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1. EINLEITUNG

Der Speierling (Sorbus domestica L.) gehort zu den
seltenen einheimischen Baumarten in Deutschland. Die
Anzahl der noch vorhandenen Altbdume wird auf
ca. 5000 geschitzt. Gefdhrdet ist die Art vor allem am
Nordrand ihres Verbreitungsgebietes in Hessen und
Sachsen-Anhalt (BLE, 2014). Die wenigen Populationen
stehen meist isoliert voneinander. Dariiber hinaus befin-
den sich viele Altbdume in einer solitdren Lage. Durch
die intensive Landwirtschaft fehlen weit verbreitet die
natiirlichen Briicken, iiber die sich Pflanzen neue Areale
erschlieflen kénnen. Die Hochwaldwirtschaft verhindert
gleichermaflen eine natiirliche Ausdehnung des Verbrei-
tungsgebietes. Aullerdem wird die frither tbliche Ver-
pflanzung von Speierlingen aus dem Wald in die Nahe
der Ortschaften heute nicht mehr durchgefiihrt
(KAUSCH-BLECKEN VON SCHMELING, 1992). Eine natiir-
liche Verjingung durch Samen wird nur sehr selten
beobachtet (Rubpow, 2001). Mogliche Selbstinkompatibi-
litdtsmechanismen bzw. Inzuchtdepression kénnen hier
nicht ausgeschlossen werden. Aus diesen Griinden schei-
nen zur Erhaltung der genetischen Variation beim
Speierling Erhaltungssamenplantagen besonders geeig-
net. Sie stellen kiinstliche Fortpflanzungsgemeinschaf-
ten von bis dahin z.T. reproduktiv isolierten Genotypen
dar, durch die aufgrund ihres ungehinderten Genaustau-
sches die gefihrdeten Genressourcen gesichert werden
konnen. Ein weiterer Grund fir die Erhaltung des
Speierlings ist ihr hohes wirtschaftliches Potenzial: Spit-
zenerlose fiir wertvolles Stammbholz und fiir die Frucht-
nutzung zur Herstellung von Destillaten (MULLER-
STARCK, 2000).

In der folgenden Untersuchung findet die molekular-
genetische Methode der Mikrosatelliten-Marker, oder
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auch SSR (,simple sequence repeats®) genannt, Ver-
wendung. Hierbei handelt es sich um vermutlich neu-
trale, kodominante Zellkern-Genmarker. Diese kurzen
Sequenzen kommen wiederholt an nicht kodierenden
Stellen im Genom vor. Thre Variabilitdt beruht auf
Unterschieden in der Anzahl der Wiederholungen, was
in indirekter Form durch Lingenvariationen der mit
Hilfe der PCR (Polymerase Chain Reaction) amplifizier-
ten DNA-Fragmente dokumentiert werden kann. Mit
dieser Methode soll der Genfluss durch Pollen von einer
nahegelegenen Allee zur Plantage untersucht werden.
Hierzu werden die Anteile der Pollenelter aus der Allee
mit denen der Plantage verglichen. Weiterhin werden
die Pollenwolken in Abhéngigkeit von dem Pflanzplatz
der Samenelter fiir verschiedene Genotypen charak-
terisiert. Zudem werden Aussagen iber die Reprisen-
tativitit der Samen der Erhaltungssamenplantage
getroffen.

2. MATERIAL UND METHODEN
2.1 Untersuchungsgebiet und -material

Die Untersuchung beschéftigt sich mit der in Siidhes-
sen 1997 mit Pfropflingen (Speierling auf Speierling)
angelegten Erhaltungssamenplantage im Forstamt
GroB-Gerau, Gemeinde Hattersheim und der in der
unmittelbaren Nihe gepflanzten Speierlings-Allee. Auf
der Plantage befinden sich 49 unterschiedliche Klone
mit einer Anzahl von eins bis sechs zufillig auf der Fla-
che verteilten Ramets. Insgesamt wachsen dort 224
Bidume mit einem Abstand von acht Metern. Alle Klone
stammen aus den ehemaligen Forstidmtern in Hessen:
Riidesheim, Usingen, Chausseehaus, Gieflen, Bad Nau-
heim, Langen, Nidderau, Hofheim, Bad Homburg,
Konigstein, Biidingen, Butzbach, Michelstadt, Beer-
felden und Gelnhausen. Die Allee beinhaltet 83 Baume
unbekannten Ursprungs. Im Sommer 2007 wurden
Friichte direkt von den Bdumen der Plantage geerntet
als auch zum Teil unter ihnen aufgesammelt. Dabei gin-
gen jeweils 50 Samen von sieben Bidumen, die fiinf Klone
reprasentieren, mit einer relativ gleichméfBigen Vertei-
lung auf der Plantage in die Untersuchung mit ein. Bei
der Samenernte konnte eine unregelméflige Fruktifi-
kation der Altbaume festgestellt werden. Weiterhin wur-
den im April 2008 allen Bdumen der Plantage und der
Allee Knospen abgenommen, die dann zusammen mit
den Embryonen genetisch mit Hilfe der Mikrosatelliten-
Marker untersucht wurden.
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2.2 Molekulargenetische Untersuchung

2.2.1 Extraktion der DNA und die Mikrosatelliten-
Analyse

Die DNA wurde zum einen aus Knospen und zum
anderen aus den Embryonen gewonnen. Fur die Extrak-
tion der DNA kam der Qiagen DNeasy® Plant Kit zum
Einsatz. Dazu wurden die dulleren Knospenschuppen
bzw. die Samenschale entfernt. Eine halbe Knospe bzw.
ein halber Same wurden fiir die Untersuchung verwen-
det. Die DNA-Konzentration wurde mit Hilfe des Spek-
tralphotometers (peQLab ND-1000) bestimmt und auf
4 ng/ul DNA verdiinnt.

Die verwendeten nuklearen Mikrosatelliten-Marker
wurden an verwandten Arten wie Malus x domestica,
Pyrus oder Sorbus torminalis entwickelt und bereits am
Speierling fiir Elternschaftsanalysen getestet (Kamm et
al., 2009). Die Optimierung dieser PCR-Programme als
auch die spitere Amplifizierung erfolgte mit Hilfe eines
Thermocyclers (Primus 96 advanced von peQLab). Die
Fragmentgroe der amplifizierten DNA-Sequenzen
wurde mittels eines DNA-Analysers 4300 festgestellt
(LI-COR, Bad Homburg, Automated Microsatellite Soft-
ware Saga™).

Insgesamt wurden acht Primerpaare (CHO02c09,
CHO1h10, MS14H03, CHO01h01l, MSS5, MSSI16,
BGT23b, CH02d08) mit den PCR-Programmen und
Zusammensetzungen nach Kamm et al. 2009 getestet
und fiir den verwendeten Thermocycler optimiert. Fir
die weitere Analyse wurden vier Primerpaare
(CHO1h01, CHO1h10, CHO02c09, MS14H03) aufgrund
ihrer hoheren Variation und einer qualitativ guten Aus-
wertung ausgewdahlt.

2.2.2 Auswertungsmethoden

Da die Friichte teilweise auch unter den B&umen
gesammelt wurden, lag es nahe zunichst die Samen auf
,mismatches“ mit dem jeweiligen Samenelter zu testen.
Nach den Mendel’'schen Vererbungsregeln diploider
Organismen sollten die Samen mindestens ein Allel des
Samenelter enthalten. Ein ,mismatch“ ist gegeben,
wenn kein Allel des Samens dem Samenelter zugeordnet
werden kann. Dieser direkte Vergleich (Mendel-Check)
ermoglicht es auflerdem, Nullallele zu detektieren. Tréagt
der Samenelter ein Nullallel, erscheinen einige Samen
homozygot fiir ein Allel, welches der Samenelter nicht
tréagt, jedoch der zugehorige Pollenelter. Da vor allem bei
Vaterschaftsanalysen mit Hilfe des Ausschlussprinzips
Genotypisierungsfehler durch falsche Identifikation
enorme Auswirkungen auf die Ergebnisse haben koén-
nen, ist eine Qualitiatssicherung der Daten von groffem
Vorteil (DAKIN und Avise, 2004; HOFFMAN und AMOS,
2005). Der Mendel-Check wurde mit dem Programm
CERVUS 3.0 (KALINOWSKI et al., 2007) durchgefiihrt.

Die statistische Aussagekraft der Markerkombination
im Hinblick auf eindeutige Individualerkennung wurde
durch den P,-Wert (Probability of Identity, WAITS et al.,
2001) gepruft. Dieser Wert vermittelt, wie gut die
Speierlings-Klone mit den verwendeten Markern von-
einander unterschieden werden konnen. Der Werte-
bereich dieser Wahrscheinlichkeit ist abhingig von der
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Variation der Marker und der Anzahl der verwendeten
Marker-Loci. Die Berechnung erfolgte mit dem Pro-
gramm GenAlEx Version 6 (PEAKALL und SMOUSE, 2006)
mit einer zufilligen Reihenfolge der hinzugefiigten
Marker.

Fiir einen Uberblick der an den Genorten vorhande-
nen Variation und deren Verteilung in den Unter-
suchungseinheiten (Plantage, Nachkommen, Allee) wur-
den jeweils die Allelanzahlen und die Allelfrequenzen
mit GenAlEx Version 6 (PEAKALL und SMOUSE, 2006)
berechnet. Der Vergleich von Allelfrequenzen der Samen
der drei Ramets des Klons 451 einerseits und der beiden
untersuchten Samenelter (609-171; 674-207) mit dem
geringsten Abstand zueinander andererseits ermdéglichte
eine Charakterisierung der Pollenwolken. Um den Ver-
gleich der Ergebnisse durch den unterschiedlichen gene-
tischen Beitrag der beiden Klone an ihre Nachkommen
nicht zu verfidlschen, wurde zunichst der miitterliche
allelische Beitrag vom Multilocus-Genotyp des Embryos
entfernt. Das Ergebnis ist der genetische Beitrag des
Pollens, bezeichnet als der ménnliche Haplotyp (vgl.
GILLET und GREGORIUS, 2000). Einige Embryonen stell-
ten sich jedoch mit dem Samenelter als heterozygot
beziglich der gleichen Allele heraus. An dieser Stelle
wurde der Pollenbeitrag unter der Annahme der Men-
del’schen Segregation geschatzt: der Hélfte der Samen,
die dieselben heterozygoten Allele trugen wie ihr Same-
nelter, wurde das eine Allel zugewiesen und der anderen
Hailfte das andere. Im Anschluss wurde ein x2-Homo-
genitatstest getrennt fiir die vier untersuchten Genorte
durchgefiithrt (Microsoft Office Excel, 2007). Die Null-
hypothese besagt, dass die Verteilung der Allelfrequen-
zen iber die Samen der drei Baume homogen ist. In
diesem Fall wére fur jeden Samenelter eine homogene
Pollenwolke gegeben und zwar unabhingig vom Stand-
ort. Als Signifikanzniveau wurde generell alpha = 0.05
verwendet.

Zusétzlich wurde die genetische Variation zum Ver-
gleich der drei Untersuchungseinheiten durch die alleli-
sche Diversitat (Diversitédtsindex) und die Heterozygotie
bestimmt (GREGORIUS, 1978). Dabei bezieht sich der
Diversitatsindex auf die Anzahl der effektiven Allele an
einem bestimmten Genlocus, d.h. auf die Anzahl der
Allele bei Gewichtung mit deren relativen Haufigkeiten.
Der minimale Wert ist gleich eins, wenn der betreffende
Genlocus monomorph ist. Der maximale Wert ist gleich
der Anzahl der am betrachteten Genlocus beobachteten
Allele im Fall der Gleichverteilung. Die Genpool-Diver-
sitdt einer Population oder eines Kollektivs ergibt sich
aus dem harmonischen Mittel der Einzellocusdiversi-
taten. Berechnet wurde der Index mit dem Programm
GSED 2.1 (GILLET, 1998). Der Heterozygotieanteil eines
Genlocus eines Kollektivs bezieht sich auf den darin ent-
haltenen Anteil heterozygoter Individuen. Das arithme-
tische Mittel der Heterozygotenanteile iiber die unter-
suchten Genloci wird als der mittlere Heterozygotiegrad
des Kollektivs bezeichnet. Berechnet wurde dieser mit
dem Programm CERVUS 3.0 (KALINOWSKI et al., 2007).
Auf den Vergleich der beobachteten und der erwarteten
Heterozygotieanteile wurde verzichtet, da die angelegte
Plantage mehrere Vorrausetzungen fiir das Hardy-Wein-
berg-Gleichgewicht nicht erfiillt.
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Im Sommer 2007 wurden Friichte der Plantage geern-
tet. Da hier auf einen guten Fruchtansatz geachtet wur-
de, konnte es sein, das weitere Bdume in geringem Mafle
fruktifiziert hatten, jedoch nicht in die Beerntung mit
einbezogen wurden. Blithbeobachtungen aus dem Reife-
jahr liegen nicht vor. Die Vaterschaftsanalyse durch das
Ausschlussprinzip wurde mit Hilfe eines selbsterstellten
Programms R 2.6.0 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2007)
durchgefiihrt. Zunichst wurde der potentielle Gameten-
beitrag des Pollenelters durch einen Vergleich zwischen
Genotyp des Samens und Genotyp des Samenelters
ermittelt. Im Anschluss daran wurde analysiert, welcher
der Altbdume als Pollenspender in Frage kam. Im Ideal-
fall ergab das Ausschlussprinzip nur einen moglichen
Pollenspender. Stellte sich jedoch der Mutterbaum und
der Embryo als heterozygot beziiglich der gleichen Allele
heraus, so gab es zwei potentielle Gamentenbeitrige des
Pollenspenders. Mit der zunehmenden Anzahl solcher
heterozygoten Genorte steigt auch die Anzahl der poten-
tiellen Gametenbeitradge der Pollenspender (vgl. JONES
und ARDREN, 2003). Im Fall mehrerer potentieller Pol-
lenspender wurde unter der Annahme einer geringen
effektiven Pollenausbreitungsdistanz iiber Insekten als
Vektoren der rdumlich nichstliegende als Pollenspender
angenommen. Dies betraf auch die einzelnen Ramets
eines Klons.

Alle Altbdume mit ihren jeweiligen raumlichen
Abstdnden zueinander wurden mit Hilfe des R-Pro-
gramms in ein zweidimensionales Koordinatensystem
tubertragen. Auf diese Weise konnten die Entfernungen
zwischen den Mutterbdumen und den potentiellen Pol-
lenspendern bestimmt werden. Fir den Vergleich der
Pollenausbreitungsdistanzen wurden in den Graphiken
Kreise um die Samenelter gezogen, deren Radius dem
Median der minimalen Pollenausbreitungsdistanzen
einer Einzelbaumnachkommenschaft entspricht. Dieser
wurde an dieser Stelle dem Mittelwert vorgezogen, da er
sich fiir nicht normalverteilte Werte besser eignet.

Es wurden Berechnungen fiir zwei Szenarien durch-
gefiihrt: Erstens wurden alle Altbdume auf der Plantage
und der Allee als potentielle Pollenspender angesehen.
Zweitens wurde diese Berechnung mit nur den im Som-
mer 2007 beernteten Altbdumen der Plantage und allen
Altbdumen der Allee durchgefiihrt. Die Moglichkeit

Tab. 1

Wahrscheinlichkeiten (Pyy) fiir zufillig
iibereinstimmende Genotypen bei nicht verwandten
Individuen mit zunehmender Locusanzahl.

Probability (P;) of random conformable
genotypes with non-related individuals
and an increasing locus number.

Genort (gene locus) PID
CHO02C09 0.159
CHO02C09 + CHO1h10 0,015
CHO02C09 + CHO1h10 + 0.001
MS14HO03 ’
CHO02C09 + CHO01h10 +
MS14H03 + CHO01h01 000024273

einer Selbstbefruchtung bzw. der Befruchtung durch die
Ramets der Mutterbdume wurde bei diesen Berechnun-
gen ausgeschlossen. Das zweite Szenario geht davon
aus, dass nur die Bdume, welche auch fruktifiziert
haben, auch geblitht und damit Pollen produziert haben.
Die Ergebnisse beider Berechnungen wurden miteinan-
der verglichen.

3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION
3.1 Qualitiatssicherungen der Methode

Der Mendel-Check ergab keine Hinweise auf das Vor-
handensein von Nullallelen. Zwei der Samenelter wiesen
jedoch ,mismatches” mit einem bzw. mit drei der Samen
auf. Diese Embryonen tragen jedoch jeweils Allele eines
Nachbarbaumes. Der Speierling wird endozoochor ver-
breitet, das bedeutet die Diasporen werden zunichst
gefressen und dann wieder ausgeschieden. Die Friichte
locken Vogel, Nager, Rehe, Wildschweine, Fiichse und
Marder an (Rupow, 2001). Da ein Teil der Friichte auch
unter den jeweiligen Bdumen gesammelt wurde, wiirde
somit eine Verschleppung der Diasporen durch Tiere
eine mogliche Erklarung bieten. Deshalb wurden diese
vier Samen von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

Tab. 2

Beobachtete Allelanzahlen und Allellgrofien je nach Mikrosatelliten-Locus.

Observed allele number and size according to the microsatellite locus.

AllellgréBie | Allelanzahl | Allelanzahl Allelanzahl Allelanzahl
Primer (bp) insgesamt Plantage Nachkommen Allee
primer Allele size |Allel number| Allel number| Allele number |Allele number
(bp) overall seed orchard offspring alley
CHO01h01 93-145 7 4 < 7
CHO02C09 | 224-242 5 4 5 5
CHO1h10 106-138 14 7 10 14
MS14HO03 | 164-190 12 7 9 11
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Es zeigte sich, dass die eindeutige Individualerken-
nung mit steigender Anzahl der untersuchten Genloci
immer wahrscheinlicher wurde, was anhand der PID-
Werte in Tab. I gut zu erkennen ist. Durch die vier
untersuchten Genloci konnen in erwarteter Weise 24 von
100000 Fallen zwei Individuen nicht voneinander unter-
schieden werden. Somit ist die Variation der ausgewhl-
ten Marker fir die Unterscheidung der Klone auf der
Plantage und in der Allee ausreichend.

3.2 Allele und Allelfrequenzen

Die Untersuchungen zeigen eine geringe bis mittel-
grofle genetische Variabilitat der vier Genloci mit fiinf
bis 14 Allelen (Tab. 2). Insgesamt wurden tber alle vier
Loci 38 Allele detektiert. Das Haufigste weist eine Fre-

quenz von 0,54 auf. Die Halfte der gefundenen Allele
kommt mit einer geringeren Frequenz als 0,05 vor. Die-
ses seltene Vorkommen wird fiir das Ausschlussprinzip
bei der Vaterschaftsanalyse genutzt (Dow und ASHLEY,
1998). AuBlerdem wurde bei einem Nachkommen ein
Allel (174 bp) mit Einzelvorkommen am Genort
MS14HO03 dokumentiert. Die Allelanzahlen (Tab. 2) dif-
ferenziert nach Plantage und Allee zeigen eine héhere
genetische Variabilitédt der Allee an. Bei drei der vier
untersuchten Loci iibersteigt die Allelanzahl der Nach-
kommen die Allelanzahl der Plantage, was einen deut-
lichen Hinweis auf Genfluss von auflerhalb der Planta-
ge, vermutlich von der nahegelegenen Allee, darstellt.

Abbildung 1 zeigt die Verteilung und die Haufigkeiten
der Allele aller Genorte in den drei Untersuchungs-
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Abb. 1

Allelfrequenzen der vier untersuchten Genloci innerhalb der Untersuchungseinheiten:
Altbdume der Allee, Altbdume der Plantage und Nachkommen der Plantage. Die X-Achse beinhaltet die Alleltypen in bp.
Allele frequency of the four reviewed gen loci within the investigation units:
adult trees of the alley, adult trees of the seed orchard and the offspring of the seed orchard. The x-axis shows the allele type in bp.
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Abb. 2

Allelfrequenzen der Nachkommen des Klons 451 auf drei unterschiedlichen Pflanzpliatzen
der Plantage 16, 163 und 41. Die X-Achse beinhaltet die Alleltypen in bp. Zusétzlich sind die Signifikanzwerte
des x2-Homogenititstests einzeln fiir jeden Genlocus eingetragen.
Offspring allele frequencies of the ramets of the clone 451 at three different plant positions 16, 163 and 41. The x-axis shows
the allele type in bp. Additionally there are significance data of the x>-homogeneity test given for every single locus.

einheiten. Die schon oben erwdhnten Unterschiede in
den Frequenzen sind deutlich zu sehen. Die Allee weist
mehr eigene Allele mit geringer Frequenz auf als die
Plantage. Die Nachkommen haben mit den Altbdumen
der Plantage 20 von den insgesamt 38 gefundenen Alle-
len gemeinsam. Da die wenigen Sameneltern mit ihrer
Allelausstattung nicht reprdsentativ fiir die Plantage
sind, ist bei 8 Allelen der Nachkommen eine Uberrepri-
sentation zu sehen (Abb. 1). Weiterhin weisen 11 der 20
gemeinsamen Allele bei den Nachkommen eine geringe-
re Frequenz im Vergleich zu den Altbdumen der Planta-
ge auf. Diese Veridnderungen in den Genhéufigkeiten in
aufeinander folgenden Generationen zeigen, dass die
effektive Fortpflanzungsgemeinschaft sich nicht nur aus
allen Altbdumen der Plantage zusammensetzt (PRIMACK,
1995). Dies ist ein direkter Hinweis darauf, dass im Jahr
2007 die Bdume zur unterschiedlichen Zeiten gebliiht
haben. Zusammen mit der beobachteten Tatsache der
unregelméfig starken Fruktifikation der Altbdume wird
deutlich, dass die genetische Struktur der untersuchten
Samen lediglich reprasentativ fiir das Reifejahr 2007
und nicht fir die genetische Struktur der Erhaltungs-
samenplantage sind.

3.3 Homogenitit der Pollenwolken

Einen Vergleich der Allelverteilung der Samen dessel-
ben Klons 451 vertreten mit drei Ramets zeigt Abbil-
dung 2. Die Ramets sind auf unterschiedlichen Pflanz-
pliatzen zu finden —-16, —41 und -163. Der Abstand
zwischen —16 und —41 betrigt 32,98 m, zwischen —16
und —-163 62,48 m und zwischen —41 und —163 86,16 m.
Der genetische Beitrag der genetisch identischen Same-
nelter ist deutlich zu erkennen (Multilocus-Genotyp des
Klons 451: CHO02C09: 224/226; CHO01h10: 118/136;
MS14H03: 178/180, CH01h01: 93/139). 26,32% der in
allen drei Untersuchungseinheiten beobachteten Allele
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(Abb. 1) fehlen in den Samen dieses Klons. Hauptséch-
lich handelt es sich hierbei um die seltenen Allele der
Allee. Nur wenige dieser Allele sind lediglich in den
Samen des Baumes 451-163 zu finden. Aufgrund der
Abhingigkeit der phénotypischen Variation von geneti-
schen Komponenten (RINGO, 2006) konnte davon ausge-
gangen werden, dass die Ramets dieses Klons zur selben
Zeit geblitht haben. Die zeitliche Variation der Pollen-
wolken spielt hier also keine Rolle. Trotzdem konnte auf
der Basis des y?-Homogenitédtstests an zwei Genorten
die Nullhypothese verworfen werden (p=0,01 und
p=0,001). Dies verweist auf inhomogene, in der geneti-
schen Zusammensetzung unterschiedliche effektive Pol-
lenwolken. Eine mogliche Erkldarung dieser Inhomo-
genitat wire das Verhalten der bestdubenden Insekten,
das von unterschiedlichen Faktoren abhidngen kann, wie
z.B. von der Konkurrenz mit anderen Bestdubern oder
auch von der Entfernung der bliithenden Bdume zuein-
ander. Prinzipiell wird die néchststehende lukrative
Nahrungsquelle aufgesucht (FromMm, 2001). Ein Ver-
gleich von néher zueinander stehenden Bdumen weist
allerdings ebenfalls grole Unterschiede in der geneti-
schen Pollenwolken-Zusammensetzung auf (Abbd. 3). Fir
den Vergleich wurden die Klone 609-171 und 674-207
mit einem Abstand von 22,6 m gewihlt (siehe Abb. 4).
Hier konnte auf der Basis des x>-Homogenitéitstests an
allen vier Genorten die Nullhypothese verworfen werden
(p<0,001), was auch hier auf inhomogene Pollenwolken
verweist.

3.4 Genotypisierung

Die Alleebdume zeigen auf der Basis ihrer Multilocus-
Genotypen eine hohe genetische Variabilitdt. So konnten
mit Hilfe der vier Mikrosatelliten-Genorte innerhalb der
83 Bdume 77 Genotypen unterschieden werden. Dies
lasst vermuten, dass es sich hier um Sédmlinge und keine
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Abb. 3

Geschétzte Allelfrequenzen des Pollenbeitrags fiir die Samen der Klone 674 und 609
auf den Pflanzplatzen 207 und 171. X-Achse beinhaltet die Alleltypen in bp. Zusétzlich sind die
Signifikanzwerte des x?-Homogenitétstests einzeln fiir jeden Genlocus eingetragen.

Estimated allele frequency of the pollen input for the seed of the clone 674 and 609
on the plant positions 207 and 171. The x-axis shows the allele type in bp. Additionally there are
significance data of the x2-homogeneity test for every single locus.

Pfropflinge handelt. Auf der Plantage konnten mit Hilfe
dieser Methode 49 unterschiedliche Klone identifiziert
werden. Im Vergleich ist nur ein Klon der Allee mit
einem auf der Plantage identisch. Auf dieser Grundlage
existieren insgesamt 125 unterschiedliche Multilocus-
Genotypen innerhalb der Altbdume.

Diese Feststellungen spiegeln sich auch in der Gen-
pool-Diversitat wider (Zab. 3). Den hiéchsten Wert
erreicht die Allee. Der Unterschied zur Plantage ist
jedoch gering. Der im Vergleich niedrigste Wert der
Samen kann wiederum auf die geringe Anzahl der

Samenelter zuriickgefiihrt werden (siehe Verteilung der
Allelfrequenzen). Eine weitere mogliche Erklarung
wire, dass die effektive Populationsgrofle kleiner ist als
die Individuenzahl der Altbdume. Es Dbesteht die
Moglichkeit, dass noch nicht alle Baume auf der Planta-
ge die Bliihreife erlangt haben oder dass sie unterschied-
liche Bliihzeiten im Verlauf des Friihlings aufweisen.
KONNERT und FrROMM (2004) stellten auf einer Winter-
linden-Plantage das Phidnomen der klonalen Variation
der Bliihperiode fest. Eine solche genetisch einseitige
Einbringung in die Samen wiirde sich jedoch in der

Tab. 3

Vergleich der mittleren Heterozygotie und der
Genpool-Diversitit zwischen den Untersuchungseinheiten.

Comparison of the mean heterozygosity and the
gene pool diversity between the investigation units.

Mittlere Heterozygotie| Genpool-Diversitit
mean heterozygosity gene pool diversity
Plantage
0.715 3,548
seed orchard ’ ’
Nachk
ac orf:men 0=725 2,871
offspring
Allee 0,695 3,847
alley

Allg. Forst- u. J.-Ztg., 187. Jg., 7/8
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Allelverteilung als auch im Heterozygotiegrad bemerk-
bar machen. Im Hinblick auf die Mischerbigkeit gibt es
aber kaum Unterschiede zwischen den Untersuchungs-
einheiten (7Tab. 3).

3.5 Vaterschaftsanalyse

Unter Verwendung des Ausschlussprinzips konnte fiir
12,72 % (alle Altbdume = potentielle Pollenspender) bzw.
17,05% (beerntete Altbdume = potentielle Pollenspen-
der) der untersuchten Samen der Plantage ein eindeuti-
ger Pollenelter identifiziert werden. Fir die Mehrheit
der Samen kommen also mehrere potentielle Pollen-
spender in Frage, die durch die untersuchten Genloci
nicht ausgeschlossen werden konnten. Wurden nur die
zum Samenelter néchstliegenden potentiellen Pollen-
spender betrachtet, dann ergaben sich aufgrund der
unterschiedlichen Moglichkeiten der Zusammensetzung
des mannlichen Haplotypen fiir insgesamt alle Samen
der jeweiligen Bdume hochstens 12 bis 35 (alle Alt-

baume = potentielle Pollenspender) bzw. 4 bis 22 (beern-
tete Altbdume = potentielle Pollenspender) potentielle
Pollenelter. Wird die Selbstung in der Berechnung zuge-
lassen, so ist diese fiir hochstens 10,12 % der untersuch-
ten Samen moglich.

Fur alle Samen zusammen konnten eindeutige Vater-
schaften einerseits innerhalb der Plantage mit einem
Anteil von 16,76% (alle Altbdume = potentielle Pollen-
spender) bzw. 14,74 % (beerntete Altbdume = potentielle
Pollenspender) und andererseits von der Allee kommend
mit einem Anteil von 4,05% (alle AltbAume = potentielle
Pollenspender) beobachtet werden. Letzteres ist also der
minimale effektive Pollenanteil der Allee. Fiir eine ein-
deutige Identifizierung der Pollenelter sollten jedoch
mehr Mikrosatelliten-Loci zur Untersuchung herange-
zogen werden. Nach Sravov et al. 2005 sind fiir eindeu-
tige Ergebnisse bei Elternschaftsanalysen fiinf bis neun
hochvariable Loci notwendig. Funf (alle Altbdume =
potentielle Pollenspender) bzw. 11 (beerntete Altbdume
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Abb. 4

Die Lage der zum Samenelter a) 609—-171 bzw. b) 674—207 (Klonbezeichnung Pflanzplatz) rdumlich néchstliegenden
potenziellen Pollenspender. Die Allee wurde in die Grafik projiziert. r: mediane effektive Pollenausbreitungsdistanz.

The location of the mother tree a) 609—-171 and b) 674—207 (clone number — plant position) and the nearest
potential pollen donator. The alley was project into the graphic. r: the median effective pollen dispersal distance.
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= potentielle Pollenspender) der untersuchten Samen
konnten keinem der untersuchten Altbdume als Pollen-
spender zugeordnet werden. Einer dieser Embryonen
tréagt das schon oben erwihnte Allel mit Einzelvorkom-
men. Die Unterschiede der Ergebnisse der beiden
Berechnungsvarianten zeigen den groflen Einfluss der
bei der Berechnung zugelassenen potentiellen Pollen-
spender. Werden die potentiellen Pollenelter der Planta-
ge auf die beernteten Samenelter begrenzt erhéht sich
die Schitzung des Genflusses aus der Allee. Die Samen
ohne Zuordnung von Polleneltern deuten einerseits auf
weitere blihende Exemplare der Plantage, die nicht
beerntet wurden. Andererseits ist das ein Hinweis auf
weitere potentielle Pollenspender, die entweder in der
umgebenden Landschaft oder auf der Plantage selbst als
durchgewachsene Unterlage zu suchen sind. Eine weite-
re Moglichkeit sind die im Jahr 2008 als ausgefallen
bezeichnete Baume, die im Jahr 2007 noch gebliiht
haben kénnten. Laut Kamum et al. 2009 konnten in einer
weitraumigen Untersuchung der Art Speierling effektive
Pollenausbreitungsdistanzen iuber zwei Kilometer mit
einem Anteil von tiber 10% beobachtet werden. Weitere
Analysen zu dieser Art sind nicht bekannt. Der Aktions-
radius der fiir die Bestdubung in Frage kommenden
Insekten wie z.B. Bienen, Hummeln, Schwebfliegen,
Pflanzenwespen ist am besten fiir die Bienen dokumen-
tiert. Prinzipiell werden Trachtquellen von Bienen in
unmittelbarer Néhe des Bienenstocks bevorzugt angeflo-
gen. Die Durchschnittsdistanzen betragen ca. zwei Kilo-
meter. Dies héngt allerdings von der Verteilung der
Speierlinge und anderer Trachtbdume in der Landschaft
ab. So konnen auch gréflere Distanzen zuriickgelegt wer-
den. Hier scheint die obere Grenze zwischen fiinf und
sieben Kilometern zu liegen (MULLER, 2002). Die tat-
sédchlichen Pollentransportweiten koénnen auflerdem
durch den ,Carry-over“-Effekt die Flugweiten der
Bestduber um ein Vielfaches iibertreffen, denn der Pol-
len kann tiber mehrere angeflogene Bliiten hinweg iiber-
tragen werden (FroMM, 2001). Nicht auszuschliefen ist
das in der Gattung Sorbus bekannte Phinomen der
Hybridisierung (NELSON-JONES et al., 2002; ROBERTSON
et al., 2004; CHESTER et al., 2007), wobei Hybride mit der
Art S. domestica in der Literatur nicht bekannt sind.

Die graphischen Darstellungen (Abb. 4) zeigen die
rdumliche Verteilung der zum jeweiligen Samenelter
néchststehenden potentiellen Pollenspender (beispiel-
haft fiir zwei der sieben untersuchten Baume). Inner-
halb des Kreises um den jeweiligen Samenelter befinden
sich die potentiellen Pollenelter, die fiir 50% der Samen
in Frage kommen. Der Kreisradius steht fiir die media-
ne, effektive, Kkleinstmogliche Pollenausbreitungsdis-
tanz, die fur alle sieben Samenelter zwischen acht und
38 m liegt, wobei die kleinstmogliche Distanz fiir den
effektiven Pollentransport zu einem einzelnen Samen
hochstens 714,6 m aufweist. Enorme Unterschiede in
den Ausbreitungsdistanzen treten selbst bei naheste-
henden Sameneltern auf. Auch diese Tatsache verweist
auf die Inhomogenitét der Pollenwolken zwischen den
untersuchten Badumen. Aus den Graphiken ist ersicht-
lich, dass Pollenspender immer wieder auch in der Allee
zu finden sind. Hierbei spielt der Pflanzplatz der Samen-
elter keine Rolle. Es zeigen demzufolge alle Baume der
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Plantage Externpollen aus der Allee. Die hichste Entfer-
nung zwischen zwei Altbdumen in dieser Untersuchung
liegt bei knapp einem Kilometer, was die Hilfte der
durchschnittlichen Flugdistanzen der Bienen darstellt
(s.0.). Der Anteil der potentiellen Pollenspender inner-
halb der Plantage ohne Beriicksichtigung der Entfer-
nung zum Samenelter und mit der Betrachtung aller
moglichen ménnlichen Haplotypen liegt iiber alle Saat-
gutproben hinweg bei 83,61 %. Das bedeutet, dass hoch-
stens 16,39% der Samen der Plantagenbidume einen
Samenelter aullerhalb der Plantage aufweisen konnten.

4. SCHLUSSFOLGERUNG

Es hat sich gezeigt, dass es fiir die Elternschaftsanaly-
se besonders wichtig ist, Frichte direkt von den Bau-
men, idealerweise mit einem Blatt des jeweiligen Bau-
mes zu ernten. Auf diese Weise steht ein Samenelter
zweifelsfrei fest und es kénnen mogliche Fehlerquellen
sicher ausgeschlossen werden. Zusitzlich wére es von
groflem Vorteil, die blithenden Altbdume des Erntejah-
res auf der Plantage zu kartieren. Dadurch konnte ggf.
die Anzahl der potentiellen Pollenspender wesentlich
eingeschriankt und so eine préazisere Schitzung der
effektiven Pollenausbreitungsdistanzen ermoglicht wer-
den. Das Vorkommen zahlreicher Hybridformen inner-
halb der Gattung Sorbus mit den européaischen Arten als
auch zwischen den Gattungen (Sorbus z.B. mit Crategus,
Malus und Pyrus) erschwert das Eingrenzen der poten-
tiellen Pollenspender (LEINEMANN et al., 2010; LIESE-
BACH, 2014). Die Ausschlusswahrscheinlichkeit konnte
jedoch durch mehr und vor allem hochvariable Mikro-
satelliten Genorte deutlich erhoht werden.

Die hier gezeigten Unterschiede in der genetischen
Zusammensetzung der Pollenwolken zeigen die Not-
wendigkeit weiterer Analysen bezogen auf das Verhalten
von Insektenbestdubern. Denn unabhéngig von dem
Pflanzplatz haben die Bestduber einen enormen Einfluss
auf die genetische Zusammensetzung der Samen der
Plantage.

Der Hinweis auf eine im Vergleich zur Anzahl der Alt-
baume geringere effektive Fortpflanzungsgemeinschaft
zeigt, dass das Ziel des uneingeschriankten Paarungs-
kontaktes zwischen den Genotypen der Plantagen in
dem Untersuchungsjahr nicht realisiert wurde. Die
untersuchte Nachkommenschaft ist nicht reprédsentativ
fir die genetische Zusammensetzung der Plantage.
Samen aus nur diesem Erntejahr wiirden zu einer
liickenhaften Erhaltung der Genressourcen fithren. Auf-
zeichnungen sowohl tiber die Bliithzeitpunkte der Klone
als auch iiber das Ausmalf} der Fruktifikation der einzel-
nen Bidume iiber mehrere Jahre hinweg, wiirden eine
langfristige Aussage erlauben.

Ein weiteres Problem stellt der hier zweifelsfrei nach-
gewiesene Genfluss durch Pollen von der Allee in die
Plantage dar. Das Hauptziel einer Erhaltungssamen-
plantage ist die Sicherung der gefihrdeten Genressour-
cen. Hierbei ist es wichtig, regionale Aspekte zu beach-
ten und nicht Material zusammen zu stellen, welches
aus klimatisch sehr unterschiedlichen Gebieten stammt
(MULLER-STARCK, 2000). Auf der untersuchten Plantage
befinden sich unterschiedliche Klone aus Hessen, deren
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genetische Information durch das in dieser Unter-
suchung beobachtete Einkreuzen der Alleebidume aus
unbekannter Herkunft gefihrdet wird. In diesem Fall
konnten lokal nachteilige genetische Informationen auf
die Samen der Plantage ubertragen werden. Dem ent-
gegen zu setzten ist die Aussage, dass es bei der Baum-
art Speierling nicht moglich ist, zwischen Vorkommen
aus natiirlicher Einwanderung und Vorkommen aus
Pflanzung mit anschlieender Ausbreitung zu unter-
scheiden (KAUSCH-BLECKEN VON SCHMELING, 1992).
Danach gébe es auch keine eindeutige Herkunftszuwei-
sung fiir die Klone der Plantage. Der Genfluss, durch
Pollen aus der Allee kommend, wére somit als positiv zu
bewerten. Durch die genetische Variation der 77 Geno-
typen der Allee wird die Genpool-Diversitit der Planta-
gensamen zusitzlich erweitert. Fiir gestiitzte Aussagen
dieser Art ist jedoch eine grofiflichige Untersuchung der
Speierlinge in ganz Mitteleuropa nétig, um anhand von
genetisch geographischen Mustern erkennen zu kénnen,
ob eine genetische Differenzierung nach Herkunftsgebie-
ten tberhaupt moglich ist. Zudem konnte festgestellt
werden, welche der Population urspringlich aus
menschlichen Anpflanzungen stammen. Eine geeignete
Methode wére hier die PCR-RFLP (Restriction Frag-
ment Length Polymorphism) Analyse der Chloroplasten
DNA, wie sie von NYARI (2010) fiir den Speierling in
Ungarn durchgefithrt wurde. Fest steht jedoch die Not-
wendigkeit von MaBnahmen zur Forderung dieser
Baumart, da die natiirlichen Vorkommen bundesweit als
,bedroht“ einzustufen sind (BLE, 2014).

5. ZUSAMMENFASSUNG

Der Genfluss durch Pollen von einer angrenzenden
Allee in eine Erhaltungssamenplantage der gefdhrdeten
Baumart Speierling (Sorbus domestica L.) konnte mit
Hilfe von Mikrosatelliten-Markern der Zellkern-DNA
nachgewiesen werden. Durch das Ausschlussprinzip mit
vier Mikrosatelliten-Genorten konnte fiir 13,2% der
Samen der Plantage ein eindeutiger Pollenspender iden-
tifiziert werden. Die Allee beteiligte sich an den Samen
bei gleichzeitigem Ausschluss weiterer Speierlinge in
der Landschaft mit mindestens 3,52% und hochstens
mit 16,39 %. Die Methode erlaubte zusétzlich eine siche-
re Identifizierung der Klone aller untersuchten Altbau-
me. Aullerdem gelang der Nachweis tiber die Inhomo-
genitét der Pollenwolken abhingig von dem Pflanzplatz
auf der Plantage. Mogliche Erklarungsansitze wéren
z.B. die Eigenschaft der Pollenausbreitung durch Insek-
ten als Vektoren oder asynchrone Bliitenzeitpunkte.
Weiterhin wurde die geringe Repréasentativitidt der
Nachkommenschaft fir die Erhaltungssamenplantage
herausgestellt.

6. SUMMARY

Title of the paper: Pollen flow into a conservation seed
orchard in Sorbus domestica (service tree) estimated with
SSR markers.

Service Tree (Sorbus domestica L.) is a very rare forest
tree species. The northern limits of its distribution range
reach Hesse and Saxony-Anhalt in Germany. Due to the
occurrence of often only single individuals in the forests
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the risk of a lack of gene flow exists and thus the risk of
a loss of genetic diversity. Gene conservation seed
orchards provide a good chance to avoid this risk.

The primary goal of the study was to test the pollen
contamination from outside of a Service Tree conserva-
tion seed orchard with material originating from forests
in Hesse. All 224 individuals of a grafted seed orchard
representing 49 genotypes, each represented by one to
six ramets, and all 83 individuals of an alley in close
vicinity were analysed with the aid of four nuclear
microsatellite gene markers (nSSRs) (¢able 1). Addition-
ally 50 seeds of each of seven orchard trees representing
five genotypes were analysed. Paternity analysis by
exclusion was performed and minimum pollination dis-
tances estimated. By comparing the pollen clouds of dif-
ferent ramets of single genotypes, the hypothesis of
homogeneity of pollen contributions was tested. Table 2
shows the observed number of alleles for three groups:
the seed orchard, its offspring and the alley. The higher
number of alleles in the offspring as compared to the
seed orchard indicates gene flow from outside into the
seed orchard. The Figure 1 shows the differentiation of
the distributions of the allele frequencies between the
three groups. Figures 2 and 3 demonstrate inhomogene-
ity of the pollen cloud between different ramets of the
same genotype, which are located at different places in
the seed orchard, as well as between different genotypes
at neighboring places. Possible explanations are differ-
ential pollen dispersal by the pollinating insects or asyn-
chronous flowering. Using the four nSSRs a total of 125
multilocus genotypes was detected. All 49 genotpyes of
the seed orchard were discriminated and only one multi-
locus genotype occurs in the seed orchard as well as in
the alley. Table 3 compares the mean heterozygositiy
and the gene pool diversity between the investigation
units. The offspring shows a reduction in genetic vari-
ability. An explanation might be that not all genotypes
on the seed orchard had been flowering and the seeds
analysed originate only from five different seed trees. By
the exclusion principle with four microsatellites gene loci
we indentify an unambiguous pollen donor for 13.2% of
the offspring. The percentage rate of the offspring with
an alley father lies between 3.52 and 16.39% when
further Service Trees in the landscape are excluded.
Figure 4 gives estimates of median minimum pollen dis-
persal distances for two different seed trees (609-171
and 674-207). A minimum of 16.4% of the seed orchards
offspring has a pollen donor from outside the orchard.
The maximum of estimated pollen transport distance
was 715 m compared to an absolute distance between
the two furthest apart adult trees of about 1000 m.

For future studies it is important to combine observa-
tions on flowering and fructification with studies on
pollen transport distances based on seeds. Limited flow-
ering in the seed orchard might lead to increased intro-
gression from outside and thus to non representative-
ness of the seeds genetics as compared to the parents’
genetics. The appreciation of additional genetic variation
contributed by the genotypes of the alley depends very
much on information on their origin and on information
on the naturally occurring genetic differentiation across
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the natural range of Service tree. As both is missing for
this study it offers opportunities for future research.

7. RESUME

Titre de Tlarticle: Influence d’une plantation pour
conservation de semences du cormier par l'influence géné-
tique de l'environnement.

L'influence génétique du pollen dune allée arborée
limitrophe dans une plantation a objectif de conserva-
tion génétique de l'espéce ligneuse cormier (Sorbus
domestica L.) a pu étre mise en évidence a I'aide de mar-
queurs micro-satellites de ’ADN du noyau des cellules.
Par le principe d’exclusion de quatre loci génétiques de
micro-satelliques, on a pu identifier un diffuseur exté-
rieur de pollen pour 13,2% des semences. L’allée interfé-
rait donc avec les semences par le biais d’autres cormiers
situés dans la campagne, fleurissant au méme moment,
a hauteur de 3,52% au moins et au plus a hauteur de
16,39%. La méthode permit d’aboutir a une identifica-
tion stire du clone de tous les vieux arbres étudiés. En
outre la preuve fut donnée de I'hétérogénéité des nuages
de pollen en fonction de la place du plant dans la planta-
tion. De possibles explications seraient par exemple la
diffusion du pollen par les insectes pollinisateurs ou bien
des dates de floraison asynchrones. En tout état de cause
il a été mis en évidence la faible représentativité de la
permanence génétique de cette plantation a vocation de
conservation génétique.
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