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1. EINLEITUNG

Der Wildapfel (Malus sylvestris (L.) MILL.) zdhlt zu
den seltensten Geholzarten Europas und wird als
besonders gefdhrdet eingestuft (STEPHAN et al., 2003,

*) Korrespondierender Autor: AKTt M. HOLTKEN. Nordwestdeutsche
Forstliche Versuchsanstalt (NW-FVA), Abteilung Waldgenres-
sourcen, Professor-Oelkers-Stralle 6, D-34346 Hann. Miinden.
E-Mail: aki.hoeltken@nw-fva.de.

Allg. Forst- u. J.-Ztg., 185. Jg., 11/12

Aas, 2013). Wenn auch forstokonomisch nahezu bedeu-
tungslos, ist seine 6kologische Relevanz z.B. als Vogel-
brutstétte oder auch als Nahrungsquelle fiir zahlreiche
Tierarten (Bliiten, Friichte) umso hoher (ENZENBACH und
LAUTERBACH, 2013; Moby, 2013). Um die Existenz des
heimischen Wildapfels zu sichern und seinen Fort-
bestand zu gewdhrleisten, sind neben 6kologisch-stand-
ortlichen Rahmenbedingungen insbesondere auch gene-
tische Aspekte von entscheidender Bedeutung (vgl. auch
KLEINSCHMIT et al., 2012; SCHNITZLER et al.; 2014).

Als &duBerst lichtbediirftige und langsam-wiichsige
Baumart ist das natiirliche Vorkommen des Wildapfels
eher auf Standorte beschrinkt, an denen die Konkur-
renzkraft unserer dominanten Wirtschaftsbaumarten
deutlich nachldsst. Aufler in lichten, eichenreichen
Laubmischwildern, Hecken, an Waldridndern oder felsi-
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gen Héngen ist diese Art auch in Hartholzauen anzu-
treffen, da der Wildapfel Uberflutungen in FlieBgewis-
serbereichen deutlich besser vertriagt als viele andere
Baumarten (Aas, 2013; MAURER, 2013). Aber nicht nur
Eingriffe in Landschaftsstrukturen, wie z.B. Fluss-
begradigungen, sondern auch verdnderte Strategien in
der Forstwirtschaft haben zu einem starken Riickgang
geeigneter und bevorzugter Habitatstrukturen gefiihrt.
Im Rahmen historischer Waldbewirtschaftungsformen
dirfte das Vorkommen des Wildapfels sowie weiterer
Wildobstarten zunéchst sogar gefordert worden sein
(z.B. Elsbeere, Speierling, Holzbirne, Vogelkirsche etc.).
Denn diese Baumarten zdhlten neben den Eichen zu den
Sfruchtbaren“ im Oberholz vieler Mittelwélder gehalte-
nen Baumarten (SIEDER, 2003). Durch ihr Stockaus-
schlagsvermogen sowie ihre Fahigkeit zur Ausbildung
von Wurzelbrut konnten sie sich im Nieder- und Mittel-
waldbetrieb gegeniiber der Buche vielerorts behaupten
(vgl. auch HOLTKEN, 2005). In den letzten Jahrhunderten
hingegen fiihrten Intensivierungen im Rahmen der gere-
gelten Forstwirtschaft mit konkurrenzstarken Wirt-
schaftsbaumarten zur Ausloschung vieler lokaler und
regionaler Wildobst-Besténde, so dass heutige Vorkom-
men oft Relikte friherer Waldbauformen darstellen
(ScHOPPA, 2000).

Es gibt aber noch weitere Gefahrenquellen fir
den Wildapfel. Geringe Populationsgréflen und Verlust
der reproduktiven Vernetzung durch starke Isolation
einzelner Individuen in Verbindung mit einem effizien-
ten gametophytischen Selbstinkompatibilitdts-System
machen Reliktvorkommen auch anfillig gegeniiber gene-
tischer Introgression aus Kulturapfel-Bestédnden. Denn
die Kulturapfel-Sorten (M. domestica) stammen nach
HARRIS et al. (2002) nicht vom Europédischen Wildapfel
ab, sondern meist von zentral-asiatischen Arten wie z.B.
M. sieversii (Kasachstan, Kirgisistan, Tadschikistan,
Nord-China). Da zwischen den meisten Malus-Arten
aber keine Reproduktionsbarrieren vorhanden sind,
besteht die Gefahr eines fortschreitenden Verlusts der
Wildform mit all seinen Anpassungseigenschaften an die
hier vorherrschenden standértlichen Bedingungen (siehe
auch CORNILLE et al., 2012). So konnten COART et al.
(2003) an 76 potenziellen Wildapfeln aus Belgien und
Deutschland zeigen, dass sich ihr Genpool zwar deutlich
von denen verschiedener Kulturapfelsorten abgrenzt, in
Einzelfdllen aber auch Genotypen von Kulturidpfeln in
Wildformen nachzuweisen sind. Jedoch sollte der
Bestandsschutz des Wildapfels nicht nur die Identifizie-
rung und Vermehrung der Wildform beinhalten. Gerade
im Sinne der Forderung seltener und bedrohter Geholz-
arten sollten auch die potenziellen adaptiven Eigen-
schaften der Wildform beriicksichtigt werden. Denn des-
sen genetische Ausstattung ist fir die Anpassung und
Anpassungsfahigkeit an aktuelle und zukinftig sich
dandernde Umweltbedingungen des Pflanzortes und
damit fir die dynamische Erhaltung einer Art von ent-
scheidender Bedeutung (KONNERT, 2008; HOLTKEN et al.,
2013). Im Rahmen eines von der Bundesanstalt fir
Landwirtschaft und Erndhrung (BLE) finanzierten Pro-
jektes wurden in den Jahren 2010 bis 2013 zehn seltene
Baumarten, darunter unser Wildapfel, bundesweit
erfasst und dokumentiert. Fiir die genetische Analyse
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wurden in allen Flachen-Bundesldndern potenziell
,wildnahe“ Vorkommen ausgewihlt. Diese umfangreiche
und auch einzigartige Datensammlung wird in dieser
Studie in zweifacher Hinsicht unter die Lupe genom-
men: Im ersten Teil wird die Methode zur genetischen
Unterscheidung von Wild- und Kulturapfel dargestellt.
Anschlieflend sollen geographisch-genetische Strukturen

Tab. 1

Bundesweit erhobene potentielle
Wildapfelvorkommen sowie die in die DNA-Analyse
eingegangenen Individuenzahlen.
Potential European crab apple stands raised
in a nationwide inventory and the number
of samples analysed by DNA markers.

Bundesland Kiirzel  Ort/Region (n)
Brandenburg BB-1 Rassmannsdorfer Werder 12
BB-2 Brieselang 30
BB-3 Altenhof 50
BB-4 Zehdenick 31
Baden-Wiirttemberg  BW-1 Mergentheim 10
BW-2 Mergentheim 16
BW-3 Furtwangen 5
BW-4  NSG Feldberg 29
BW-5 Unteres Donautal 16
Bayern BY-1 Bad Rodach 5
BY-2 Mittelstetten 15
BY-3 Schonfelder Holz 17
Hessen HE-1 Kiihkopf-Knoblochsaue 25
HE-2 Sababurg 22
Meckl.-Vorpommern  MV-1 Buggenhagen 24
MV-2 Nossentiner Heide 18
MV-3 Schuenhagen 20
Niedersachsen NI-1 Hasbruch 22
NI-2 Griinenjéger 25
NI-3 Bramsche 5
NI-4 Hamelerwald 27
NI-5 Beverner Wald 24
Nordrhein-Westfalen NW-1 Nideggen 10
NW-2 Kleve 13
Rheinland-Pfalz RP-1 Hordt 15
RP-2 NSG Virneburg 15
Schleswig-Holstein ~ SH-1 Lauenburg 11
SH-2 Flensburg 19
Saarland SL-1 Eppelborn 14
Sachsen SN-1 NSG Voigts Busch 9
Sachsen-Anhalt ST-1 NSG Kreuzhorst 22
ST-2 Worlitz 22
ST-3 Wippra 24
ST-4 Anarode 18
Thiiringen TH-1 LEG Wald Ostramondra 30
TH-2 Rev. Straufhain 15
TH-3 Grifenwarth 10
TH-4 Hagenberg 30

Allg. Forst- u. J.-Ztg., 185. Jg., 11/12



des Wildapfels in Deutschland ndher analysiert werden,
um einen ersten Eindruck tiber potenzielle Herkunftsge-
biete fiir die kiinftige Erarbeitung von Schutzstrategien
fir den Wildapfel herleiten zu konnen.

2. MATERIAL UND METHODEN
2.1 Pflanzenmaterial

Aus den bundesweit erfolgten Erhebungen ist fiir die
DNA-Analytik ausschliefllich herbargetrocknetes Blatt-
material verwendet worden. Im Folgenden sind die
untersuchten Wildapfel-Vorkommen als auch die Kultur-
apfelsorten ndher dargestellt:

Wildapfel: Insgesamt sind in dieser Studie 725 poten-
zielle Individuen des Wildapfels genetisch untersucht
worden. Dazu wurden 38 verschiedene Vorkommen in 13
Bundesldndern ausgewéhlt, sodass alle Bundesldnder
mit Ausnahme der Stadtstaaten in der Sammlung ver-
treten waren. Eine Ubersicht iiber die untersuchten Vor-
kommen ist in Tabelle 1 zu finden.

Kulturapfel: Es wurden sowohl alte Sorten, wie auch
neuere Zichtungen untersucht. Folgende 66 Sorten sind
genetisch untersucht worden (in alphabetischer Reihen-
folge): Alkmene, Baumanns Renette, Breaburn, Cham-
pagner Renette, Clivia, Croncels, Danziger Kantapfel,
Diilmener Rosenapfel, Erbachhofer Weinapfel, Finken-
werder Herbstprinzenapfel, Freiherr von Berlepsch,
Gala, Gascoygnes, Geheimrat Oldenburg, Gelber Belle-
fleur, Gelber Edelapfel, Gelber Richard, Gloster, Gold-
parméine, Halberstddter Jungfernapfel, Helios, Idared,
Ingrid Marie, Jamba, Jonared, Kaiser Alexander, Karo-
la, Kassler Renette, Landsberger Renette, Maunzen-
apfel, Nela, Ontario, Pia, Piflora, Pikant, Pilot, Pinova,
Pirol Syn. Pirella, Piros, Pomfital, Prinzenépfel, Profes-
sor Jakob Zwergapfel, Reanda, Rebella, Relinda, Remo,

Renora, Resista, Retina, Rewena, Rheinischer Ruhm,
Riglindes, Rosanna, Rosenapfel von Hollywood, Rote
Goldparméne, Rote Sternrenette, Roter Jonathan, Rubi-
nola, Schafsnase, Schoner von Nordhausen, Schweitzer
Orange, Signe Tillish, Topaz, Weiller Klarapfel, Weiller
Winterglockenapfel und Winter Bananenapfel.

2.2 DNA-Methoden

Die DNA-Extraktion aus Blattmaterial erfolgte nach
einem modifizierten Protokoll von DUMOLIN et al. (1995).
Nach einer Konzentrationsbestimmung wurden die
DNA-Stammlésungen standardgem&f3 auf 5 ng/ul ver-
diinnt. AnschlieBend wurden an allen Proben jeweils
sechs Kern-Mikrosatelliten (SSRs) mit Hilfe der PCR-
Technik amplifiziert. Dabei wurden diejenigen SSRs
ausgewdhlt, die auch schon erfolgreich zur Unter-
suchung der Gefiahrdung von Wildapfel-Samenplantagen
durch Genfluss von KLEINSCHMIT et al. 2012 eingesetzt
wurden (Beschreibung der Marker siehe Tabelle 2). Die
Auftrennung der Mikrosatelliten-Fragmente nach ihren
Groflen wurde mit Hilfe der Kapillar-Elektrophorese an
einem Beckman-Sequenzierautomaten mit 8 Kapillaren
durchgefiihrt.

2.3 Statistische Auswertungen

Einordnung der Individuen in reproduktive Gruppen:
Die relative Zuordnung der einzelnen Individuen zu
reproduktiven Gruppen erfolgte mit dem Programm
STRUCTURE 2.3.2 (PRITCHARD et al., 2009; FALUSH et
al., 2003, 2007). Diese Methode eignet sich nicht nur fiir
die Gruppierung von Individuen in verschiedene taxono-
mische Einheiten (Arten bzw. Unterarten, Hybridantei-
le), sondern ermoglicht auch die Analyse von Popula-
tionsstrukturen und Reproduktionsverhéltnissen. Das
Programm fiithrt eine modellbasierte Bayesische Cluster-

Tab. 2

Bezeichnungen der untersuchten Kern-Mikrosatelliten (nSSRs),
ihre Primer-Sequenzen, die in der Literatur beschriebenen Fragmentlingen
(in Basenpaaren) sowie die dazugehorigen Literaturquellen.

Name of the studied nuclear microsatellite markers (nSSRs), primer sequences,
the fragment lengths in basepairs according to corresponding literature.

SSR- Primer-Sequenzen Basenpaare Literatur
Locus
nz23g04 F: TTTCTCTCTCTTTCCCAACTC 82-125 GIANFRANCESCHI et al.
R: AGCCGCCTTGCATTAAATAC 1998
ch02d12 F: AACCAGATTTGCTTGCCATC 175-219 GUILFORD et al. 1997
R: GCTGGTGGTAAACGTGGTG GIANFRANCESCHI et al.
1998
gd162 F: GAGGCAAGTGACAAAGAAAGATG 212-260 HOKANSON et al. 2001
R: AAAATGTAACAACCCGTCCAAGTG
ch01h01 F: GAAAGACTTGCAGTGGGAGC 89-145 GUILFORD et al. 1997
R: GGAGTGGGTTTGAGAAGGTT GIANFRANCESCHI et al.
1998
chO1h10 F: TGCAAAGATAGGTAGATATATGCCA  88-148 GUILFORD et al. 1997
R: AGGAGGGATTGTTTGTGCAC GIANFRANCESCHI et al.
1998
gd96 F: CGGCGGAAAGCAATCACC 145-202 HOKANSON et al. 2001
R: GCCAGCCCTCTATGGTTCCAGA

Allg. Forst- u. J.-Ztg., 185. Jg., 11/12
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Oben: (A1, B1) mittlere Werte der Wahrscheinlichkeiten der genetischen Daten incl. Standardabweichungen
tiber zehn replizierte Laufe, aufgetragen iiber die Anzahl der zu schitzenden Cluster K.
Unten: Kurve der DeltaK-Werte aufgetragen gegen die Anzahl der zu schétzenden Cluster
(Al und A2: Kulturdpfel und Wildépfel zusammen; B1 und B2: Nur Wild4pfel ohne Kulturipfel und ohne Hybriden,
die einen Mischungsanteil von mehr als 20 % Kulturapfel aufwiesen.

Above: (A1, B1) means of the probabilities of the genetic data over the ten replicated runs and their
standard deviations plotted against the number of estimated clusters K.
Below: (A2, B2) curve of DeltaK-values plotted against the number of estimated clusters K
(Al and A2: Apple cultivars as well as European crab apple all together in one analyses; B1 and B2: European crab apple only,
without cultivars and without hybrids between them with an admixture proportion of more than 20 % of the cultural varieties).

methode durch, welche die genetischen Mischungsantei-
le jedes einzelnen Individuums quantifiziert und so die
individuelle Zuordnung zu den verschiedenen Clustern
(Reproduktionseinheiten) bestimmt.

Diese Gruppierungs-Methode wurde in dieser Studie
zweifach genutzt: Im ersten Schritt sollten die Wildapfel
von den Kulturdpfel incl. ihrer Hybriden getrennt wer-
den. AnschlieBend wurden alle Kulturipfel sowie die
Hybriden, die einen Mischungsanteil von mehr als 20 %
der Kulturform aufwiesen, aus dem Probensatz der
potenziellen Wildapfel entfernt. Nur der verbliebene Teil
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der nach dieser Schitzung ,artreinsten” Wildapfel wur-
de darauthin einer weiteren STRUCTURE-Analyse
unterzogen und auf geographische Strukturen hin
untersucht.

Die Schitzung der genetischen Mischungsanteile in
STRUCTURE erfolgte jeweils unter der Annahme von
bestehendem genetischem Austausch (,admixture
model“) und korrelierenden Allelhdufigkeiten zwischen
den Populationen (,correlated allele frequency model®).
Zur Schitzungen der Mischungsanteile wurden unter
der Annahme von je einem bis zehn Clustern (K = 1 bis

Allg. Forst- u. J.-Ztg., 185. Jg., 11/12



10) je zehn L&ufe durchgefiihrt. Jeder Lauf bestand aus
Monte Carlo Markov Ketten mit 10000 Generationen
»,burn-in“ und 10000 beprobten Generationen. Basierend
auf diesen Informationen wurden die konditionalen
Wahrscheinlichkeiten fiir die Einordnung der Individuen
in eine vorgegebene Anzahl an Clustern (hier K = 1 bis
10) errechnet. Anschlielend wurde diejenige Anzahl an
Clustern ermittelt, bei welcher die Erhéhung der Wahr-
scheinlichkeit am grofiten ist (EVANNO et al., 2005). Hier-
zu wurde die Online-Version von STRUCTURE Harves-
ter 0.6.5 (EARL, 2011) genutzt.

Im Folgenden wurde die STRUCTURE-Analyse aus-
schliefllich fir die Individuen des Wildapfels durch-
gefiihrt. Dabei haben wir die nach HUBISZ et al. (2009)
modifizierte Methode verwendet, welche die Vor-
klassifikation der Proben in 38 Vorkommen nutzt (siehe
Tabelle 1) ohne geographische Informationen zu ver-
arbeiten, so dass auch bei Datenséitzen mit geringerem
Informationsgehalt (geringe Populationsgroéfien, geringe-
re Markerzahlen etc.) vorhandene Populationsstruktu-
ren effizienter erkannt werden kénnen (siehe auch Ein-
stellung ,Locprior” in der STRUCTURE-Software).

Genetische Vielfalt und allelische Hdufigkeitsprofile:
Taxonomische Unterschiede zwischen Kollektiven (hier:
Wildapfel — Kulturapfel) konnen haufig auch mit Hilfe
von allelischen Haufigkeitsprofilen anschaulich darge-
stellt werden (vgl. dazu auch eine Studie zu heimischen
Eichenarten in HOLTKEN et al., 2012). Deshalb haben wir
solche Haufigkeitsprofile sowohl fiir den Kulturapfel als

auch fir die aus der STRUCTURE-Analyse eindeutig
identifizierten Wildépfel graphisch dargestellt. Als Viel-
faltsmafe haben wir sowohl die absolute Anzahl an Alle-
len (N) als auch deren effektive Anzahl v, angegeben
(Vg(a) = 1/2p?% o (Dya = relative Haufigkeit von Allel i am
Genort a, vgl. HATTEMER et al. 1993). Letzterer beriick-
sichtigt demnach relative Haufigkeiten, wodurch der
Einfluss geringer Stichprobengréfen minimiert wird.
Zur Kalkulation dieser Parameter nutzten wir die Soft-
ware GSED (Genetic Structures from Electrophoresis
Data) von E. GILLET (unveréffentlicht, download:
www.uni-goettingen.de/de/95607 . html).

Genetische Abstinde: Als Mal3 fir die genetischen
Abstidnde zwischen Wild- und Kulturapfel wurden die
paarweisen genetischen Abstdnde nach GREGORIUS
(1974) verwendet. Dieser Parameter misst den relativen
Anteil derjenigen Allele, die zwischen zwei Kollektiven
ausgetauscht werden miissen, um jeweils identische
genetische Strukturen (allelische Hé4ufigkeiten) zu
erhalten. Die Werte dieses Parameters liegen stets
zwischen Null und Eins (0 = identische Allelhdufig-
keiten, 1 = vollstindige Differenzierung, d.h. Popula-
tionen besitzen kein Allel gemeinsam).

3. ERGEBNISSE
3.1 Differenzierung von Wild- und Kulturapfel

STRUCTURE-Ergebnisse: Die Zusammenstellung der
statistischen Daten zur Eingruppierung der Individuen

B g B g T g B 43 gy B4 3 % 3y ¥

19 0 2

v

< Kulturipfel | potentielle Wildipfel

Abb. 2

Graphische Darstellung Gruppenzugehorigkeit eines jeden Individuums zum Kultur- bzw. potentiellen Wildapfel
nach der STRUCTURE-Analyse, wobei die Farbkomponenten jedes einzelnen schmalen Balkens die Mischungsanteile
der Cluster innerhalb der Individuen anzeigen; dargestellt sind die Laufe mit der héchsten mittleren Wahrscheinlichkeit

der Daten bei Vorgaben von jeweils zwei und drei Clustern; die Nummern kennzeichnen die jeweiligen Vorkommen aus Tabelle 1,
die durch schwarze Balken voneinander getrennt sind: 1 (Kulturépfel), 2 (BB-1), 3 (BB-2), 4 (BB-3), 5 (BB-4), 6 (BW-1), 7 (BW-2),

8 (BW-3), 9 (BW-4), 10 (BW-5), 11 (BY-1), 12 (BY-2), 13 (BY-3), 14 (HE-1), 15 (HE-2), 16 (MV-1), 17 (MV-2), 18 (MV-3), 19 (NI-1),

20 (NI-2), 21 (NI-3), 22 (NI-4), 23 (NI-5), 24 (NW-1), 25 (NW-2), 26 (RP-1), 27 (RP-2), 28 (SH-1), 29 (SH-2), 30 (SL-1), 31 (SN-1),

32 (ST-1), 33 (ST-2), 34 (ST-3), 35 (ST-4), 36 (TH-4), 37 (TH-2), 38 (TH-3), 39 (TH-1).

Graphical representation of the membership of each individual in one of the assumed clusters; the figure shows STRUCTURE
clustering results obtained for two and three clusters (K), showing the runs with the highest mean likelihood of the data.
Each individual is represented by a thin vertical line partitioned into K coloured segments proportional to its membership
in the corresponding genetic cluster. Black lines separate different populations. The numerical classification of the populations
corresponds to table I: 1 (apple cultivars), 2 (BB-1), 3 (BB-2), 4 (BB-3), 5 (BB-4), 6 (BW-1), 7 (BW-2), 8 (BW-3),

9 (BW-4), 10 (BW-5), 11 (BY-1), 12 (BY-2), 13 (BY-3), 14 (HE-1), 15 (HE-2), 16 (MV-1), 17 (MV-2), 18 (MV-3), 19 (NI-1),

20 (NI-2), 21 (NI-3), 22 (NI-4), 23 (NI-5), 24 (NW-1), 25 (NW-2), 26 (RP-1), 27 (RP-2), 28 (SH-1), 29 (SH-2), 30 (SL-1),

31 (SN-1), 32 (ST-1), 33 (ST-2), 34 (ST-3), 35 (ST-4), 36 (TH-4), 37 (TH-2), 38 (TH-3), 39 (TH-1).

Allg. Forst- u. J.-Ztg., 185. Jg., 11/12
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Abb. 3

Allelische Profile an den Mikrosatelliten-Loci nz23g4, ch01d12, gd162, ch01h10, ch01h01 und gd96 fiir den Kulturapfel (M)
und den Wildapfel (l); X-Achse = gefundene Allele in Basenpaaren, Y-Achse = relative Allelhdufigkeiten.

Allelic profiles for the microsatellite loci nz23g4, ch01d12, gd162, ch01h10, ch01h01 and gd96 for the apple cultivars (M)
and the European crab apple (l); X-axis: detected alleles in basepairs; Y-axis: relative allele frequencies.

in Wild- und Kulturapfel sind in der linken Hilfte der
Abbildung 1 (A1, A2) dargestellt.

Die Kurve der mittleren Wahrscheinlichkeiten fiir die
Einteilung der beobachteten Genotypen in eine vor-
geschriebene Anzahl von K Gruppen (Abb. 1 Al) ist
anfangs sehr steil, beginnt aber bereits ab drei Clustern
zu stagnieren. Die grofite Verdnderung der Wahrschein-
lichkeiten ist bereits bei einem Split der Individuen in
zwei Gruppen zu verzeichnen. Die Einteilung der Indivi-
duen bleibt zwischen den zehn replizierten Laufen bis zu
einer Gruppenzahl von sieben nahezu identisch, erst ab
einer Anzahl von acht Clustern wird die Gruppenzuord-
nung der Individuen instabil und beginnt zwischen den
Laufen zu variieren. Auch die Delta K-Werte zeigen,
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dass die Einteilung der Individuen in zwei Gruppen bei
dieser Einstellung der STRUCTURE-Parameter am
wahrscheinlichsten ist.

Insgesamt konnte festgestellt werden, dass die Erho-
hung von zwei auf mehr Cluster bei dieser STRUCTU-
RE-Analyse kaum einen Gewinn an Informationen
brachte. In Abb. 2 sind die Ergebnisse der Laufe fiir zwei
und drei Cluster aufgefiihrt und es ist zu erkennen, dass
die Kulturépfel deutlich von den Wildapfeln zu unter-
scheiden sind.

Es wird ferner deutlich, dass sich innerhalb der ver-
meintlichen Wildapfel-Vorkommen auch einige nahezu
reine Kulturépfel eingeschlichen haben (mit tiber 90%
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Tab. 3

Untersuchte Kern-Mikrosatelliten (nSSRs), die Lingenbereiche der in dieser Studie gefunde-
nen nSSR-Fragmente in Basenpaaren (Bp.), die absolute Anzahl an Allelen (N) sowie deren
Diversitit v, (effektive Allelanzahl, vgl. HATTEMER et al. 1993) iiber alle untersuchten Wildéipfel
und Kulturapfelsorten; genetischer Abstand d, zwischen dem Kultur- und Wildapfel.

Studied nuclear microsatellites (nSSRs), the range of the fragment lengths found
in this study in basepairs (Bp.), the absolute number of observed alleles (N),
the effective number of alleles (diversity v, according to HATTEMER et al. 1993)
across all investigated European crab apple individuals as well as all studied
apple cultivars; the genetic distance d, between apple cutivars and wild apple.

Wildapfel Kulturapfel
nSSR- (603 Individuen) (66 Sorten)

Genorte Bp. N 12 Bp. N v, d,
nz23g04 76-116 16 345 80-116 15 453 0,880
ch02d12 | 178-232 26 6,93 | 178-212 14 487 0,644
gd162 211-259 23 594 | 213-251 10 4,60 0434
ch01h10 86-144 26 721 90-138 11 2,58 0,877
ch01h01 106-152 21 8,72 | 100-142 13 6,59 0472
2d96 152-198 20 706 | 152-198 12 7.87 0,517
Genpool 132 6,55 75 5,17 0,637

Kulturapfelanteil). Dies betrifft im Wesentlichen die
Bestdnde BW-1, BW-2 und MV-2. Insgesamt sind immer
wieder auch potenzielle Hybriden zu erkennen mit mehr
oder weniger starken Anteilen vom Wild- und Kulturap-
fel. Hier sind insbesondere die Vorkommen BB-1, BW-4,
NI-1, NW-1, SL-1 und TH-1 zu nennen. Die Besténde
mit dem durchschnittlich hochsten Wildapfelanteil
(hochste ,,Wildnéhe“) sind BB-2, BB-3, BB-4, MV-1, NI-2,
NI-3, RP-1, SH-1, ST-1, ST-2, ST-3 und TH-4.

Allelische Haufigkeitsprofile und Strukturen: Zur
Beschreibung allelischer Strukturen sind die Kultur-
dpfel sowie nur die artreinsten Wildépfel in die Analytik
eingegangen. Innerhalb der potenziellen Wilddpfel sind
alle vermeintlichen Hybriden mit einem Kulturapfel-
Anteil von mehr als 20% aus der Statistik entfernt wor-
den. Insgesamt sind von den 725 analysierten Proben,
nach Abzug der kulturnahen Exemplare und Hybriden,
602 Individuen fiir weitere Untersuchungen {ibrig
geblieben.

Es zeigt sich, dass wir zwar nur sehr wenige ,artspezi-
fische“ allelische Varianten erwarten konnen, aber den-
noch weisen zwei der untersuchten SSR-Genorte grofle
Unterschiede in ihren allelischen Héufigkeiten auf (sie-
he Abb. 3, Tab. 3). Am Genlocus nz23g4 iiberwiegen
beim Kulturapfel die Allele 82 und 108, wihrend beim
Wildapfel die Allele 88, 90 und 92 am héufigsten ver-
treten sind. Ahnliches gilt fiir den SSR-Locus c¢h01h10,
der beim Kulturapfel mit nahezu 60% von Allel 98 (Allel
90 mit ca. 20%) dominiert wird. Hier werden mit einem
Wert von d,, = 0,88 auch die grofiten genetischen Abstén-
de erreicht. Die geringsten genetischen Abstinde zwi-
schen Wild- und Kulturapfel sind mit d, = 0,43 am
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Genort gd162 zu verzeichnen. Hier teilen sich Wild- und
Kulturapfel die haufigsten allelischen Varianten 215,
233, 235, 237 und 239. Alle, auch die geringeren hier
gemessenen Abstandswerte, erwiesen sich im Permuta-
tionstest als hochst signifikant (¥%%).

Uber alle Genorte hinweg miissten insgesamt 63,7 %
der allelischen Varianten zwischen Wild- und Kultur-
apfel ausgetauscht werden, um identische genetische
Strukturen an den hier untersuchten Mikrosatelliten-
Genorten zu erreichen.

Die untersuchten Wildapfelbestéinde weisen gegeniiber
den ausgewdhlten Kultursorten eine hohere genetische
Vielfalt auf. Das ist zum einen an den absoluten Allel-
zahlen (132 beim Wildapfel, 75 bei den Kultursorten) als
auch an deren effektiven Haufigkeiten (= Diversitat v,)
zu erkennen. Besonders auffallend ist dieser Unter-
schied am Genort ch01h10 (v, = 7,21 zu 2,58). Im Gegen-
satz zum Kulturapfel mit nur einem vorherrschenden
Allel, konnte beim Wildapfel, auler den hdufigen Allelen
von 104, 118 und 140, eine Streuung von seltenen Vari-
anten tber die nahezu gesamte Bandbreite von 86—-144
Basenpaaren beobachtet werden (siehe Abb. 3).

3.2 Geographische-genetische Strukturen
des Wildapfels

In der rechten Hilfte von Abbildung 1 (B1, B2) sind
die statistischen Auswertungen der STRUCTURE-L&ufe
fir den Wildapfel (ohne Individuen mit einem Kultur-
apfel-Anteil von mehr als 20%) dargestellt. Die Kurve
der mittleren Wahrscheinlichkeiten fiir die Einteilung
der Individuen in eine vorgeschriebene Anzahl von
Gruppen (Abb. 1, B1) ist bis zu K = 4 Gruppen sehr steil
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Abb. 4

Mittlere genetische Gruppenzugehorigkeiten der analysierten Vorkommen
des Wildapfels bei K = 5 Clustern.

Mean clustering results of the analysed European crab apple stands for K = 5 clusters.

und beginnt ab finf Clustern zu stagnieren. Die grofite
Verdnderung der Wahrscheinlichkeiten ist hier bei
einem Split der Individuen von vier in fiinf Gruppen zu
verzeichnen. Die Einteilung der Individuen bleibt zwi-
schen den zehn replizierten Liufen bis zu einer Grup-
penzahl von finf nahezu unveriandert. Ab einer Anzahl
von sechs Clustern wird die Gruppenzuordnung der
Individuen unregelméflig mit relativ hoher Variation
zwischen den Léufen. Die Delta K-Werte ergeben fiir die
Einteilung der Individuen sowohl in zwei als auch in
finf Gruppen die hochsten Werte (Abb. 1, B2).

In Abbildung 4 sind die Ergebnisse des STRUCTURE-
Laufs fir die Einordnung der potenziell artreinsten
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Wildépfel in funf Gruppen vorgestellt. Wir haben hier
auf die Darstellung von Einzelindividuen in Form von
Balkendiagrammen verzichtet. Um die Unterschiede
zwischen den einzelnen geographischen Regionen besser
veranschaulichen zu konnen, haben wir anstelle der
individuellen Eingruppierungen die Mittelwerte der ein-
zelnen Vorkommen in Form von Kuchendiagrammen
gewéhlt.

Es ist deutlich zu erkennen, dass der Wildapfel in
Deutschland verschiedenen Zonen zugeteilt werden
kann. Der nordwestdeutsche Raum (hpts. Niedersach-
sen) ist deutlich vom ostdeutschen Bereich getrennt.
Innerhalb Ostdeutschlands wiederum sind Sachsen-
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Anhalt und Thiringen deutlich von Brandenburg
getrennt. Das siidliche Niedersachsen und das noérd-
liches Hessen sowie die Besténde in Mecklenburg-Vor-
pommern dagegen zeigen Mischstrukturen zwischen
dem nordwestlichen und 6stlichen Bundesgebiet.

Der siidliche und siidwestliche Teil bildet eigene Grup-
pen. Die Bestidnde BY-2 und BY-3 sind deutlich von
denen in Rheinland-Pfalz, Saarland, dem siidlichen Hes-
sen sowie dem westlichen Baden-Wiirttemberg getrennt.
Die Gebirge des Schwarzwalds bilden moéglicherweise
eine Trennlinie im siiddeutschen Raum.

4. DISKUSSION

Zur taxonomischen Unterscheidung von Wild- und
Kulturapfel stehen zwar eine Reihe von morphologi-
schen Merkmalen zur Verfiigung (z.B. Blatt- und Bliiten-
behaarung oder FruchtgroBe und -farbe), aber deren
Auspriagung wird stark von den lokalen Umweltbedin-
gungen beeinflusst. So kann die Blattbehaarung zwi-
schen den Jahreszeiten sehr unterschiedlich ausfallen
und die Bliten- und Fruchtbildung je nach soziologi-
scher Stellung tiiber mehrere Jahre auch vollstandig ent-
fallen (REIM et al., 2011). In dieser bundesweiten Studie
konnten wir zeigen, dass mit DNA-basierten Methoden
ein Hilfsmittel zur Verfiigung steht, das im Vergleich zu
komplexen morphologischen Bestimmungsverfahren
einen enormen Informationsgewinn darstellt. Diese
Untersuchung untermauert die mit d4hnlichen Methoden
gewonnenen Erkenntnisse von KLEINSCHMIT et al. (2012)
und REIM et al. (2013a,b), die sich allerdings nur auf
eine geringere Anzahl an Kultursorten und potenzielle
Wildapfelvorkommen (Niedersachsen, Hessen, Osterz-
gebirge) beschrianken. Im Wesentlichen bestitigt diese
Studie auch die mit der Haupt-Komponenten-Analyse
erzeugten Ergebnisse von KLEINSCHMIT et al. (2012) mit
dem Unterschied, dass hier Mischungsanteile zwischen
Wild- und Kulturform durch Hybridisierung geschétzt
werden konnen (vgl. BLE, 2013, Endbericht Wildapfel).
Damit konnen unsere Ergebnisse auch einer Reihe ver-
schiedener anderer Arbeiten zugeordnet werden, die den
Ursprung sehr vieler Kulturapfelsorten in Zentral-Asien
sehen (vgl. GHARGHANI et al., 2009; RICHARDS et al.,
2009).

Zusétzlich zu weiteren populationsbiologischen und
phénologischen Kriterien, wie z.B. Individuenzahlen,
Flachengroflen, Vitalitdt, Reproduktionsfihigkeit etc.,
erlauben DNA-basierte Verfahren somit interessante
Beurteilungsmoglichkeiten hinsichtlich der Erhaltungs-
wiirdigkeit und -dringlichkeit genetischer Ressourcen
potenzieller Wildapfelvorkommen. Aber nicht nur an
heimischen Wildobst-Species, auch an anderen ,selte-
nen“ Waldbaumarten werden dhnliche Ansétze hinsicht-
lich der Erfassung von Generhaltungsobjekten verfolgt.
Interessante Ergebnisse konnten so auch fiir die Flaum-
Eiche (Quercus pubescens) gewonnen werden, die ins-
besondere mit der heimischen Trauben-Eiche hybridi-
siert (grundlegende genetische Arbeiten dazu siehe
LEPAIS et al., 2009; NEOPHYTOU et al., 2010; HOLTKEN et
al., 2012). Gerade im Hinblick auf Klimaverdnderung
stellt die Erfassung artreiner Vorkommen sowie von
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Hybridschwidrmen die Basis fiir umfassende For-
schungsarbeiten dieser beiden Arten dar, insbesondere
hinsichtlich der Trockentoleranz (vgl. KATZEL et al.,
2012, 2014). DNA-basierte Verfahren zur Quantifizie-
rung der Artintegritit sind somit auch in Zukunft sehr
wichtig, sowohl fiir die Erhaltung urspriinglicher Aus-
gangsressourcen fiir ziichterische Zwecke (z.B. Resis-
tenzziichtung bei Kulturobstarten) als auch fiir zukinf-
tige waldbauliche Maf3nahmen.

Interessant ist auch die geographische Auswertung
der STRUCTURE-Ergebnisse, die eine Einteilung der
genetischen Information des Wildapfels in verschiedene
geographische Regionen ermdglicht (s. Abb. 4). Dies ist
fir viele windbestdubte Arten auf Grundlage dieser
Methode bislang meist nur begrenzt und grofrdumiger
moglich gewesen (s. Unterscheidung von slavonischer
und deutscher Stieleiche, Quercus robur L. in HOLTKEN
et al. 2012).

Als eine wesentliche Ursache kénnen Unterschiede in
der Effizienz der Ausbreitung genetischer Information
angesehen werden. Wahrend die Pollen unserer wind-
bestdubten Hauptbaumarten tiber grofle Entfernungen
transportiert werden konnen (SCHULER, 2005), bleibt die
Vermischung bei entomophilen Arten wie unserem Wild-
obst auf die maximalen Ausbreitungsdistanzen (Flug-
weiten) der Insekten beschrénkt. Dies fithrt nachweis-
lich zu einer hoheren genetischen Differenzierung
zwischen Vorkommen, was der Vergleich populations-
genetischer Ergebnisse verschiedener Studien eindeutig
belegt (vgl. DEGEN et al., 2010; JOLIVET et al., 2011, 2012;
REmM et al.. 2012). Unser Ergebnis der STRUCTURE-
Analyse steht zum grof3en Teil auch in Einklang mit den
zuvor schon von HUBER et al. (2013) gefundenen gene-
tischen Abstandswerten zwischen den einzelnen Wild-
apfel-Vorkommen (gleicher Datensatz aus dem bundes-
weiten BLE-Projekt). Hier sind die geringsten
genetischen Distanzen zwischen Vorkommen innerhalb
Brandenburgs (d, = 0,25 bis 0,31), Sachsen-Anhalts und
Thiiringens (d, = 0,25 bis 0,32) zu verzeichnen. Die grof3-
ten genetischen Unterschiede wurden zwischen weiter
entfernt liegenden Bestinden gemessen (d, = 0,64 zwi-
schen NW-3/MV-3 oder NI-1/BY-3).

Fur die wissenschaftlich fundierte Ausweisung von
Beerntungsgebieten gibt es bislang nur unzureichende
Datengrundlagen. Bei néherer Betrachtung von Abb. 4
fallt aber auf, dass die ermittelte geographische Vertei-
lung der genetischen Information auffallende Ahnlich-
keit mit den nach ScHMIDT und KRAUSE (1997) auf der
Grundlage okologischer Einheiten beschriebenen sechs
Vorkommensgebieten innerhalb Deutschlands aufwei-
sen. Unsere Studie untermauert demnach die Bedeu-
tung von Herkunftsgebieten fiir die Auswahl von Ver-
mehrungsgut, auch bei wirtschaftlich nicht relevanten
Baum- und Straucharten. Bislang waren durch das
Forstvermehrungsgutgesetz (FoVG) verbindliche Her-
kunftsgebiete nur fiir forstlich bedeutende Baumarten
festgelegt. Viele weitere Geholz- und Straucharten, wie
z.B. den Wildapfel, betraf diese Vorschrift nicht. Hierfiir
sind erst in § 40 Abs. 4 BNatSchG kiirzlich weitere
Grundlagen geschaffen worden, die ebenfalls die Ver-
wendung von Pflanzenmaterial aus der jeweiligen geo-
graphischen Region regeln sollen.
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Mit dieser Studie konnten wir belegen, dass der Gen-
pool des Wildapfels innerhalb verschiedener Vorkom-
mensgebiete Deutschlands deutliche Unterschiede auf-
weist. Diese Erkenntnisse sollten fiir die Erarbeitung
von Konzepten zu dessen Schutz und Erhaltung drin-
gend Beachtung finden, denn gerade bei so seltenen
Arten wie dem Wildapfel werden gut funktionierende
genetische Systeme (z.B. Paarungs- und Reproduktions-
systeme etc.) benétigt, um auch kiinftig funktionsfahige
Populationen aufrecht zu erhalten. Voraussetzung dafiir
ist eine moglichst gute Angepasstheit und auch Anpas-
sungsfiahigkeit an bestehende und sich kiinftig &ndernde
Umweltbedingungen.

5. ZUSAMMENFASSUNG

Strategien zum Schutz des Wildapfels [Malus sylves-
tris (L.) MILL.], einem der forstbotanischen Raritéiten
Mitteleuropas, sollten sowohl 6kologische als auch gene-
tische Aspekte beinhalten. Denn nicht nur der Riickgang
geeigneter Habitate, auch die daraus resultierende
reproduktive Isolation einzelner Reliktpopulationen
birgt das Risiko der Extinktion der letzten, wenigen Vor-
kommen. Dariiber hinaus kénnen geringe Populations-
groflen in Verbindung mit genetischer Introgression aus
Kulturapfel-Bestédnden zu einem Verlust an Wildnédhe
und damit einer Verringerung adaptiven Potenzials bei-
tragen.

Im Rahmen eines umfangreichen Projektes
(2010-2013), finanziert von der Bundesanstalt fir
Landwirtschaft und Erndhrung (BLE), sind zehn seltene
Baumarten, darunter auch die bedeutendsten Vorkom-
men des Wildapfels, bundesweit erfasst worden. Diese
einzigartige Daten- und Probensammlung wurde in die-
ser Studie dazu verwendet, die genetischen Strukturen
unseres heimischen Wildapfels ndher zu analysieren.

Es konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe populations-
genetischer Methoden sowohl die Differenzierung von
Wild- und Kulturapfel als auch eine Schatzung von
Mischungsanteilen in Hybriden durchgefiihrt werden
kann. Zusétzlich zu weiteren populationsbiologischen
und phénologischen Kriterien, erlauben DNA-basierte
Verfahren somit interessante Beurteilungsmoglichkeiten
hinsichtlich der Erhaltungsfihigkeit genetischer
Ressourcen potenzieller Wildapfelvorkommen.

Ferner konnte der gesamte Genpool des Wildapfels in
Deutschland unterschiedlichen geographischen Repro-
duktionseinheiten zugeordnet werden. Dieser Sachver-
halt bestétigt die Bedeutung von Herkunftsgebieten fiir
die Auswahl von Vermehrungsgut als Grundlage fiir den
Schutz und die Vermehrung angepasster und kiinftig
anpassungsfihiger Populationen unseres Wildapfels.

6. SUMMARY

Title of the paper: Species integrity and spatial genetic
structures of the European crab apple (Malus sylvestris

(L.) MiILL.)

Conservation strategies for the indigenous European
crab apple [Malus sylvestris (L.) MILL.], one of the forest
botanical rarities in Europe, should imply ecological as
well as genetic aspects. The decline of suitable habitats
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and the resulting reproductive isolation of relict stands
imply the risk of extinction of the few remaining popula-
tions. In addition, low population sizes in combination
with genetic introgression from apple cultivars involve
the danger of losing wild type adaptive potential.

In the framework of a large project (2010—-2013), fund-
ed by the Federal Office of Agriculture and Food, a
nationwide inventory of ten rare native tree species has
been carried out, among them the most important Euro-
pean crab apple populations. This unique data and sam-
pling material was used to investigate the genetic
resources by means of DNA markers.

This study demonstrates that population genetic
methods enable to distinguish between European crab
apple and apple cultivars as well as the proportion of
admixture within hybrids. In addition to further popula-
tion or phenological criteria, DNA-based methods turned
out to be an interesting tool to detect wild type resources
and to evaluate their need of protection.

Furthermore, we were able to group the existing crab
apple gene pool within Germany into different reproduc-
tive units. This fact confirms the significance of prove-
nances for the choice of wild type reproductive material
in order to protect and to propagate adapted and adapt-
able populations of our European crab apple.

7. RESUME

Titre de Iarticle: Intégrité spécifique et structures géo-
graphiquement génétiques du pommier sauvage indigéne
(Malus sylvestris (L.) MILL.)

Des stratégies de protection du pommier sauvage
(Malus sylvestris (L.) MILL.), une des raretés de bota-
nique forestiére en Europe centrale, devraient se compo-
ser aussi bien d’aspects écologiques que d’aspects géné-
tiques. Car il n’y a pas que le recul de son habitat mais
aussi l'isolation de reproduction qui en résulte pour les
quelques populations reliques, qui constituent un danger
d’extinction des quelques derniers exemplaires. En outre
de faibles tailles de population qui se mélangent généti-
quement aux peuplements de pommiers de culture, peu-
vent causer une perte du caractére sauvage et par la-
méme conduire & une diminution du potentiel adaptatif.

Dans le cadre d’'un vaste projet (2010-2013), financé
par le Ministere fédéral de I’agriculture et de I'alimenta-
tion (BLE), dix especes rares ont été prises en considéra-
tion dans toute I’Allemagne, parmi lesquelles aussi la
survie tres importante du pommier sauvage. Ce rassem-
blement de données et d’échantillons a été utilisé dans
cette étude, pour analyser de maniére plus proche les
structures génétiques de notre pommier sauvage indige-
ne.

I pourrait étre mis en évidence qua Taide de
méthodes de génétique des populations, on peut étudier
la différenciation du pommier sauvage du pommier de
culture de méme que l'estimation des proportions de
mélange dans les hybrides. En complément, pour obtenir
d’autres criteres d’ordre phénologique et de biologie des
populations, les analyses d’ADN offrent des possibilités
intéressantes de diagnostic au regard de la capacité de
maintien des ressources génétiques de l'existence poten-
tielle du pommier sauvage.
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De plus ’ensemble du pool génétique du pommier sau-
vage en Allemagne pourrait étre ordonné en différentes
unités géographiques de reproduction. Ces circonstances
justifient 'importance de sauvegarder des zones de pro-
venance pour le choix des semences & multiplier comme
base pour la protection et la multiplication de popula-
tions de notre pommier sauvage, adaptées et capable de
s’adapter dans I'avenir.
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