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Zusammenfassung: Die Analyse anpassungsrelevanter
Gene, die fir bestimmte Eigenschaften verantwortlich sind,
wird auch bei Waldbaumen immer wichtiger. Vor allem im
Klimawandel benétigt die forstliche Praxis rasche Entschei-
dungshilfen zur Herkunftswahl. Mittels SNP-Marker soll es
in Zukunft gelingen, forstliches Vermehrungsgut zu emp-
fehlen, das mit bestimmten Stressbedingungen besser
zurechtkommt. Uber Genexpressions- oder Assoziations-
studien werden derzeit phanotypische Merkmale und
Reaktionen auf Stressbedingungen mit genetischen Mar-
kern in Verbindung gebracht. Vor allem bei Pappel, Kiefer
und Eiche sind bereits zahlreiche sogenannte adaptive
SNPs entwickelt worden, die nun auf andere Baumarten
Ubertragen werden sollen. Derzeit untersucht das ASP
diese Mdglichkeiten flr Buche unter Einbeziehung von
20 Herklinften vorwiegend aus Deutschland und Bulga-
rien. Acht potenzielle Kandidatengene fiir Trockenstress
sind im Fokus. Erste Ergebnisse zeigen groBe Unterschiede
in der Variabilitat der analysierten Kandidatengene. Sie
bilden die Grundlage fiir weitere Studien in Richtung Tro-
ckenstresstoleranz bei diesen Baumarten.

Einleitung

Neben der Baumartenwahl muss im Klimawandel auch
der Herkunftswahl grofse Aufmerksamkeit geschenkt
werden. Viele unserer Hauptbaumarten haben ein
grofdes Verbreitungsgebiet und wachsen auch in Regio-
nen, wo es trockener und wéarmer ist als bei uns. Her-
kunftsversuche, wie sie das ASP fiir unterschiedliche
Baumarten betreibt, liefern zwar Aussagen zur Stand-
ortvertraglichkeit und zur genetischen Anpassungsfa-
higkeit von Herkiinften einer Baumart, beziehen sich
aber auf die derzeitigen und nicht auf zukiinftige Bedin-
gungen bei uns. Zudem ist die Langfristigkeit solcher
Versuche bis zur Umsetzung in praktische Handlungs-
empfehlungen ein begrenzender Faktor, vor allem
angesichts der prognostizierten Schnelligkeit des Kli-
mawandels. Die Waldbesitzer benétigen rasche Ent-
scheidungen und Empfehlungen und sollten auf Ver-
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mehrungsgut zuriickgreifen koénnen, bei dem die
Wahrscheinlichkeit grof3er ist, dass es mit bestimmten
Stressbedingungen (z.B. Trockenstress) besser zu-
rechtkommt.

In genetischen Untersuchungen wurden bislang tiber-
wiegend sogenannte neutrale DNA-Marker eingesetzt,
die nicht in Beziehung zu bestimmten Eigenschaften
der Baume stehen. Zunehmend jedoch zielen neue
genetische Untersuchungsmethoden auf adaptive Gen-
marker ab, mit denen versucht wird Gene zu finden,
die fiir bestimmte Eigenschaften verantwortlich und
damit relevant fiir die Anpassung sind (Neale 2007).
Dabei geht man davon aus, dass Populationen mit
hoherer Diversitat in anpassungsrelevanten Genen
besser mit verdnderten Umweltbedingungen umgehen
kénnen. In den letzten Jahren wurde ein neuer Typ von
Genmarkern entwickelt, der auf Einzelnukleotidaustau-
schen in der DNA basiert und als SNPs (SNP = Single
Nucleotide Polymorphism) bezeichnet wird. Es gibt
inzwischen Hinweise, dass einige dieser SNPs bzw.
eine Kombination mehrerer SNPs mit Trockenstressto-
leranz, Winterhérte, Austriebszeit und Zeit des Blattfalls
assoziiert sind (Gonzalez-Martinez et al. 2006; Wachowiak
et al. 2009). Solche SNPs konnten als diagnostische
Werkzeuge benutzt werden, um Herkiinfte mit be-
stimmten Eigenschaften auszuwéhlen.

Auffinden anpassungsrelevanter Gene -
methodische Einsichten

An der Identifizierung von anpassungsrelevanten Ge-
nen wird seit einigen Jahren in Feld- und Laborversu-
chen gearbeitet (z.B. Finkeldey und Hattemer 2010). Phy-
siologische Studien unter kontrollierten Bedingungen
zeigen, dass auf bestimmte Umwelt- oder Stressfak-
toren spezifische Gene reagieren. Solche Fragestel-
lungen wurden anfangs an Modellpflanzen im Labor
studiert (Ingram und Bartels 1996) und spater dann auf
Baume ausgeweitet (Pinus pinaster, Costa et al. 1998;
Dubos et al. 2003). Fur die Lokalisierung von Genorten,
die fir Stressbewaltigung zustandig sind, kbnnen Stu-
dien der sogenannten »Genexpression« dienen. Genex-
pression ist der Vorgang, bei dem die genetische Infor-
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mation der Zelle in ein fiir den Stoffwechsel benotigtes
Produkt umgesetzt wird. Bei Waldbadumen sind Genex-
pressionsstudien aber noch wenig fortgeschritten. Auf
diesem Wege hat man z.B. bei einzelnen Genotypen
extreme Unterschiede in der Reaktion auf Trockenheit
gefunden (Street et al. 2006).

Abbildung 1: DNA-Extraktion bei der Buche Foto: AsP

SNP in einem Sequenzabschnitt

Abbildung 2: SNP in einem Sequenzabschnitt des Gens
ALDH bei unterschiedlichen Individuen, die an einer
bestimmten Stelle ein C (blau hintelegt), ein T (griin
hinterlegt) oder ein Y (weil3 hinterlegt) zeigen; das Y steht
flr den heterozygoten Status C und T an dieser Stelle
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Anpassungsrelevante Gene konnen auch tiber »Asso-
ziationsstudien« identifiziert werden. Diese Studien
versuchen, phéanotypische Variation mit allelischer
Variation in Kandidatengenen, d.h. mit Genen, die be-
kannterweise in Zusammenhang mit dem zu untersu-
chenden phénotypischen Merkmal stehen, zu ver-
binden (Gonzdlez-Martinez et al. 2008) und dadurch
anpassungsrelevante SNPs zu lokalisieren. Wenn die
Variation an einem oder mehreren Genorten in Kandi-
datengenen mit der Variation eines wichtigen Merk-
mals r»assoziiert« werden kann, konnen in einem
nachsten Schritt Allele identifiziert werden, die zur Aus-
wahl dieses Merkmals genutzt werden kénnen. Einige
Gene, die mit Trockenheitstoleranz in Verbindung
stehen, sind bereits bekannt und bei bestimmten
Baumarten auch untersucht (Pinus taeda, Gonzalez-
Martinez et al. 2006; Pinus halepensis, Grivet et al. 2009;
Pinus pinaster, Eveno et al. 2008). Im Vordergrund sol-
cher Untersuchungen stehen vor allem die beiden
mediterranen Kiefernarten, weil die Region, in der sie
wachsen, besonders stark vom Klimawandel und dem
prognostizierten Niederschlagsriickgang im Mittel-
meergebiet betroffen sein wird.

Die Eiche wird als Modellbaumart fir Studien be-
zliglich der Anpassungsfahigkeit an sich andernde
Umweltbedingungen verwendet, weil sie sehr grofde
Populationen bildet und hohe Variation in anpassungs-
relevanten Genen besitzt (Gailing et al. 2009). So wurde
bei Eiche die natiirliche Nukleotiddiversitat an Kandi-
datengenen, die am Blattaustrieb beteiligt sind, charak-
terisiert (Vornam et al. 2010) und dabei an einem Gen
eine vergleichsweise hohe Differenzierung entlang
eines Hohengradienten gefunden. Bei Traubeneiche
wurden kiirzlich statistisch signifikante Unterschiede
zwischen Populationen entlang eines klimatischen Gra-
dienten an drei Kandidatengenen fir Trockenstress
gefunden; bei Stieleiche fanden sich solche Unter-
schiede nur bei einem Gen (Homolka et al. 2013). Im
Rahmen eines européaischen Projektes (EVOLTREE)
wurden auch bei Buche erste Gene identifiziert, fiir die
Funktionen in der Reaktion auf Umweltfaktoren und
Stress angenommen werden (Kremer et al. 2010). Zuneh-
mend wird auch bei Buche tiber die Entdeckung und
Analyse von SNPs in Kandidatengenen berichtet, die
bei Trockenstress und Austrieb eine Rolle spielen
konnten (Seifert et al. 2012; Lalagle et al. 2014). Die
bisher gefundene Nukleotiddiversitét, d.h. die Anzahl
der SNPs in einem Gen, ist nach bisherigen Erkennt-
nissen bei Buche geringer als z. B. bei Eichen- und Pap-
pelarten (Lalagle et al. 2014).
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Analyse anpassungsrelevanter Gene

Der Analyse von anpassungsrelevanten Genen in na-
tiirlichen Populationen geht eine Analyse mit neutralen
Genmarkern voraus, um genetische Unterschiede,
deren Ursachen neutrale Prozesse sind, abzugrenzen
von solchen, die auf stressbedingte Selektion zuriick-
zufiihren sind. Neutrale Marker zeigen genetische Dif-
ferenzierung zwischen Bestdnden auf, die auf demo-
grafische oder anthropogen bedingte Prozesse (z.B.
Genfluss, Riickwanderungsgeschichte, waldbauliche
Behandlung) zurtickzuftihren ist. Solche Untersu-
chungen werden auch am ASP routineméf3ig durchge-
fahrt und bildeten auch in einem Projekt zur Analyse
anpassungsrelevanter Marker bei Buche den ersten
Schritt. Dabei wurde festgestellt, dass sich Buchenpo-
pulationen aus Deutschland und Bulgarien deutlich in
ihrer genetischen Zusammensetzung unterscheiden,
auch wenn sie auf Standorten mit &hnlichem Ariditats-
index stocken. Daher miissen sie bei der Analyse
anpassungrelevanter Gene getrennt betrachtet werden.

Die eigentliche Analyse beginnt mit der Auswahl po-
tenzieller Kandidatengene mit bekannter Funktion und
damit Relevanz fiir das zu untersuchende Merkmal
(z.B. Reaktion auf Trockenstress) durch Recherchen in
der Literatur und in Datenbanken. Die Anzahl solcher
Gene ist bei Waldbaumarten noch gering. Zum Auf-
finden weiterer Kandidatengene kann eine sogenannte
Transkriptomanalyse durchgefiihrt werden an Herkiinf-
ten, die im gewiinschten Merkmal moglichst unter-
schiedlich sind (z.B. Vorkommen auf trockenen und
feuchten Standorten). Fiir Buche hat eine solche Ana-
lyse am IGA-Udine (IT) im Auftrag des ASP zur Identi-
fizierung von 580.000 Positionen in der Basenabfolge
gefiihrt, an denen sich die Basen (Buchstaben) in der
DNA-Sequenz der Individuen unterscheiden. Daraus
wurden 10.000 hochqualitative SNPs ausgewahlt, die
zwischen Individuen der Herkiinfte von trockenen und
feuchten Standorten unterschiedlich waren. In einem
ersten Schritt wurden aus diesem umfangreichen
Datensatz iber Abgleich mit Datenbanken drei Gen-
fragmente ausgewdhlt, die moglicherweise mit Tro-
ckenstress in Verbindung stehen.

Als néchster Schritt erfolgt die Sequenzierung der aus-
gewdhlten Gene, in Individuen von feuchten und tro-
ckenen Standorten, d. h. das Ablesen der Basenreihen-
folge (Nukleotidreihenfolge) eines Gens. Dafiir werden
zuerst die gewiinschten Genfragmente (Kandidaten-
gene) in einer PCR-Reaktion (PCR = Polymerase-Ketten-
reaktion) vervielfaltigt. Anschlief3end erfolgt die eigent-
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liche Entschliisselung der Basen, ein als »Sequenzie-
rung« bezeichneter Vorgang. Dies geschieht voll auto-
matisiert in einem Sequenziergerat, das die Reihen-
folge der unterschiedlich fluoreszierenden Nukleotide
bestimmen kann. Die Sequenzierung ist zurzeit noch
sehr aufwandig und wesentlich kostenintensiver als
z.B. die Analyse der Kernmikrosatelliten. Fiir die Aus-
wertung der Sequenzen und die Berechnung der popu-
lationsgenetischen Parameter der analysierten Gene
kommen spezielle Computerprogramme zum Einsatz.
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Abbildung 3: Verteilung der SNPs am Gen ALDH innerhalb
der bulgarischen Buchenherkiinfte am Beispiel von zwei
Genorten (505 und 170)

Am ASP werden aktuell 400 Individuen aus 20 Buchen-
herkiinften aus Deutschland und Bulgarien an acht
potenziellen Kandidatengenen fiir Trockenstress unter-
sucht. Beispielhaft werden in Abbildung 3 erste Er-
gebnisse am Gen ALDH innerhalb der bulgarischen
Herkiinfte dargestellt. Am Genort 505 kommt in den
beiden feuchten Herktnften BG_Peschtera und
BG_Petrochan zu 6% die Base »A« vor. In den trocke-
nen Bestanden (BG_GotzeDelchev, BG_Kotel, BG_Ber-
kovitza, BG_Strumjani) kommt hier nur die Base »G«
vor. An einer anderen Stelle (170) innerhalb des Gens
ALDH zeigen Individuen der Herkiinfte BG_Peschtera
und BG_Petrochan keine Variation (nur Base G), Indi-
viduen der anderen bulgarischen Herkiinfte von tro-
ckenen Standorten zeigen dort neben »G« auch zwi-
schen 6% und 13% die Base »C«.

In den acht analysierten Kandidatengenen wurden ins-
gesamt 484 polymorphe Nukleotidpositionen gefun-
den, mit 14 bis 112 variablen Stellen je Gen (Tabelle 1).
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Anzahl der
Individuen mit
erfolgreicher
Sequenzierung

Fragmentldange
des Gens (bp)

Genfragment

Gen_53 390 154
DHN 383 510
APX4_1 347 674
APX4_2 352 635
ALDH 363 505
IDH1 343 512
Gen_154_1 338 894
Gen_8983_2 338 514

Tabelle 1: Genetische Parameter der acht sequenzierten
Genfragmente

Aus allen variablen Stellen werden pro Gen Haplo-
typen erstellt, deren Anzahl schwankte zwischen 22
und 203. Je hoher ihre Anzahl, umso variabler ist das
Gen. Die haplotypische Diversitat gibt Auskunft iber
die Verteilung der einzelnen Haplotypen. Kommen
wenige davon sehr haufig vor und viele wiederum
selten, ergibt sich daraus ein niedriger Wert. Sind sie
annahernd gleichverteilt, entsteht ein hoherer Wert.

Abbildung 4: Buchenbestand in Bulgarien. Ffoto: AsP
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Variable Stellen

Anzahl der
Haplotypen

Haplotypische
Diversitat

0,421
49 59 0,736
66 81 0,867
43 49 0,841
45 41 0,383
52 48 0,795
103 93 0,827
112 203 0,893

Das bedeutet, dass je mehr Haplotypen in einer Popu-
lation vorkommen und je gleichmafiger sie verteilt
sind, die Wahrscheinlichkeit umso hoher ist, dass die
Population auf unterschiedliche Umweltsituationen
positiv reagieren kann.

Fazit

Die hier dargestellten Untersuchungen bilden die
Grundlage fiir weitere Studien in Richtung genetische
Variation adaptiver Merkmale. Diese Arbeiten stehen
bei Baumen erst am Anfang und es ist in Zukunft noch
mehr Arbeit nétig. Um den Zusammenhang zwischen
einem bestimmten SNP und dem betreffenden Merk-
mal herstellen und gut absichern zu kénnen, miissen
eine grof3e Anzahl von Individuen fiir dieses Merkmal
phénotypisiert und genotypisiert werden. Dies wird
nur mittels Hochdurchsatztechnologien méglich sein.
Fur die Anwendbarkeit von adaptiven Markern fir die
Praxis miissen die Ergebnisse noch in weiteren Stu-
dien abgesichert werden.
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Summary: The analysis of adaptive genes, responsible for
certain characteristics, gains importance also in forest
trees. Especially under climate change the forest practice
needs prompt decision support for choosing the right pro-
venance. Thereby SNP-markers should aid in the process of
recommending forest reproductive material, which is able
to cope with specific stress conditions. Gene expression
and association studies are currently underway in order to
link phenotypic traits and reaction to stress conditions
with the underlying genes. Mainly in poplar, pine and oak
several adaptive SNPs have already been developed, which
should now be transferred to other tree species. ASP cur-
rently explores this possibility for beech using 20 proven-
ances mainly from Germany and Bulgaria. Eight potential
candidate genes for drought resistance are focused on.
First results show large differences in the variability of the
analyzed candidate genes. They form the basis of further
studies dealing with drought tolerance in this tree species.
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