten gemiddeld

voor alle loci ;
per populatie)

als allot etraploid)
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.i6 Po1ymorfie—indics (PI=1—x12) (uitleg:zie 5.2.6)

a) Juncus anceps

pop.C E M N 7W

E1J,6dP-i 0 o

GOT 1) ()

G6PD 0 ()

GPI-2 () 0 1) 0 ()

NDI-I-R 0 C) -
6PGfl-1 0 () 0 -
PGD-2' 0,1414 () 0,32 0

PGM 0,28 0 0

ShPH 0

____

0,414 ()

11 = 0,06 P1 =o,i14 T =0,17 =0,08 P1. =0
C e m n 7W

P1=0,09

b) J.acutiflorus

G2 H I

A'DH 'o;'38 0,5 - 0,32 -
Aidox-1 0 0 0. 0 0

Aldox—2' — 0 C) 0 0 0

Aldox-3 — 0 0 0 0

AMY — 0 0 0 0 —

"FF30" 0 - - -. C)

Fi6dP-i. - 0 0 0 0 0

Fi6dP. 0 0 0 0 —

GA3PD—2 0 0 0 0

GDH .0 C) - 0 0

Glyc.Ox. 0 M 0 - 0 0

GOT -, '.0' 0 - C) 0
G6PD — .O 0 — 0 0

GPI—1 — '— 0 — 0 0

GPI-2 -., 3 '0 0,38 — 0 0,5
IDH 0 0,48 1) 0,28 -

MDH-1 0 0 — 0 0

MJ)H—2' —. 1) 0 — 0,2'S 0

ME-i — 0 0 0 0 0

0 0 - 0 0

6PGD-1 - 0 0 - 0 C)

6pGD-2' 0 0 0,5 0,48 0

PGN — '0 0 0 0 0

ShDH 0 '0 0 1) C) 0
xD1-I — ..0 0 0 0 —

LA'P-1 0 0 0 0 -

PI=OO3 P11,=0,05 r2'°'°3 h0'05'
0,03

=0,03 $o,u2
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(vervoig tabel 5.16 ;
polymorfie-indices)

c) J.articulatus (als permanente heterozygoot voor Glyc.Ox.
PUN en ShT)H)

A B C D E K

APH 0 ()

A!dox—1 0 0 1) 0

Aldox-2' 0 0 0 0

Aldox-3 0 - 0 -

AMY 0 0 0 0

F16ciP-1 () 0

GA3PD-1 0 0

GAPI)-2' 0 0 1)

GA3PD-3 0 0 - - 0 -

GDH 0 0 - 0 0 0

Glyc.Ox. 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

GOT 0 - - - 1) 0

G6PD 0 - 0 0

GPI-1 0 0 - 0

GPI-2 0,5 :0,38 0 - 0,5
IDH 0 0 - 0,5 -

MDH-1 0 0 - - 0

MT)H—2 0 0 — — 0,5
?4E-2 0 0 0 0 -

6PGD-1 0 0 - 0 0 0

6PGD-.2 0,5 0,5 0 0,5 0,5 0,5

PUN 0,5 0,5 — 0,5 0,5 0,5

ShDH 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

XDH () 0 - - o -

1:=o,h1h=o,ll'PIC=l7 1d0'25 PI=0,114 k0'23
M

AT)H 0 n,l4L

A1dox—1 0 0

A1dox-2 0 0

Aldox-3 0 0

AMY 0
F16dP—1 0 -

GA3PD-1 0 0

GA3PD—Z' 0 0

GA3PF)-3 0 0

G1)H 0

Glyc.Ox. 0,5 0,5
GOT 0 0

G6PD 0 0

GPI-1 - -
GPI—2' - -
IDH - —

MDII— 1 0 —

MDH-2 0,5 -

ME-2 - -
6PGD-1 0 0

6PGD-2 0,5 0,146

PUM 0,5 0,5
ShDH 0,5 0,5
X1)H 0 0

=o,i6 coS
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5.2.1iO 1-esu1taten vail de elektrof'orese mbt.de afstamming van

J • a tic u 1 a t us

Om dit gegeven te achterhalen werden de taxa J.alpinus alle

subspecie's,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 diagnostisehe enzymioci G1jc.Ox.,PGN en ShDH.

De resulataten waren alsvolgt:

GJyc.Ox. PGM ShDH

J.alpinus ssp.alpinus 1

(Be'1gi) SF SF F

J.atlpinus 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.nocJulosus '3 S S F

J.articulatus SSFF SSFF SF

(Nederland)

J.alpinus ssp.alpinus x

articulatus i SF-.ratr. SF-patr. SFF

J.aipinus ssp.alpinus x

articulatus 2 SF-patr. SF-patr. SFF

J.alpinus ssp.a].pinus x

articu1atus 13 SSF SSF SFF

J.a1pinus ssp.alpinus x

articulatus L 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 af'komstig uit Skane,Zweden,tenzij

anders vernield staat.Triptoide patronen waren bij PGM en ShDH

te herkennen doordat n der bandjes zwakker was dan de andere

en bij Glyc.Ox. door het feit dat de SSF-individuen een donicer-

der gekleurd stukje hadden in de gevormde vlekjes en wel viak

bij de origin.De resu1taten van de ShDH-kleuring mogen verras-

send genoemd worden (zie conclusies en discussie).



48

6 CONCIUSIES EN 1)ISCUSSIE van het Juncus,,deelonderzoek

Uit de chromosoomtellingen biijkt dat er inderdaad sprake is

van een hybride taxon op de Hornbulten.Vergeliiking van deze

planten op morf'ologische basis met die van andere plaatsen in

bet stroomda.llandschap Drentsche Aa suggereert dat deze hybride

op grote schaal aanwezig moet zijn in dit stroomdal.Daftr deze

hybride 60 chromosomen heef't,moet ze een kruising zijn tussen

een 2n=14O en een 2=80—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—

ges1oten (zie A'dema,'74).Gezien de eIektrofores'e—patronen,

mor'fologische eigenschappen en het feit dat de hybride altijd

viak naast J.acutiflorus werd gevonden,is de veidrus de meest

waarschijnl ijke "Zn=l40-kandidaat".

Diagnostisehe patronen kunnen voer de Junci worden gevonden

op de enzymloci P(1M,ShDJ-1 en Glyc.Ox.Op 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 hand.Dit steiint de hypothese van Riebe,die

een hybride afkomst van J.articulatus aanneemt.Voor PUN had
J.acutiflorus het F—aliel gefixeerd terwiji J.articulatus altijd

het uit twee bandies hestaande SF-patroon vertoonde;ditzelfde

bleek ook voor ShDH te geilden.Bij Glyc.Ox. had J.acutiflorus

weer ht F-al]el te'rwiil J.articulatus weer het SF-patroon had,

ditmaai echter hestaand uit een vlek.Een kruising tussen deze

patronen levert alti,jd een voiledige overlapping op tussen de

hybride en J.articulatus; in de praktijk hieken te patronen vain

J.x surrejanus en J.articulatus ook meestal niCt te onderschei—

den.Deze enzymloci zijn echter wel bruikbaar om J.x surrejarlus

te onderscheiden van J.acutiflorus,wat meestal het grootste

prohleem is.Wel is dan aan te hevelen em alle drie loci tegelijk

te testen,en om een sterk extract te gehruiken,omdat bjj een

zwak extract het zwakke S-handje (de triploide hastaard is voor

al1e enzymloci SFF) wel eens wegvalt,waardoor het patroon het-

zelfde is ais dat van J.acutiflorus.

Door' na te gaan bij welke soort het S—allel voor zowel (ilyc.Ox.,

PGM s ShDH wegkomt kan een uitspraak worden gedaan over de

afkomst van J.articulatus,A'angezien voor deze drie •nzymen het

F-allel bij J.acutiflorus geheel is gefixeerd,net als het SF-

patrDon bij J.articulatus,ligt het voor de hand om te veronder—

steilen dart bij de andere oudersoort van J.articulatus het S—al—
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le?l eveneens gef'ixeerd dient te zijn.Immers,variatie in n

der oudersoorten zou direct aanle'iding geven voor variaitie in

J.articulatus;dit laaitste is overigens wel afhankelrjk van de

preciese ontstaanswijze en geldt ailleen ails de' hybridisatie
tusse'n de oudersoorte'n gevolgd door polyplordisatie vaak ge—

noer heef't plaatsgevonden om variatie in é4n der oudersoorten

"mee te nemen".Stel by. dat de'ze hybridisatie maar eenmaai

hee'f't plaatsgevonden tussen J.acutiflorus met het gefixeerde

F—allel en een varierende tweede oudersoort,waairvan het bij cle

hybridisatie hetrokken individu toevallig een driemaal-'S exem-

piaair was,dan zuilen alle J.articulatus-exemplaren uiteindeliik

van d€ze hybride afkomstig zijn en dus alien het SF-patroon

vertonen.Deze iaatste uitleg iijkt e'chter minder waarschi.jnliik.

Vergeiljjking van de gevornide isozym-patronen leert,da't voor

Glyc.Ox. het S-allei voorkomt bij J.anceps maar niet i gefix-

eerd,wat ook voor J.alpinus ssp,aipinus geldt.He't enige ge-

scoor'de J.alpinus ssp.alpe'stris-exemplaar en de twee van

J.alpinus ssp.nodulosus vertoonden alien het S—ailel.Voor dit

locus lijken dus de twee laatstgenoemde ondersoorten de geschikt—

ste "kandidaten" voor het "ouderschap" van J.articulatus.

Voor PGM komt hij J.anceps het S-aliel voor,maar is niet gefix-

eerd,hetze'lfde geidt weer voor J.alpinus ssp.alpinus,terwiji

de enkele' exemplaren van J.aipinus ssp.alpestris en J.alpinus

ssp.nodulosus weer het S—allel hadden.Ook voor dit enzymlocus

z'ijn de laatste twee ondersoorten dus weer de waarschi,jnlijkste

ouders.In die' gevallen waarbij "trip1ode 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 én S— en ëén F-aliel van J.articuiatus hebben ge—

erfcl;het overbUjvende' aillel moet dus van de andere' oudersoort

stammen.Voor zowel G}yc.Ox als PGM bleken alle gevonden tn-

p1ode hybriden J.aipinus x articulatus het SSF-patroon te be-

zitten.Dit biedt dus geen uitkomst daar het aangee'ft dat bet

S—allel in zpwel J.alpinus ssp.a].pinus als in ssp. nodulosus

voorkomt.

Voor ShDH ligt de zaak geheel anders: hier blijkt het S—aliel

zeldz'aam voor te komeTi hij J.anceps,terwji alle gescoorde

J.alpinus-individuen (aile' sspp.)het F-allel bleken te hebben

ipv,het S-a'llel.Hybriden J.alpinus ssp.alpinus x articulatus

bieken het SFF-patroon te hebben dat na aftrek van de J.arti-
cuiatus-SF-bi,jdrage een F-a11ei ]aat als bijdrage van J.alpinus
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terwijl hybriden J.aipinus ssp..noduiosus x articulatus aiietwe

hetF—patroon vertoonden,wat een bijdrage van een F—aiiiei van

J.aJpinus ssp.noduiosus en een bijdrage van twee F—aiieien vai

J.articuiatus zou inhouden..Dit laatste is in strrjcl met de ge-

vonden fixatie van het SF—patroon in J.articuiatus.Voor dit

erizymlocus is er dan ook geen geschikte oudersoort van J.arti—

culatus te vinden onder de genoemde taxa; de meest waarschiin—

lijke maar desondanks niet rg waarschijniijke kandidaat zou J.

anceps ziin..

Samenvattend kan gezegd worden dat de eiektroforese-patronen

voor Glyc.Ox. en PGM de hypothese van Riebe niet tegenspreken;

J.acutiflorus iijkt verantwoordelijk voor de resp. F—aiieien hij

J.articulatus terwiji voor de S—aiieien owei J.aipinus ssp.

nodulosus als ssp.aapestris verantwoordeiijk zouden kunnen zijn.

Dit komt overeen met de mening van Snogerup (pers.corr.,'82)

dat deze twee ondersoorten zeer nauw met eikaar verwant ziin.

Door het gedrag van het ShDH-iocus hoeft de hypothe'se niet

meteen te worden verworpen: de eerste mogeiijkheid zou kunnen

zijn dat nog een andere ondersoort van J.aipinus verantwoorde—

iijk zou kunnen ziin voor het ShDH-S-aliei bij J.articulatus mits

zo'n andere ondersoort so wie so hestaat en mits deze eenzelfde

ge'drag van de chromosomen oplevert in de poilenmoederce Lien

als Riebe opgeeft voor J.ai]pinus ssp.noduiosus (dwz dat deze

andere ondersoort gekruist met J.articuiatus in de meiose van

de poilenmoedercelien ook ong. 21) univalenten en 20 bivalenten

zou moe ten laten zien); dat dit gedrag optreedt bij de andere

ondersoorten van J.aipinus moet niet onwaarschijnJijk worden ge-

acht omdat de chr-omosomen van de subspecies waarschijn3iik vrii—

we1 homoloog zulien zijn en dus aanleiding zulien geven tot een

s'oortge1ijk gedrag.Een tweede mogelijkheid om de onverwachte re-

sultaten bij ShDH te verkiaren zou kunnen ziin dat J.aipinus

(ev.verder geprecisieerd tot ssp.nodulosus) wel degeiijk het

S—aiiei bezit,maar dat dit niet gevonden is door de kleine

aantaiien getoetste exempiaren.Het. zou by. zo kunnen zijn dat

in de populatie uit Skane fixatie is opgetreden,terwijl er wel

degelijk variatie bestaat;deze kans is vrij groot daar vrijwei

alie exempiaren van deze populatie af'komstig waren.

Wel biijven we zitten met de vraa hoe de bastaard J.alpinus ssp.

nodulosus x articulatus aan een FFF-patroon komt terwiji J.arti—

culatus toch een S-aiiei aasi deze bastaard zou moeten hebben

bijgedragen door diens SSFF-fixatie; weilicht ge'ldt dee fixatie

ailleen voor het door mu onderzochte gebied (Noord—Nederiand).,
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Een tweede en minstens zo plausibele uitleg zou zijn dat er

hier sprake is van een determinatiefout en dat dit exemplaar

geen vertegenwoordiger is van een hybride taxon waairin J.airti—

culatus is betrokken,maar van een vertegenwoordiger uit de J.

alpinus-ondersoortengroep..Dit ltjkt des te waarschijnlLijker door

opmerkingen van Zandee ('82) en Snogerup (pers.corr., '82) dat

in voorail alpiene milieus de determinatie van J.articulatus en

J,alpinus moeiiijkheden 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.acutiulorus;tevens leek er bij twee Loci fixa-.

tie te zrin opgetreden bij én van de' soorten (zie pag.35).

Voor andere loci traden grote ve'rschillen op in genfrequenties

van de' resp.allelen bi•j verschillende soorten,zie bv.IDH en MDH—2'.

In het a.igemeen werd net zolang ge:élektroforeerd tot duidelijk

was of' een bepaaiId enzymlocus al dan niet diagnostisch zou kun—

nen ziin; dit betekent dat het aantai1 waarnemingen per locus van

een soort erg laag kan zijn.Om deze reden lijkt het me niet geoor—

loofd om vergeijjkingen tusssen populaties van én soort uit te

voeren..

Op grond van de fixatie—index F,maw. het heterozygotentekort of

—overschot,kan een voorspelling gedaan worden over de wijze van.

bestuiving van de verschillende sGorten,met dien verstande dat

het tekort of' overschot dan geacht wordt geheel door de wijze van

bestuiving te' zn 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

O,zal dus de fractie kruishestuiving (= --- ') niet significant
van 1 afwijken in de meeste ge'vallen.Dit hetekent dat de genoemde

soor'ten.hoofdzakeUjk kruishestuivend zullen zijn.Dit .wordt gesteund

door veldwaarnemingen:de heschreve'n Junci zljn protogyn,de bloemen
zijn e'erst vrouweiijk,later op de dagook mannelijk ; hovendien wordt

Juncus articulatus beschre-ven als een hoofdzakelijk kruishestuiven—

de soort op grond van experimenten (Buchenau ,Boudewiin,'Rl).

De genetische afstanden tussen de' soorten waren niet abnormaa1

voor soorten binnen eenzeif'de gesiacht (zie Nei,'75); alleen de

afstand van J.acutif torus en J.articulatus was wat aan de lage

kan.t wat niet verwonderlijk is gezien de waarschijnlijke ontstaans—

gesciiede'nis van laatstgenoemde.

Gezien. de moeiiijkheden die staan omschreven in de inleiding ( zie
2'.2?) is het niet mogelijk om de genetische afstanden waacrin J.ar-
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tticulatus is betrokken te "vertalen" naar de tijd die is verstre-

ken sinds twee taxa het genetisch contact met elkaar verloren;

dit zou ni. meer waarnemingen eisen van J.alpinus.

L)e waarde D0,22> tussen J.acutiflorus en J.anceps zou overeen-

konien met een periode' van 1,1 miljoen jaar sinds de twee soorten

uite'engingeri.Vergeliiking 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

Janceps een soor-t—status te geven itt. wat momenteel in de flora

van Heukeis & v.Ooststroom gebeu,rt,zouden eveneens meer waarne-

mingeTi van J.alpinus ter beschikking moeten staan zodat ook de

genetische afstanden J.alpinus_J.articulatus,J.alpinus-J.acUti-

florus en voor'al J.aipinus-J.anceps vergeleken zouden kunnen wor—

den.

Voor' de standaardfout in de genfrequenties en de reden om loci

met minder dan viii' waairnemingen nit te sluiten,wordt verwezen

naar llt.2.

Samenvattend kan gezegd worden dat de drie enzym]oci Glyc.Ox,

PGM en ShDH kunnen worden gebruikt om J.articulatus en J.x sur-

rejanus te onderscheiden van J.acutiflorus n dat de resultaten

van dit onderzoe'k niet in strijd zijn met de hypothese van Riebe.
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7 INLEI1)ING CAREX-. DEE LONDERZOEK

7.1 Ecologie

Beid carices die' in dit onderzoek .spJ komen voor in

l-iet stroomdal van de Drentsche Aa.Carex aqiuatilis is een

soort met een horeale,circumpolaire verspreiding die in Noord-

Nede'rland (Overijsselse Vecht de zuidgrens van haaa- aTeaal

bereikt.Ze wordt vaak gezien ails een jstijdrelict,hoewel daar

nog w1 wat bedenkingen tegen zijn te vinden ('Westhof'f ea,'70;

Grootjans & van Tooren,'8).Cmre'x aquatilis groeit meestal in

eutrofe of' van oorsprong mesotrof'e,maar geeutrofiëerde milieus

waarvan de grondwaterspiegel dichtbij of viak boven het maai-

veld ligt.t)e verspreiding van de soort in Nederland suggereert

een afhankelijkheid van koel e'n met nutrienten verrijkt kwelwater.

(Grootjans & van Tooren,'R3)C.aquati1is is kensoort van het

Ca ricetum acuto—vesicariae,een associatie binnen d Magno—

caricet&lia ( ore der grote zepgen)

Carex nigra is een veel algemenere soort en kensoort van het

Cat ricion curto-nigrae,een verbond wat in de verlanding kan

volgen op de syntaxa waaa' C.aqiuatilis deel van uitmaakt (West—

hoff & den Held,'75);dit verbond vait binnen de klasse der

kleine' zeggen,welke kiasse weer vaak grenst aan C.aquatilis-

groeiplaatsen.Overigens kan C.nigra in meerdere typen vochtige

vegetaties worden aangetroffen,oa.in vocJitige duinvalielen.

Merkwaardig genoeg zjjn er van C.aquatilis in ons land nog nooit

urntjes gevonden met volgroeide zaden.Dit zou kunnen worden

veroor7,aakt doordat hier aan de zuidgrens van haar areaal de

klimato.logische onistandigheden niet geschikt zijn voor zaadzet-

ting;deze hypothese zou hybridisatie waarin deze soort zou

cleelnemen volledig uitsiuiten;hetzelfde geldt voor de theorie

dat de soort door reproduktieve' isolatie alleen nog steriele

zaden zou produceren.Een aJternatieve uitleg zou kunnen zijn

dat de zaadzetting zou worden be,noeiliikt doordat de groeiom-

standighe'den niet meer optimaai zijn;hierbij kan gedacht worden

aan. het af'nemert van d hoeveelheid kwelwater door bv.drainage.

Deze uitleg zou hybridisatie met de "drogere" C.nigra alleen

maa3r 'waarschijnlijker maken; wellicht wordt de steriliteit zelfs

nog versterkt door optreden van (steriele) hybriden.(Grootjans

& van Tooren,'8)
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7.2 Ke'nmerkeTl van soorten en hybride

Carz nigra is een uiterst variabele soort met 813—85 chromo-
somen,terwijl C.aqiuatilis 76 of' 77 chromosomen heeft.1)e hybri-.

de' heeft een variabel aantal chromosomen,meeta1 onfeveer het

gemiddelde van de atata1 van de oudersoorten.Meldingen van het

voorkomen van de hybride zijn gedaan in Engeland en enkele lo-

caties op het vasteiand.De hybride heeft langere bracteeën en

stengelbiaden dan C.nigra,en smallere bladen dan C.aquatiiis

(Stace,'75).Reeele meldingen van de hybride zijn e'r niet voor

het stroomdallandschap; wel bestaat de suggetie dat hybridi—

satie zou kunnen plaatsvinden (zie 71).

7.:3 Doelstelling
I)oe1. van dit onderzoek is om een diagnostiFch enzymlocus te

vinden dmv.elektrof'orese dab de taxa C.aquatilis,C.nigra en

de bastaard,C.x hybernica met 95 zekerheid kan onderscheiden.

Met zo'n diagnostisch enzymlocus zou het voorkomen van de

hybride betrekkelijk snel gescoord kunnen worden,sneller an

by. met chromosoomtellingen.Bovendien wordt de laatstgenoernde

methode nog hemoeiLjjkt door het wisselend aantal chromosomen

van zowel oudersoorten a]s hybride.
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8 MATERIAAL EN METHODE van het Carex-deelonderzoek.

8.1 Soorten en bemonstering

De voor het Care'x-deelonderzoek benodigde p.lanten behoorden

Irot Carex nigra en C.aqiuatilis.De individuen werden op de

volgende wijze bemonsterd:

pop.A : C.nigra no.12

B : C.nigra no.124 t/m 18

C.aquatilis no.8 t/m 1:5

C : C.aquatilis no.116 t/m1'S

1) : t.aquatilis no.19 t/m 214

B : C.aquatilis no.25 t/m31

" F : C.nigra no.1:9

" G : C,nigra 20 en 2li

" I : C0nigra no.23

K : C.nira no.214 t/m Z7

waarhij de populaties van de volgende plaatsen af'komstig waren:

A — Hortus Haren op een "hooiiand in ontwikkeling",in gezel—

schap van oa.C.hirta en C.ovalis.

B — Kappershulten,stroomda]-lafldsChaP Drentsche Aa.Mengpopulatie

van C,nigra en C.aquatilis op een voecseirijk,nat terrein.

Anclere aanwezige carices: C.hudsoni.

C — De Punt,stroomdal Drntsche Aa.Populatie van C.aquatilis

in een voedselrijk,nat rietveld.Andere aianwezige carices:

C.hudsoni.

D — Zeegse,perceel Roodzanden,stroomdal Drentsche Aa.Ge.ngc4e

populatie van C.aquatilis en C.nigra.Andere aanwezige ca—

rices: C.curta.

E — Gasteren,Scheehroeker 1,oopje, stroornda1 T)rentsche Aa.Op een

redelijk intensief begraasd en bemest weiiand;C.nigra niet

aanwe zig.

F — Hornbulten,stroomdal flrentsche Aa.Groeiplaats van C.nigra

in gezelschap van C.panicea.Zie verder onder Juncus p0—

pulatie F.

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

I — de Strengen,stroomdal Drentsche Aa.Alieen C.nigra.

K - Populatie van C.nigra op een afwijkencie standplaats,nl in

een duinheide bij Nes (Briksduinefl) op Ame'and;in gez0i-

schap van-i oe. C.arenaria.

Planten uit de populaties 1) en E aijn afkomstig van-i Bart van

Tooren,waarvoor ik aisnog miin clank wil betuigen.



56

8 .2 Elektr'oforese

Voor de "materiaal en rriethode" van de elektroforese wordt

ve'rvezen naar die van de elektroforese in het Juncus—deelon—

derzoek,hoofdstuk '3.2.2.Er waren echter twee zaken die verschil—

den: ni de gehruikte buffer in gel en elektroforese—hak, en de

hoeveelheid afgeknipt plantmateriaal voor het maken van een

extract: dit was ong.O,3 gram waar O,Lt ml mercaptoethanol—op—

1osing aan werd toegevoegd. In onderstaande tabel 2 staan
voor elk enzym de p'ehruikte gels en huffers,eri'rijde vn opbrengen

van het extract vermeld.Voor de kleurings—"recepten" wordt

veer doorverwezen naar appendix 1.

Tahel 2' Optimale huffer,gel en zijde van ophrengen van het

extract voor de verschillende enzymen bij Carex.

'enzym buffer Ph gel links/rechts op gel

AcPh 7 6 PAA -

ADH 9 6PAA B

Aldox 6 6 PAA B

8 L4% PAA+7etmeel —

1TST 6 6% PAA L

F—1,6-dP 7 6% PAA (1)1

GA-3--PD 7 6. PAA L

GDH 7 6% PAA (L)

Glyc.Ox. 9 4% PAA B'2

GOT 7 6% PAA -

G-6-PJ) 9 6° PAA (B)

GPI 7 6% PAA (rt)

IDH 7 6%PAA L

LAP 7 6% PAA L

MDII 7 6% PAA (B)

ME 7 6%PAA B

Perox. 6 6% PAA heide

6-PGD 7 6% PAA L

PGM 7 6% PAA L

ShDH 7 6% PAA (B)

TO 6f7 6%PAA B

XDH L% PAA B!

Uitleg laatste kolom: R is:rechts ophrengen.

is: rechts iets beter dan links'
2?: i is': beslist rechts opbrengen ivm. anodaal migrerende loci
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9 WAkRNEMINGEN bij het Carex-deelonderzoek

9.1 Zymogrammen van de carices met interpretatie daarvajn

Voor de bes-ehrjjving van de gevonden ymogrammen wordt gebruik
gemaakt van dezelfde symbolen a1s bij de beschrrjving van de
patronen vain cie junci,zie 4.i.

Ook bij de carices zijn geen kruisingsproeven gedaan om de ge—

posttileerde genetische interpretatie te controleren,eveneens

ivm. de aiansla op de beschikhare tijd die dit zou veroorzaken.

De aifstanden van de patronen zijn gegeven in mm; dit voor de

.ituatie waarhij de broomfenoiblauw 10 cm v gemigreerd.

zure fosf'ata4se (AcPh)

Er werden de volgende,sma'l-.vlekvormige maar duidelijke patro—

nen gevonden:

0 0 (23—27;394li mm)

o 0 0 (16—18;23—27,39—ini mit)

o 0 C (16_18;2'3—27;314—35 mm)

De patronen waren altijd duidelijk met flinke aktiviteit.

Interpretatie:3 loci,waarvan twee met variatie.AcPh—1) met een

÷—alle'l op ong.17 mm en een 0—all'el,AcPh—2 monomorf op ong.

25 mm en AcPh-3 met het N-allel op ong. 140 mm en het S-allel

op oag.35 mm,Er werd 1 maaj. een heterozygoot voor AcPh-3 ge-

vonden die een viek vertoonde van 35—140 mm; deze bleek echter

toe te behoren aan een individu die ten onrechte als C.nigra

was gedetermineerd.AcPh-1i +0—heterozygoten zijn wellicht over

ht hoofd gezien.Deze zouden herkenhaar uoetep 7iinaan een

ger'ingere aktiviteit van het patroon tov.de ++-homozygoot.

1-let enzym is waarschinljjk polymeer maar dit is onzeker omdat

de enipe heterozygoot tot een andere soort behoorde.

alcoholdehycirogenase (ADH)

Er ontstond e'en complex en wisselend pa.tr'oon waarbij na.ast

I (13mm)

het bovenstaande bandje,wat bjj e-lke waarneming aanwezig was,
ook nog bandjes ontstonden op rond 30,41k en 149 mm;op deze af—

standen waren soms dichthijeen gelegen 2 of 3 bandjes te zieh.

Bandies op deze laatste drie aCstanden gedroegen zich echter

inconsistent;eenzelfc3e individu leverde bij twee opeenvolgende
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elektroforese—ronden regelmatig een verchillend beeld op;

bovendien ontbrak er,ondanks een grote aktiviteit van de over—

bi,jvende bandjes,regelma;tig én of zelfs meerdere van deze

patrone'n.

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

schijnlijk nog 3 varierencie loci,cuie sterk door uitwendige in-

vioeden geTnduceerd zouden kunnen worden.1)e interpretatie van

cieze laatste 3 loci is dan ook vrjwel onmogel.ijk.Voor de ver-

dere berekeningen werd alleen het monomorfe,altijd aanwezige

ADH-1 locus gebruikt.

aidehydedehydrogenase (a'ldehydeoxidase)(Aldox.)

Er verscheen maar 1 soort patroon:

(io mm)

Gene'tische interpretatie: 1 ]ocus,geen variatie.

anylaEe (AMY)

Er werden drie typen patronen gevonden:

I (2..im)
I (5 mm)

o (2-5 mm)

Hoewel het aantal waarnemingen gering is,ligt het voor de

hand om 1 varierend locus te postuleren,met een S—a;llel op

2mm en een F—allel op 5 mm.Aangezien het heterozygote patroon

uit een vlekje hestaat,zou het enzum een polyineer moeten zijn.

esterase (lisT)

Bij dei..e kleuring verscheen weer een wirwar van bandjes en viek—

jes ronci de "centra" 8,35,144 en 63 mm; vaak zaten ook hiertus—

en nog een paar bandjes.Ba'ndjes rond de genoemde afstanden

bestonden uit 1,2 of 3 dichterbijeengelegen bandjes.F3j gebruik

van de buffer Na-boraat pH 9,0 verscheen er nog een scherp

omgrensd hancije op 5 a 6 mm.J)e interpretatie van een zo com-

plex patroon is hij een klein aantal waarnemingen en in korte

tijd een zeer hachelijke aangelegenheid,en zonder kruisingsproe-

yen niet verantwoord.Waarschijnlijk zijn er minstens 14 loci in het

spel.Deze kleuring werd vanwege de gesignaleerde grote onze—

kerheden niet gehruikt hij de verdere herekeningen.
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frulciose-1,6-difosfaat (F—1,6—dPI

E wrden bij dit enzym drie verschillencle patronen gevonden:

(19mm)
II (19 en 22 mm)

I (22' mm)

Sonis gingen de bandjes gepaard met een erg zwak bijbandje,ong.

5 mm verder dan het laatste bandje.

Interpretatie; hoewel de laatste twee typen pa'tronen elk maar

44n Iceer voorkwamen,iigt de volgende interpretatie het meest

voor de hand:1 locus met twee allelen:het N-ailel op 19 mm en

het F-allei op 22 mm.Het tweecie patroon zou dan een heterozy—

goot zijn, in weik geval het betreffende enzym dan een mononieer

zou nioeten zijn.

giyceraidehyde-'3-fosfaatdehydrogenase (GA-3-PD)

Er verschenen twee soorten patronni op cle gel:

H (io en 13 mm)

I I (loenl9mm)
ill (8,10 en 1.3 mm)

I 1 (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-all.el op 1:3 mm en het F—allel op 19 mm.

Het handje op 8 mm zou de rest kunnen zijn van een cierde locus

of' een bijhandje;in ieder geval was het lang niet altijd aanwe-

zig en werd verder genegeerd.GA—3—PD—2-heterozygoten werden

niet gevonden;een uitspraak over de aard van het enzyni is dan

ook niet mogeiijk.

jtamamtdehydrogenase (GDHJ

BiJ dit e'nzym waren de patronen alien .alsvoigt:

I (ii 1 mm en 2'5—28 mm)

De laatste viek was vaag en had een geringe aktiviteit en wa

lang niet altijd aanwezig; ze werd alleen hjj C.aquatiiis gevon-

den maar dit kan ivm. het klejne aantad waarneminen toeval

zijn.Interpretatie: 2 loci,het eerste monomrf' en het tweede on-

zeke'r; het tweede werd dan ook niet meegenomen in de verlere
beschouwingen.
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g1co1aatoxidase (Glyc.Ox.)

Er ontstond hij alle waarnemingen cUt patroon:
0

(—9 tot —6 mm)

De bandies migreren dus anociaal,wat de noodzaak met zich mee—

br'engt om het extract rechts op te brengen en het middeiste

gedeelte van de gel te kleuren.Soms was het midden van het

'irlekje wat minder gekleurd dan de zijkanten er-van.

Iriterpretatie: in ieder geval minstens 11, misschien 2 mono—

morf'e 1oci.Aangeien met de "1—1ocus—interpretatie" werd ver—

dergewerkt,levert dit wellicht een overschatting van de totale

variatie OJ).

gutamaait oxaalacetaat transarninase (GOT)

flit enzym leverde de volgende patronen:

O I (1:8-22 mm en 31-/rn mm)

o D (18-22 en 36-141) mm)

In de viek van 31240 mm waren soms twee kernen te zien.De viek—

ken rond 37 mm waren altijd veel zwakker dan die rond de 20 mm;

ze vielen erg regelmatig uit en hieken 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 variaitie,niaar in ieder gevaL onbruikhaar.

ucose-6-fosfaatdehydrogenase (G-6-PD)

Er' ontstonden de volgende patronen:

— 0 I I (9-1Z,27,31 en 35 m)
I (9—12,35 mm)

I (9—12,311 mm)

0 (9-12,27—31 mm)

De vlekjes rond 10 mm ontstonden pas na het overnacht ]aten

staari van de gel en hadden een zwa'kke aktiviteit.De overige

bandjes en v,lekjes hadden een flinke aktiviteit maar waren

nooit scherp omgrensd,maar waren meestal wat uitgevlekt.

Interpretatie: 2 loci,G-6-PD-1 monomorf en G-6-PD-2 met van-

atie, ni. een S—aliel op 27 mm,een F—allel op 35 mm en een I-

aillel op 31 mm.Het enym is waarschijnlijk een dimeer,dwz. dat

het heterozygote patroon uit 3 dichtbiieengeiegeri handjes he-
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staat ( eerste patroon).Doordat het I-bandje (derde patroon)

e'n het S-banje zo dicht bijeen liggen en door et al genoeunde

"uitslietten" ziet de SI—heterozygoot eruit ails een vlekje

(v-ierde patroon).

lucosefosfaat isomerase (GPI)

Bjj dit enzym werden 3 soorten patronen gevonden:

(8,22 en 27 mm'

I (8,22 enY2 miii)

II (8,22,27,30 en 32 mm'

Het 22 mm—bandje ging soms gepaird met een bijbandje 25 mm.Het

S mm—bandje verscheen pas na een nacht lang kleuren, dat gold

soms ok voor het 2'2—mir—handje; de bandjes rond 30 mm versche—

nen vrilwel direct na aanvang van de kleuring.Het 8 mm-handje

had een zwakke aktiviteit en viel vrij regelmatig uit, de ak-

tiviteit van de bandjes rond 30 mm was het gr'ootst van alle-

maa-1.

Interpretatie: 3 loci,GPI—1 en GPI-2' monomorf,GPI-3 met van-

aitie:een S-allel op 27 mm en een F-allel op 32 mm.Het enzym

is een dimeer: de hetero7ygoot vertoont een zgn. heteromono—

meer handje op 30 mm.

isocitraatdehydrogenase (IDH)

De volgende patronen werden gescoord:

(28 mm)

D (2,39-)414 mm)

I 1 (.32 en 140 mm)

Iii 0 (2'S,30,32 en 3914)4 mm)

I (28 en 40 mm)

Patronen rond 4o mm kwamen veel later op dan die rond 30 mm;

ook waren ze veel vager.Ze vielen dan ook regelmatig uit.

Interpretatie: 2? loci,beiden met variatie: IDH-1 met een S-

a11e1 op 28 mm en een F-aliel op 32 mm; IDH-2 met een S-allel

op ong.)40 mm en een F-ailel op ong.14)4 mm.Aari het viercie pa—

troon is te zien dat het hiet waarschijnhijk om een dimeer en-

zym gaat; bil bet vagere IDH_2Llocus is de hetrozygoot herken-

baar ails een vlekje.IDH—2-F individuen w'-rden niet gevonden.



62

leucine amino peptidase (IAPJ

BJ deze kleuring werd vaTiatie aangetroffen en wel alsvolgt:

I (47 mm)

II (47 en k9rmm)

(49 mm)

I I (45 en 49 mm)

Interpretatie: ii locus met 3 allelen: het S—allel op 45 mm,

het 1—allel op 47 mm en het F-allel op 49 mm.Het enzyrn zou

monomeer moeten zjn als deze interpretatie kiopt.

nia1aatdehydrogenase (Mj)

Aangetroffen patronen:

( 10,20 en 35 mm)

I (1.0,2'1—26, 35 mm)

( 10,26 en 35 mm)

(10, 21) en 39 mm)

H (10,20 en 35—39 mm)

I (10,21—26 en 39 mm)

I I (1!0,26en'39mm)
De bandjes rond 10 en 20 mm hadden een geringe aktiviteit en

verschenen pas na het overnacht laten kleuren van de gel.

Van de patronen ronci '37 mm waren de bandjes op '35 en 39 mm

duiclelijk; de vlekjes waren nauwelijks zichtbaar er verschenen

eveneens pas na 1 nacht kleuren.

Inte'rpretatie: 3 loci,MD1-T-1 monomorf op 10 mm,NDFI-2 met van-

atie:een S-allel op 21) mm en een F-allel op 26 mm; en NDH-3

eveneens met variatie:een S-ailel op 35 mm en een F,allel op

'39 mm.Het enzym is in ieder geval een "meer—dan—monomeer",maar

omdat de heterozygoten zo s1echt zichthaar waren is het niet

mogeliik daar een verdergaande uitspraak over te doen.

malaatenzym (NE)

Over het algemeen werci en maar 1 patroon gevonden:

(9 en 20 mm)

Het bandje op 20 mm ontbrak in een aantail gevallen,hoewel het

in de nieeste gevallen duidelilker was dan het bdndje op 9 mm.

Interpretatie : 2> monomorfe loci.
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peroxidase (perox.')

Bij deze kleuring verschenen er wear vele bandjes en vlekjes

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

pen:

—anodaal migrerende- scherpe bandjes op _L1 mm; deze hand,jes

waren maar bij een paar individuen aanwezig,

—een paar scherpe bandjes rond de +5 mm: 2 individuen hadden

bandjes op 2,5 en 9 mm4én had er 1 op 5 mm,bi,ide andere plan-

ten ontbraken ze helemaal;

—een vare viek rond i6 mrn,ongeveer 24 mm breed,deze was bij alle

planten aawezig;soms lag deze viek op 14—18 mm van de on—

• in,soms op 16—20 mm,soms op 12—16 en soms nog anders:een

inte-rpretatie hiervan is nDa1 moeiiijk;

-een scherp bardje op 37,38,39 of L4() mm,waarvan het moeilijk

was te zien of er vaniatie aanwezig was of niet en tenslotte

— een patroon rond 52 mm,wat 6f een bandje had op 50 mm,6f

n op 55 mm,óf beide.Dit laatste lijkt goed te interpreteren

ails een locus met variatie met resp. een S— en een F—allel.

Aaingezien bij alle loci moeiJijkheden bestonden hij de waarneming

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

zondering van het laatste locus (perox.—5) wat hij alle planten

aanwezig was,goed duidelijk en goed interpreteerbaar was.

6-fosfogluconaatdehydrogenase (6Pj

Gevonen patronen:

(224 en 32 mm)

I I I (2'Lt,27 en 30 mm)

Het handje op 32 mm had een aanmerkelijk geningere aktiviteit.

Int-rpretati,e: 2' loci,6-PGJ)-1 aitijd aanwezig en met variatie,

een S-allel op 24 mm en een F-aiulel op 30 mm.Heter.ygoten

(tweede patroon) hehhen een heteromonomeer bandje op 2'7 mm

dit duidt op een dimeer enzym.J-Iet tweede locus kwam maar zel-

den op (atileen hi,j planten die (toevallig) 6-PGJ)-1-S waren,

di. bet eerste patroon).Daarom wend ailleen 6—Pcm-i verder ge-

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

fosfoglucomu.tase (PGM)

Hierbij ontstond steeds bet voigende patroon:

.1 (25 en 2?7 mm)

Interpretatie: dit beeld werd ge-interpreteerd als ii locus zon-
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der variatie,met een bijbandje op 25 mm.Dit is meeiljk te con-

troleren,aiangezien er geen variatie is (hij variatie zou een

hijbandje met het hoofdbancije mee verspringen).Het zou hier dus

ook om twee loci kunnen gaan.

shikimaatdehydrOgeflase (shPH)

leverde cle patronen:

'2 mm)

II (32 en 36 mm)

I
(36 mm)

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

een F—allel op 36 mm.Ht enyrn is monomeer.

tetrazolium oxidase (To)

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

erg onduicielijk en dus niet te gebruiken.Wel verschenen er 2

rijen (donkere) dehydrogenase—bandies,VOOr elke plant op resp.

14 mm (een 4 mm brede vlek en op 2 mm (een smailer bandje).

Itt. de resultaten bli het Juncus-deelonderzoek,waar jets der-

gelliks bleek op te treden,waren deze handjes niet toete schrij-

yen aan aldox. of één der andere hjer gebruikte enzymen.FIet

betreffende onbekede enzym werd TOd (donker) gedoopt.

Interpretatie: 2 monomorfe loci.

xanthinedhydroge'naSe (xDJ)

gaf hetvolgende beeld:

0

I
(—4 en +4mm)

De aktiviteit van t anodaJe bandje was het grootst.

Inte'rpretatie: 2 monomorfe loci.
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10 RESULTATEN van het Carex-deelonderzoek

J enzymloci .zjjn alavolgt te verdelen: monomorfe loci,dit 7ijn

loci zonder inter— of intraspecifieke variatie;].oci waarbj er

variatie i bij de ene soort terwiji de andere soort een bepaald

allel gefixeerd heeft; varierende loci waarhij soortspcifieke

allelen voorkomen en tenslotte loci die variatie vertonen hij

beide soorten.Dia'gnostische a11elen of patronen werden niet

ge"vonden.De elektroforese—resultaten voor elke plant afzonder—

lijk zijn te vinden in appendix 3.

110.1 Percentage varierende loci

Het percentge varierende loci,berekend over die loci,waarvoor

meer lan vjjf waarnemingen ter beschikking stonden hedroeg voor

Carex nigra '3i% en voor C.aquatilis '35 ( aantal loci resp.

26 en '31)

110.2 Monomorfe loci

Loci waarhij noch intra- noch interspecifieke variatie werd ge-

vonden waren:AcPh-2,A1)H-1,GA—3-PD-1,GDI1,Glyc.Ox.,GOT,GPI-2,

ME—li,ME-2,PGM,TOd-1,TOd-2 en XDH-1.Alleen die loci staan ge-

noeind waarvoor er voor beide soorten minstens 5 waarnemingen
71)n.Voor deze monomorfe loci hlijft het hij deze vermelding;

voor alle andere loci i een tahel met genfrequenties opgenomen.

10.'3 Variatie hij de ene soort,fixatie bij de andere

Deze categorie enzymloci overlapt uit de aard der zaak met

die der loci met soortspecifieke allelen:als én soort voor

eeri bepaald locus varieert en de andere niet,is het duidelijk

dat de eerstgenoemde soort automatisch een soortspecifiek ailel

heeft.

T)e bc! die aan hovenstaand kopje voldeden waren:

-AcPh-1 (tabei 1().1);het fl-ailel werd bij able C.nthgra gevonden,

—AcPh-3 (tabel 10.2);alle C.nigra hadden het N—allel,

—ANI (tabel i0.3):alle C.nigra hadden het F—allel,

-F-1,6-dP (tabel 1o.L):al1eC.nigra hadden het het N-allel,

—GA-'3—PD—2 (tahel 10.5) :het S-allel is gefixeerd bij C.aquatilis,

—MDH-'3 (tabel 10.6) :aile C.nigra hadden het S-ailel,

—perox—5 (tahel 10.7) :C.aquatiiis had het S-allel gefixeerd en

-6-PGD-1 (tabel 10.8): evenees het S-allel gefixeerd bij Carex

aqiuatilis.
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io.4 Soortspecifieke allelen

Behaive de onder 10.3 ge'noe'mde loci,die overiapt met de cate-

gone der loci met soortspecifieke alleien,werd nog een soort—

spcifiek allel gevonden voor ],AP (tabel 1I0.9),waarbij het I—

allel alleen bij C.nigra werd gevonden.NB:ook in deze catego-

ne staan aileen die loci vermeld,waarhij voor elke soort meer

dan vhf waarnemingen bestonden.

110.5 Vaniatie hij heide soorten

De enzymloci die voor beide soorten vanieerden (n5) waren

GPI—3,IDH-1 ,MDH—2,ShI)H.De genfrequenties van cleze loci zijn

te vinden in tabel 10.10 t/m 110.13.

110.6 Heterozygotie

De heterozygotie H voor elke populatie van elke soort staat

ggeven in tabel 10.114 en is te controleren in appendix 3.

Voor 6arex nigra schommeiden de waarden van 0,00 tot 0,50 (dat

komt door kleine aanta11n waarnemingen) met een gemiddeide

H=O,1 14
; voor C.aquatiiis lagen de waarden tussen 0,04 en 0,11

met een gemiddelde van 0,07.Pe waarden werden berekend over

die' loci, die meer dan vijf waarnemingen hadden voor een bep.

soort.

10.7 Polymorfie-indices; fixatie-indices

De verwachte heterozygotie Pi=i-Ex.2 stat vermeirl in tabel

1.15 , uitgesplitat per popu1atie.J)ez waarde liep voor Carex

nigra uiteen van 0,02 tot 0,25 met een gemidrielde van 0,08;

voor C.aquatitis varieerden de waarden tussen 0,06 en 0,111 met

een gemiddeide van 0,09.I)e in tahel 1i0.15 gegeven waarden zijn

alle afgerond op 2 decimalen.

Vergeiijking van deze waarden met de eigenihjke heterozygotie

H 1aat een heterozygoten—overschot zien voor C.nigra en een

heterozygoten-tekort voor C.aquatiiis, deze versctj1ien zijn

echter niet significant (chi-kwaclraat; p)0,05).

Pit wil zeggen dait de fixatie-index F (Brown,79) niet signifi-
cant afwijkt van 0.Dit iaatste geidt voor alie onderzochte popu-..
laties van beide soorten.
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10.8 Genetische afstanci

IJe genetische afstand werd berekend volgens Nei (1975) en

wel over die i)ci waarbij er voor beide soorten meer dan vijf

waarnemingen waren.lJit waren:AcPh—1,2 en 3,ADH—1,AMY,F-1,6-dP,

GA-3-PD-1 en 2,GDH,Glyc.Ox. ,GOT,GPI-2' en 3,IDH-1 ,LAP,M1)H—2 en

,ME-lI en 2',perox-5,6-PGD,PGM,TOd-1 en 2,ShT)H en X1)H-1.

De afstand D begroeg 0,13 (1=0,88).



t.b1 10.1 -Genfrequenties AcPh-1

C .nigra:

pcp,A:f'req.O=l!,O (n=)

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

pop,I:f'req.O=l!,O (n=i)

C acuati1is:

pop.B :freq.0=0,5; freq.4-=fl,5 (n=2)

pop,C:freq.+=1,0 (n=2')

pop.D:freq.0=fl,67, freq'.+=0,33 (n=')

Ginidde1de genfrequentiesi

C .nigra:freq.0=1;,0
C .aqiuatilis:freqO=fl,39, freq.+=0,61

tatel 10.2 -Genfrequenties AcPh-3

C . nigra
pop,A:freq1.N1,0 (n=1)
pop,B:freq.N=11,0 (n='3)
popI:freq.N=1I,0 (n=1)
C. aguatilis:
pop.B:freq.N=1I,0 (n=2)
pop.C :freq.N=0,5, freq.S=rI), 5 (n=2)
pop,D:freq.N=1i,0 (n=3)

Gerniddelcle genfrequenties:
C . nigra: freri .N=1 , 0

C. aquatilis:freq.N=0,83, freq.S=0,117

tabe1 10.3 —Genfrequenties AMY

C. nigra:

pop.A:freqi.F=1,0 (n1)

pop.B:freq.F1,0 (n=3)

pop.G:freq.F=1 ,o (n=1)
pop.K:freq.F=t,0 (n=2)

C.aquatilis:

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

pop.C:fren.F=1,() (n=1)

pop.D:freq.F=1I,0. (a=1)

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

Gemiddelde genfrequenties:

C.nigra:freq.F=1 ,0

C.aquati1is:freq.F=fl,6, frq.S0, 15
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ti1 110.14 — Genfrequenties F1!,6dP(_l)

2c1A:freq.N=1,0 (n=1)

pc,pB:freq.N1,0 (n=3)

pc,I:freq.N=1I,0 (n=1i)

C. aTuatilis:

pcp,B:freq.N1,0 (n=2)

popC :freq.N=0,75, freq.F=0,25 (n=2')

pcpDfreq.N0,67, freq.F=0,33 (n)

gern:ddelde genfrequenties:

C. rgra: freq.N=1,O

C. aquatilis:freq.N=0,81 , freq .F=0, 1i9

tabe, 10.5 — Genfrequenties GA-3—PD—2

pop,A:freq.S1,0 (n=i)

pop.B:freq.S0,33, freq.F=0,67 (n=3)

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

pp.K:frea.F1I,0 (n=14)

C.acuati] is:

pop.B:freq.S1,0 (n=1)

pop.C:freq.S11,0 (n=3)

pop.D:f'req.Sl:,O (n=5)

Gemiddelde genfrequenties:

C.nigra: freq.S=0,33 ,freq.'=67

C.aquatilis: freq.S=1',O

tabel 10.6 — Genfrequeties MDH-'3

C . rigra:
pop.A:freq.S=1,0 (n=i.)

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

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

C.aquatilis:

pop.B:freq.S0,25, freq.F=0,75 (n=2"

pop .C : f'req .SiuO, 5 , freq .F=0, 5 (n=2)
pop.D:freq.F=1 ,0 (n5)

Gemidde1de genfrequenties:

C.nigra: freq.S1,0

C .anuatiiis:freq .S=0,25 , freq.F=0,75

69



tabel 10.7 — Genfrequenties perox.—5

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

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

pop.F:f'req.S=0,5 ,freq.F=O,5 (n1)

C. aguatilis:

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

pop.C:freq.S1 ,0 (n=
pop.D:freq:.S=1i,0 (n=5)

pop.E:freq.S=1I,1) (n=2)

Gemiddelde genfrequenties:

C.nigra: fre'q.S=0,58 , freq.F=0,Lt2
C.aquati1is:frq.S=1 ,0

tabel 10.8 — Genfrequenties 6—P1;D(—1)

C .nigra:

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

pop.B:f'req.S=l,O (n=3)

pop.G:freq.S=1 ,o (n=i)

pop.K:freq.S=1),63 , freq.F=0,38 (n=)-i')

C. aquatilis:

pop.Bilreq.S=1,0 (n=Z)

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

pop.D:freq.S=1 ,0 (n=6)

Gemiddelde genfrequenties:

C.nigra: freq.S=0,91 ,freq.F=0, 11)

C.aquatilis:freq.S=1 ,0

tabel 10.9 - Genfrequenties lAP

C .nigra:

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

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

pop.I:freq.S=O,5 , freq.F=0,5 (n=1)

C .aguati] is:

pop.B:freq.S=0,25 , I'req;.F=0,75 (n2)
pop.C:freq.F=1 ,0 (n=2)

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

Gemiddelde genfrequenties:

C.nigra: f'req.I=0,67 , freq.S=0,17 , freq.F=0, 17

C.aquatilis: freq.F=0,92' , freq.!=0,08
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tabel ltO.liO - (enf'requenties GPI-'3

C .nigra:

pop .A : freq .F=1, 0

pop.B:f'req.F=l ,0

pop.G :freq .F=0, 5

pop.J(:freq.F=1 ,0

C .aguatilis:

pop.B:freq.S=1 ,0

pop.C :f'req.S=O,S

pop.D. 'req .S=0, 85

(n=1

freq. F=I),5 (n='')

freq.F=0,L7 (n.6) '

Gemiddelde genfrequenties:

C.nigra:f'req.S=0,13 , freq.F=O,R8
C.aquatilis:freq.S=0,7 , freq.F=0,2'

(n=1

(n=2

freq.S=0,5 (n=1)

(L4 )

)
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tabel 110.11 — Genfrequenties IDH—1

C .nigra:

pop.A:freq'.S=l,() (n=1)

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

pop.G:f'req.S=1 ,O (n1)

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

pop.K:freq.S=0,6'3 , freq.F=0,38
C. aquatilis:

pop. B: freq . S=O, 5

pop.C :freq.S=0,5

pop.D:freq.S=1 ,0

pop.E:freq.S=0,17 , fr'q.F=0,83 (n3)
Gerniddelde genfrequenties:

C.nigra:freq.S=0,93 , freqi.F=0,08
C.aquatilis: freq.S=0,54 , freq.F=0,146

ta.e1. 110.12' — Genfrequenties MDIT-2

C • ni gra:
pop.A:freq.S=11,0 (n=1i)

pop.B:freq.S=0,3'3 , freq.F=0,67 (n3)

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

C. aqua tills:

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

pop.C:freq.S=lc,0 (n=2)

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

Gemiddelde genfrequenties:

C.nigra:freq.S=0,)4t , freq.F=0,56
C.aquatilis:freq.S,58 , freq.F=0,42

freq.F=0,5 (n=2)

freq.1'=0,5 (n=2)

(n=1)
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tabel 110.13 - Genfrequenties ShDH

C .nigra:

pop.A:freq.S=0,5 , f'rq.F=O,5 (n=1)

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

pop.Iifreq.S=li,O (n=l)

C .aiuati1is:

pop.B;freq.S=1,O (n=2)

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

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

Gemiddelde genfrequenties:

C.nigra:freq.S=0,83 , f'req.F=0,17
C.aqiuatil.is:freq.S=0,67 , freq.F=0,33

tahe io.i4 : Heterozygotie (populatie—gemiddelcien over alle ioci)

C nigra:

pop.A : H=0,01I H=0,1!4
; s=O,18

pop..B : 11=0,00

pop.F H=0,50

pop.G : H=0,lLt

pop.I : 11=0,06

pop.K : H=0,111

C. aquatilis:

pop.B : H=0,11l 1-1=0,07
; s=0,03

pop.C : 1-1=0,06

pop.D : H=0,014

pop.E : H=0,06



tat.l 110.15 — Polymorfie-indices (1_x2)
a) arex nigra

Ac Th -1

AcPli-2
AcPh-3
ADI-I-1

Aid ox
AMY
El 6dP
GA3PD- 1
GA3PD-2'
GDH
Glyc . Ox.
GOT
6Pn- 1

G6PJ)-2
GPI-2
GrPI 3
IDH- 1

11)1-1-2
MDH- 1
MDH-2
MDH— 3
ME-i
ME-2
Perox—5

B

0, 5
0
0
1)

0

0,38
0
0
0
0
0
1)

0
0,5
0
0
0,5

0
0,38
0,38
0
0
0

B

C

0
0

0,5
1)

0
0
0,'38
0

0
0
U
0
0,63
0
0,5
0,5
0,5
1)

0
0,5
0
0
0

D

0,44
0
0
0
0
0
0,1124

0
0
0
0
0
0
0,22
0
P.28
ci

0,5
0
0
0
0
0
0

0,28
0, 28

0

0

:i:

0
0
0

0

AcPi—1I 0 0

AcPi-2' 0 0

AcP:i-'3 0 0

AD1-11l 0 0

AMY 0 0

F16P 0 0

GA:3'D-l 0 0

GA3'1)-2 0 1)

GDI-1 0 0

Glyc.Ox. 0 0
GOT 0 0
GPI2 0 0

GPI3 0 0

11)1-Il 0 0

LAP 0 0

MT)FT2 0
tvH)H.3 0 0

ME_1 0 0
ME—2 - 0

Perox.-5 0 0,38
6PGD 0 0

PGM 0 0

0
0
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K

0
0

0

0
0
0
0
0,247

0
0

0,47

F

0

0,5

PI=0 ,25

G

0

0
0
0,5
0

0

P1 =0,08
g

0

0
0,5
0
0

Shflhl
TOcl -1

TOd -2
XDH- 1

P1=0,08

1)

0

0,5
0
0
0

P1 'iO,02
a'

0)03

0
0
0
0

=0,03

0

b) Carex aquatilis

0 -

0 0
0 -
1) 0

P1=0,03 k0'07

E

0

0,2424

0

0



B C 1) E

LAP 0,38 0 0
6PDG-li 0 0 0
PGM 0 0 0
TOd-1 0 0 1) 0
T0d-2 0 0 0
ShDI-1 0 0 0
XDH-1s 0 0 0 0
XDH—Z 0 0 0 0

b0'10 PI0,11 PIdrO,06
P1=0,09 ( gemiddelde over alle vier populaties)

o,CZ,
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1 1 CONCLUSIES EN DISKUSSIE van het Carex-deelonderzoek

11.1 Algemeen

Diagnostische ailelen werden niet gevonden bij de onderzochte

enzymioci.Maw. de in dit onde'rzoek gebruikte loci hebben geen

waaTde om de taxaCarex aqMatiiis,C.nigra en de hybride Carex

x hybernica te onderscheiden.Wel werd er een relatief groot

aønta1 soortspecifieke allelen gevonden,die meestal echter in

lage frequenties voorkwamen.Dee soortspecifieke ailelen waren

zowel bij C.aquatilis als bij C.nigra te vinden.Verder manifes-

teerden zich vrlj grote verschi]len in alielf'requenties tussen

de beide soorten voor bepaalde enzymloci (hv.GPI-3.IDH-1).

Bij deze verschilleii in frequenties dient men zich echter wel

te realiseren dat het aantal waairnemingen waarop deze frequen—

ties berusten erg klein kan jn,wat een aanzienlijke fout met

zich mee kan brengen (zie 1t1.2?).Dit kleine atantail watarnemingen
werd ten eerste veroorzaiakt door de hoofddoeistelling van dit

onderzoek, het vinden van een diagnostisch aulel , en ten twee—

de doordat er nogal wait wzarnemingen P11 C.nigra uitvielen door—

dat enkele planten niet tot C.nigra bleken te behoren hoewel

ze w'el als zodanig waren veraameld.

Het. kan niet worden gezegd dat C,nigra variabeler is dan C.

aquatilis,hoewel dat op grond van hun voorkomen wel zou wor—

den verwacht.Terwjl C.nigra een algemeen voorkomende soort is

die in meerdere milieutypen voorkomt,is C.aquatilis een soort

die hier,ai de zuidgrens van hatar areaail,voorkomt in relatief

kleiizne,getoleerde popuiaties.J)oor genetic drift en het zgn.

founder-effect zou hierdoor de variatie bij C.auatilis kleiner

moeten zijn.Er werd voor C.aquati1is een kleinere heterozygotie

gevonden,hoewel de verwachte heterozygotie 1-x.2 bij C.aqua—

tilis groter was.])it wil zeggen dat de variatie bij C.aquatilis

meer in homozygote toestand voorkomt dan bij C.nigra.Dit is in

overeenstemming met de verwachting; tegengesteld daaraan is

echer het felt dat het percentage varierende loci bIj C.aqua-

tilis groter is dan bi,j C.nigra.

Dc fixai.ie—index F (bereke'nd nit het verschil tussen gevonden
en verwachte heterozygotie,zie 1O.7) wijkt zow'el.voor.Carx ni—
gra als voor Carex aquatilis niet significant af van 0

; wel

moet opgemerkt worden dat het aantal waarnerning.en bij dit deel-

onderzoek erg klein wa zodat ee'n ev. verschil wel erg gro,ot

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

stuiving worden uitgerekend en wel alsvolgt:
li-Ff:rractie kruisbestuiving t = (Brown,'79)

met dien verstande da.t aan-igenomen wordt dat de discrepantie

tusen verwachte en gevonden heterozygotie geheel wordt ver—

oorzaakt door de wijze van bestuiven .'Voor een van beide Carex—
soorten wi,jkt t dan significant van 1 af,daar F niet significant
verschilt van 0 ; dit betekent voor bbire soorten dus hoofdzake-
ltjke 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 hinnen een geslacht (Nei,'75)

Crenetische afstand zou gecorreleerd zijn met Ie tjd die vertre-
ken isindde twee ich ontwikke1eide..soorten het genetisch

contaict met elkaa verloren.Dit verbanc) luidt:

T*ijd)= 5.106.D (Ferguson,1980)

In dit geval zouden de soorten dus ongeveer 650.000 jaar ge].e-
de'n zijn uiteengegaiain,dit is in het laat—Pleistoceen.

11 .2 Foutendiscussie

Fouten in de ge'nfrequentie's worden hoofdzakelijk veroorzaakt

door' de' kieine' aantalien waarnemingen.Dit werd op zijn beurt
wee'r verooraøkt doordait er over het algemeen zolang werd get-

elektroforeerd tot duideijIk was pf er al dan niet sprake was

van ee'n locus met een diagnostisc1 patroon.Meestal was het met

1 r-onde,dwz. 1i4 planten,al duideiijk dat dit niet het geval was.

Verde'r speelde'n de' al gesignaleerde determinatieproblemen een

rol.De grootte van de standaardfout vain de gehfrequenties
\i

______

wordt gegeven doorV
2N

voor een locus met twee aillelen,

waarbij N het aanta'l waarnemingen is en p de frequentie van een

hepaald allei.Aaingezien zowel N ads p varieren voor de verschil—

lende loci,worden niet al deze waarden apart gegeven; de maxi-

mum fout die hereikt kan worden is hij het minimum aantal waar—

nemingen van 5 en bij een fre'quentie' p=O,5;ze hedraagtdain hijna

0,16.

De "N=5 —grens'werd gekozen omdat de kans dat er in werkelijk—

held voor een hepaald locus wel variatie aanwezig is,maar niet

wordt opgemerkt voor intermediaire waarden van p klleiner is

dan 0,05.
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Deze kans is ni. p10 of (1-p)10 al naar gelarig welk allej wordt

beschouwd; ce fout is kleiner dan 005 voor p of 1-p kieiner

dan 0,71k •flce10,26<;p<07L4..

1-Loewel de genfrequenties dus een aanzien]ijke fout kunnen heb-

ben ,geldt da't minder voor de berekeningen waa'rbij me-erdere loci

zijn betrokken (polymorfie—index gemiddelde,genetische afstancl)

aangezien verwacht mag worden dat de fouten eikaar mm of meer

opheffen.

Het ve'rgeU,iken van popu1.a-ties van deze1fe soort en herekenjng_

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 popuiatie.Qm die reden is het dan ook

niet mogelijk om te zeggen of er introgressie plaatsvindt tussen

C .nigra en C.aquati1isdit zou ni.. moeten door verge-hiking van

geme-ngde populaties met "monocultures" .Evenmin is het mogelijk

te z-eggen of het verschil tussen de C,nigra van de afwijkende

groeiplaats op Ameland en de overige populaties groter is da'n

normaal.

De au gesignaleerde moeihijkheden bij de determinatie van vooral

C.nigra en de veelvormigheid die deze soort aan de dag legt,

laat wehlicht 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 mogehijkheid van

hybridis-atie geopperd of onclerzocht dient te worden.
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Appendix ii : gebruikte 'chemikaliën en wij'e va kleuren,toe-
gepa't bij de elektrof'orese.

z'ure fofatai.e (AcPh)
cle gel wordt eert 3() mm. geschud in boorzuur 0.5 N.

toevoegen: 13() ml 0.1125 M Na-acetaat,pH 4.0

150 mg polyvinylpyrrolidone

30 mg fast red

30 mg Na-1I-nftylfo&faat:

alcoholdehydrogenase (kDH)
toevoe'gen: 30 ml tris---HC1,pH 8,5

6 mg NA\D

t ml ethanol
6 mg MTT

mat een uur toe'voegen: 1mg PMS

addehydedehydrogenase (=aldehydeoxidase)(A1dox)

ttoevoegen: 30 ml tris—HC1,pH 8,5

6 mg ND
1)5 ml acetaddehyde

6 mgMTT

nat een hajif uur toevoegen: 1 mg PMS

amyiae (ANY)

de gel hevat 0,5 % oploshaar zetmeel

de gel wordt e'erst gedurende een half uur geschud in tris—

citraa't, pH 7,0

toevoe'gen: 11 ml I(KI) in 49 ml aquat demi

115 mm. latten inwerken; daarnai s-poelen met water tot de iso-.

z'ym—patronen zich helder atftekenen tegen de donkere achter-

gron d'

esterase (EST)

de gel wordt eerst een half uur geschud in 0,5 N boorzuur
toevoegen: 30 ml foafaatbuffer pH 6,5 ( 0,iiM NaJ-12P04 op p11

gehracht met NatOH)

2'O mg fast red
5 mg Q-naftylacetaiat (de naftylacetaten opgelost
5 mg -naftylacetaat in 0,5 ml aceton)

"Tast-black-oxidase" ("FBO"l

dit is in f*ite een mislukte LAP-kleuring met een buffer mt

te hoge pH in gel. en elektroforese.De kieuring is identiek
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m&t die vaxi LAP; alleen werd er niet geschud in boorzuur.

f,-uktose-1I,6-difosf'attase (Fli,6dP)

toevoegen: 30 ml tris-HC1-MgC12,pH 7,5

6 mg fruktose-1,6-difosfaat

5 mg NADP
6mgMTT

na een half uur toevoegen: ii mg PMS

fumatraathydratas.e (FUM)

de gel wordt eerst 30 mm geschud in fosfaatbuffer pH 7,0
toevoegen; 30 ml 0,02 M fosfaitbuffer pH 7,0

2141) mg fumaairzuur
hiernat wordt het mengse! op pH 7,0 teruggebracht met NaOH
toeNoegen: 6 mg MTT

mg NA'D

0,03 ml mailaatctehydrogenase
nat een half uur toevoegen: 11 mg PMS

g1yra1dehyde-3-fosfaatdehydrogenmse (GA_3_PD)
eerst wordt 18O mg fruktose-1i,6-difosfaat gedurende 30 mm.
ge!ncubeerd bij 37°C sanien met0.3 ml ailsoiase.Da&rna wordt
cUt aan-i de gel toegevoegd.

d1aarnai toevoegen: 30 ml tris-J-IC1 pH 7,1

6 mg NAD
141) mg Nai—arsenaat

6 mg MTT

na een half uur toevoegen: it mg PMS

glutaimaattdehydrogenae (GDH)

t.oevoegen: 30 ml fosfaatbuffer pH7,()
250 mg Na-glutanaait

6 mg NAD
6 mg MT

nat een hat if uur toevoegen: it mg PMS

glycolaat oxidase (Glyc.Ox.)

toevoegen: 30 ml fosfaatbuffer pH 7,0

60 mg glycolzuur

hiernat wordt de pH dmv. NaH weer teruggebracht op 7,0

daatrnat toevoegen: 0,6 mg flavinemononucleotide (FMN)

3 mg peroxidase

6 mg 0-dianisidine diHCl



1utamat oxaailacetaat transaminase (GOT)

toevoegen: 30 ml fosfaathuffer pH 7,0

ii6O mg aspaTa1ginezuur

2'O mg -ketoglutaarzuur

hiei-na. wordt de pU met NaOFI weer op 7,0 gebracht

daarna toevoegen: 15 mg pyridoxaalfosfaat
60 mg fast violet B zout

lucose-6-fosfaia.tdehydrogenase (G-6-PD)

toevoe'gen: 30 ml tris-HC1-MgC12 pH 7,5

6 mg glucose-6-fosfaat

5 mg NADP
6 mg MTT

na een hadf uur toevoegen: 11mg PMS

III

glucosefosfaat i somerase (GPI)

trisHCl—MgCl2 pH 8,0toevoegen: 30 ml

5 mg NA'DP
50 mg fruktose-6-fosfaat

6 mg MTT

0,03 ml

nai een half uur

glucose-6-fosfaatdehydrogenase

toevoegen: ii mg PNS

1iocitraiatdehydrogenase_(IDH
toevoegen: 30 ml tris—HC1-MgC12 pH 7,5

141) mg Na]-isocitraat

5 mg NADP
6 mg MTT

nal een haJf uur toevoegen: 1 mg PMS

leucine aminopeptidase (LAP)
de gel wordt eerst gespoel.d in 0,5 M boorzuur gedurende een

hatif uur.
daa.rna toevoegen: 30 ml 0,11 N Nat-madeaatbuffer pH 5,0

20 mg 1-leucyl-f,-iiaftyiamide

50 mg fa>stblajck K zout

mala>atdehydrogenase (NDH)
toevoegen: 30 ml tris-HC1 pH 8,5

15 mg wppe1zuur
hierna w'ordt de pH weer op 8,5 gebracht
daarna toevoegen: 6 mg NAD+

30 mg EDTA
6 mg MTT
2> mg NaN

een ha1f uur 1. mg PM



rnalaatenzym (ME)

toevoegen: 30 ml tris-HC1-MgC12, pH 7,5

15 mg appel7uur

hierna de pH terugbrengen naar 7,5 mbv.Na0H
daana toevoegen : 5 mg NADP

6 mg MTT

nai een half uur toevoegen: ii mg PMS

2eroxidase (Perox)
toevoegen: 30 ml Nm-ai1etaat pH 5,0

9 m CaC12.2H20
0,02' ml '30% H202,

15 mg 3-amino-9-ethy1carbaole, opgelost in

1,5 ml dimethylformaimicle

6-fosfogluconaatdehycirogenase (6-PGD)
toevoegen: 30 ml. tris-HC1-MgC12 pH 7,5

6 mg 6-fosfogiuconaat
5 mg NADP
6 mg MTT

na eem hatif uur toevoegen: 1mg PMS

fosfoglucomuta&e (PGM)

toevoegen: 30 ml tris-HC1-MgC12 pH 8,0

5 mg NADP
60 mg glucose-1-fosfaat.

6 mg MTT

0,03 ml glucose-6-fosfaatdehydrogenas-e

nat 31) mm. toevoegen; ii mg PMS

shikimaatdehdrogenase (ShDH)
toevoegen: 30 ml tris-HC1 pH 7,1

25 mg shikiminezuur

datairna de pH terugbrengen naar 7,1
daaarna toevoegen: 5 mg NADP+

6 mg MTT

nat 30 mm. toevoegen: Ii mg PNS

tetrazolium oxidase (To)

toevoegen: 30 ml tris-HC1 pH 8,5
1i mg MTT
12 mg NAD

3 mg PMS

na een half uur wordt het kleurbakje in het licht gezet

Iv



V

xanthinedehydrogenase (XDH)

toevoegen: 2'14 ml tris-HU1 pH 7,1

6 ml hypoxanthine-opl.,di 1OO ml water: 2' gr hypo-

xanthine mbv. zo weinig rnogelijk NaOH

1-iiernai wordt de pH op 7,5 gcbracht.
-Vdairna toevoegen: o mg NAD

6 mg MTI'

na een half uur toevoegen: 1 mg PMS
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J.x surrejanus,opsomming genotypen,vervolg)

VII
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