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Zusammenfassung  

Anhand von über 500 Individuen sind für 14 Populus-Arten SNP- und InDel (Insertionen/Deletionen) -
Marker sowohl im Chloroplastengenom (cp) als auch im Kerngenom entwickelt worden. Unter 
Einsatz von 24 Abschnitten im cp-Genom wurden insgesamt über 200 variable Nukleotidstellen 
gefunden. Von diesen waren pro Art einer bis zu 30 SNPs/InDels  artspezifisch, also jeweils nur in 
einer Art zu finden. Mit Hilfe dieser cp-Marker wird der mütterliche Teil einer Kreuzung und damit 
die Kreuzungsrichtung verifiziert. In fünf Bereichen des Kerngenoms wurden etwa 190 Nukleotid-
Variationen gefunden, die pro Art in einem bis zu 17 artspezifischen SNPs/InDels resultierten. Im cp-
Genom konnten so insgesamt für die untersuchten Arten über 100 und im Kerngenom 70 
artspezifische Variationen entdeckt werden.  

Die Kombination dieser Marker ermöglicht die eindeutige Identifizierung von 13 der 14 untersuchten 
Arten. Ebenso können anhand mehrerer Kernmarker Genealogien zurückverfolgt und Komplex-
hybride identifiziert werden.  

Schlüsselworte: Populus, Einzel-Nukleotid-Austausch (SNP), Insertion/Deletion (InDel), Chloroplast, 
Kern-Genom  

 

Abstract  

Application and benefits of molecular markers for breeding purposes within the genus Populus  

500 individuals of 14 poplar species have been used to develop SNP- and InDel (insertions/deletions) 
-markers within the chloroplast (cp) and the nuclear genome. Using 24 region of the chloroplast, 
more than 200 nucleotide variations were detected. Per species one to 30 SNPs/InDels have been 
identified to be species-specific, thus existing in only one species. The cp-makers are used to verify 
the maternal part of a crossbreeding and therefore the direction of the crossbreeding. For the 
nuclear genome, in five genes about 190 nucleotide variations could have been detected with one to 
17 species-specific SNPs/InDels per species. In total, within the cp genome over 100 and in the 
nuclear genome 70 species-specific variations have been detected. The combination of these 
markers allows the clear identification of 13 of the 14 investigated species. Furthermore, with help of 
several nuclear markers tracking of genealogies and identification of complex hybrids is possible.  

Keywords: Populus, single nucleotide polymorphism (SNP), Insertion/Deletion (InDel), chloroplast, 
nuclear genome  

 

Einleitung 

Die etwa 29 Arten der Gattung Populus werden systematisch in sechs Sektionen eingeteilt (Populus, 
Tacamahaca, Ageiros, Abaso, Turanga und Leucoides) (Eckenwalder 1996). Innerhalb und zwischen 
diesen Sektionen gibt es eine große Hybridisierungskapazität diverser Arten. Zum Teil sind diese 
Hybridisierungen natürlichen Ursprungs, sie werden aber auch gezielt gezüchtet, da insbesondere 
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viele zwischenartliche Hybriden eine hohe Leistungsfähigkeit aufweisen (Licht und Isebrands 2005, 
vande Walle et al. 2007) und damit vielfach für Kurzumtriebsplantagen eingesetzt werden. Diese 
intersektionelle Kreuzungskompatibilität von Populus-Arten ist zwar für die Züchtung von großem 
Vorteil, für die Identifizierung von Arten innerhalb von Kreuzungen jedoch eine große Heraus-
forderung. So existieren heute zahlreiche Kreuzungen und Rückkreuzungen, deren ursprüngliche 
Kreuzungspartner nicht mehr immer unbedingt anhand von Aufzeichnungen nachvollziehbar sind. 
Jedoch muss für die Anmeldung neuer Klone die Genealogie nachweisbar sein. In dem hier vorge-
stellten Arbeitspaket des FNR-finanzierten Projekts „FastWood“ lag daher der Schwerpunkt auf der 
Entwicklung von molekularen Markern zur Identifizierung von Arten und Hybriden sowie deren 
Kreuzungsrichtung, um die Genealogie von bekannten und neuen Pappelklonen belegen zu können. 

 

Material und Methoden 

Untersuchungsmaterial  

Insgesamt wurden 14 Arten aus vier verschiedenen Sektionen mit unterschiedlicher Anzahl an 
Individuen je Art (zwischen einem und 270 Individuen) für die Untersuchungen verwendet. Aus der 
Sektion Populus waren dies die drei Arten P. alba, P. tremula und P. tremuloides, die Sektion Aigeiros 
ist mit den acht Arten P. trichocarpa, P. maximowiczii, P. cathayana, P. koreana, P. simonii, 
P. szechuanica, P. ussuriensis und P. balsamifera vertreten, außerdem wurden die zwei Schwarz-
Pappeln (Sektion Tacamahaca) P. nigra und P. deltoides sowie P. wilsonii aus der Sektion Leucoides 
verwendet. Die Individuen stammen aus dem Arboretum des Thünen-Instituts für Forstgenetik in 
Großhansdorf, von Kollegen des Thünen-Instituts für Forstgenetik in Waldsieversdorf, der Nordwest-
deutschen Forstlichen Versuchsanstalt (NW-FVA) in Hann. Münden, des Bayrischen Amts für 
forstliche Saat- und Pflanzenzucht (ASP) in Teisendorf, des Staatsbetriebs Sachsenforst (SBS) in 
Graupa sowie aus den Botanischen Gärten Marburg, Hamburg, Tübingen und Dresden.  

 

DNA-Extraktion und PCR-Amplifikation  

Je 1 cm2 eines Blattes wird in flüssigem Stickstoff in einer Retschmühle zu Pulver zermahlen. Die DNA 
wird nach einem leicht modifizierten ATMAB-Protokoll (Dumolin et al. 1995) extrahiert. Für die PCR-
Reaktion wird ein Standardprotokoll verwendet, das in Schroeder et al. (2012) und SCHROEDER & 

FLADUNG 2014 detailliert beschrieben ist. Die annealing Temperaturen in der PCR-Reaktion sind auf 
die jeweils verwendeten Primer angepasst und liegen zwischen 50°C und 65°C. Die Amplifikations-
produkte werden in einem mit Rotisafe (Carl Roth, Karlsruhe) angefärbten Agrosegel sichtbar 
gemacht.  

 

Untersuchte Regionen 

Insgesamt sind 23 barcoding Regionen und 17 neu generierte Primerkombinationen des 
Chloroplasten untersucht worden. Die Erstellung der Primer erfolgte anhand des P. trichocarpa 
Genoms (Tuskan et al. 2006). Detaillierte Informationen zu den Primern finden sich in Schroeder und 
Fladung (2010) und Schroeder et al. (2012). Aus dem Kerngenom wurden die Gene 
Gibberellinoxidase 20 (GA20ox), LEAFY, TB1 und zwei Introns des KNOX-Gens verwendet. 

 

Ergebnisse 

SNP- und InDel-Marker 

Als SNP (single nucleotide polymorphism) wird der Austausch einzelner Basen (Nukleotide) in der 
Sequenzabfolge bezeichnet, der in einer Population oder innerhalb einer Art manifestiert ist. Ein 
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InDel (Insertion/Deletion) ist ein Längenunterschied in der Sequenz verschiedener Populationen bzw. 
Arten. Als artspezifisch wird ein SNP oder InDel bezeichnet, wenn alle Individuen einer Art diesen 
Polymorphismus aufweisen und dieser bei keinem Individuum einer anderen Art zu finden ist. 
Chloroplasten (cp) werden bei Angiospermen rein mütterlich vererbt, so dass die cp-Marker für die 
Identifizierung der Mutter einer Kreuzung und damit der Kreuzungsrichtung verwendet werden, 
während die SNPs und InDels im Kern für die Identifizierung beider Kreuzungspartner und damit 
Hybriden eingesetzt werden.  

Von den 40 erwähnten Bereichen des Chloroplasten-Genoms konnten bis zu 24 für die Analyse der 
14 Arten herangezogen werden. Insgesamt wurden so gut 200 Nukleotidvariationen (SNPs oder 
InDels) gefunden, von denen über 100 artspezifisch waren (Tabelle 1). Im Kerngenom war die Anzahl 
der insgesamt gefundenen Nukleotidvariationen nicht wesentlich geringer (etwa 190), allerdings 
waren hier nur gut 70 der Variationen auch artspezifisch (Tabelle 1).  

 

Tabelle 1:  Übersicht über die Anzahl an artspezifischen SNPs und InDels im Chloroplasten (cp) und im 
Kerngenom für die 14 untersuchten Pappelarten. 

Art 
Abk.  

(Abb. 1) 
cp artspezifisch:  

SNPs / InDels 
Kern artspezifisch:  

SNPs / InDels 

P. alba alb 4 / 3 12 / 5 
P. tremula tre 14 / 7 7 / 0 
P. tremuloides tro 31 / 11 0 / 0 
P. nigra nig 7 / 3 14 / 0 
P. deltoides del 9 / 4 15 / 0 
P. trichocarpa tri 7 / 1 9 / 0 
P. maximowiczii max 1 / 2 2 / 0 
P. cathayana  0 0 
P. koreana kor 0 0 
P. simonii sim 1 / 1 4 / 1 
P. szechuanica sze 2 / 0 2 / 0 
P. ussuriensis ussu 0 0 
P. balsamifera bal 0 1 / 0 
P. wilsonii wil 4 / 3 1 / 0 

 

Durch die Kombination mehrerer artspezifischer Marker ist die Identifizierung von 13 der Arten 
möglich. Für P. cathayana liegen zurzeit noch zu wenig Daten für eine eindeutige Aussage vor. In 
Abbildung 1 ist ein solches Multiplexing im Detail gezeigt: (A) Über einen Längenpolymorphismus 
(InDel) im TB1-Gen werden P. alba mit immer 460 Basenpaaren (bp) und P. simonii mit einer Länge 
von immer 474bp unterschieden. Weiterhin haben bei dieser Variation alle P. tremula und 
P. tremuloides immer eine Länge von 469bp. Es verbleiben 10 Arten, die alle ein InDel im TB1-Gen 
mit einer Länge von 458bp lang aufweisen. (B) P. tremula und P. tremuloides werden im nächsten 
Schritt durch einen SNP im KNOX3-Gen unterschieden. (C) Zwei SNPs im TB1-Gen ermöglichen 
darauffolgend die Identifizierung von P. deltoides und von P. trichocarpa und die gemeinsame 
Gruppierung von P. nigra und P. wilsonii sowie den restlichen fünf Arten. (D) Ein SNP im LEAFY-Gen 
trennt anschließend P. nigra und P. wilsonii voneinander. (E) Im GA20ox-Gen führt ein SNP zur 
Differenzierung von P. szechuanica und die Arten P. koreana, P. ussuriensis und P. maxomiwiczii 
haben ein gemeinsames InDel, was zur Identifizierung von P. balsamifera führt. (F) P. koreana wird 
über einen SNP im KNOX-Gen identifiziert und schließlich (G) kann noch P. ussuriensis von 
P. maximowiczii über einen SNP im TB1-Gen getrennt werden. So erbringt die Anwendung von sieben 
Markern die Differenzierung von insgesamt 13 Pappelarten.  
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Abb. 1:  Differenzierung von 13 Pappelarten über ein Ausschlussverfahren mit SNPs und InDels in vier 
verschiedenen Kerngen-Abschnitten. Nähere Erläuterung: siehe Text (Abk. s. Tabelle 1)  

 

Anwendungsbeispiele 
Bisher durchgeführte Untersuchungen mit einer Reihe von SNP-Markern zeigen, dass viele der 
untersuchten Klone aus Mehrfach-Hybridisierungen sowohl innerartlich als auch zwischen 
verschiedenen Arten und sogar zwischen Arten verschiedener Sektionen hervorgegangen sind. Für 
eine präzise Charakterisierung von Mehrfach-Hybridisierungen wird eine Kombination von cp- und 
Kern-Markern verwendet, um sowohl bezüglich beteiligter Arten als auch der Genealogie eine 
höhere Auflösung zu erzielen.  

Im ersten Beispiel wird die Überprüfung der Genealogie einer Pappelprobe erörtert: Waren die Eltern 
einer als Balsampappel deklarierten Probe reine Arten oder Hybriden?  

Anhand des in Abbildung 1 dargestellten Schemas wurde der Artstatus und anhand von spezifischen 
Chloroplasten-Markern die Kreuzungsrichtung festgestellt. Es handelte sich um einen Hybriden aus P. 
maximowiczii (Mutter) und P. trichocarpa (Vater). Anschließend wurde die Probe mit Hilfe von 
artspezifischen Kern-Markern für P. maximowiczii und P. trichocarpa auf Heterozygotie überprüft. 
Abbildung 2 gibt einen Überblick über die Rückverfolgung der Genealogie dieser Pappelprobe. 
Dargestellt sind sowohl die Chloroplasten-Marker, die zur Überprüfung der Kreuzungsrichtung 
dienten als auch zwei verwendete Kern-Marker. Sind die Eltern reine Arten, dann müssten sie bei 
beiden Markern homozygot gewesen sein. Der erste Kern-Marker ergab für die untersuchte Probe 
einen Hybriden aus den beiden Elternarten. Mit diesem Ergebnis könnte es sich bei der Probe um 
einen F1-Hybriden handeln, der aus homozygoten Eltern hervorgegangen sein kann. Es sind aber 
neben dieser Möglichkeit auch bereits Hybrid-Eltern denkbar (Abb. 2). Die Hinzunahme eines zweiten 
Kern-Markers ergab für die Probe keine Heterozygotie, so dass hiermit bereits belegt werden konnte, 
dass es sich nicht um einen F1-Hybriden handeln kann, sondern bereits Rückkreuzungen stattge-
funden haben müssen. Der Vater muss nach diesem Ergebnis bereits ein Hybrid aus P. maximowiczii 
und P. trichocarpa gewesen sein, die Mutter könnte eine reine P. maximowiczii oder ebenfalls ein 
Hybrid gewesen sein (Abb. 2).  
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 Chloroplast Kern 1 

Probe 1 A AT 

Mögliche Eltern ♀: A  x  ♂: T AA x TT / AT x AT / AT x TT / AA x AT 

 Chloroplast Kern 2 

Probe 1 G GG 

Mögliche Eltern ♀: G  x  ♂: C GC x GC / GG x GC / GC x CC / GG x CC  

Abb. 2:  Darstellung der Überprüfung der Eltern eines Hybriden aus P. maximowiczii und P. trichocarpa. Beim 
Kern-Marker 1 hätten eine reine P. maximowiczii AA und eine reine P. trichocarpa TT, bei Kern-Marker 2 wären 
es entsprechen für eine reine P. maximowiczii GG und eine reine P. trichocarpa CC. Über den Kern-Marker 2 ist 
damit geklärt, dass die Eltern nicht homozygot gewesen sein können (Durchgestrichene Kombinationen in Zeile 
„Mögliche Eltern“ bei Kern-Marker 2). Nähere Erläuterung: siehe Text.  

 

Als zweites Beispiel dient die Überprüfung einer Pappelprobe,  die als homozygote P. simonii 
deklariert war. Nach der Etablierung der Marker werden, soweit zeitlich möglich, alle eingehenden 
Pappelproben auf die Richtigkeit der Artangaben überprüft. Die P. simonii Probe wurde zunächst mit 
einem spezifischen Chloroplasten-Marker getestet. Dieser ergab nicht P. simonii. Ein Test mit 
weiteren artspezifischen cp-Markern ergab schließlich P. trichocarpa als Mutter. Ein artspezifischer 
Kern-Marker für P. simonii ergab ein positives Ergebnis. Weitere Kern-Marker wurden angewendet, 
um festzustellen, ob es sich um eine Komplexhybride handelt. Tatsächlich konnte auch 
P. maximowiczii nachgewiesen werden. Es handelte sich also um eine Komplexhybride aus 
(P. trichocarpa x P. maximowiczii) x P. simonii.  

 

Schlussfolgerungen 
Es gibt einige Studien, die sich mit der Entwicklung von SNP-Markern speziell für Pappeln beschäf-
tigen (Fladung und Buschbom 2009, Meirmans et al. 2007, Gilchrist et al. 2006, Ingvarsson 2005), 
jedoch handelt es sich dabei meistens um Ansätze mit nur wenigen Pappelarten. Die Suche nach 
artspezifischen SNPs, die eine Differenzierung von 14 Arten innerhalb einer Gattung ermöglicht, ist 
eine Herausforderung und damit eher selten. Mit dem hier beschriebenen Ansatz ist es gelungen, die 
in kommerziell genutzten Kreuzungen häufig verwendeten Arten eindeutig zu identifizieren. Damit 
können Pappelklone, die für Kurzumtriebsplantagen verwendet werden sollen, auf korrekte 
Deklarierung hinsichtlich Art und Kreuzungshistorie überprüft werden. Ebenso kann der Artstatus 
potentieller Kreuzungspartner für Neuzüchtungen verifiziert werden. Mit den entwickelten SNP-
Markern können Arten und Kreuzungsrichtung sowohl von bekannten Klonen als auch von Hybriden 
oder Arten, die aus natürlichen Populationen stammen, identifiziert werden. Die Rückverfolgung der 
Genealogie ist ebenso möglich wie die Aufschlüsselung von Komplexhybriden.  

Für einige der SNP-Marker konnten bereits kostengünstig und schnell umzusetzende PCR-RFLPs 
entwickelt werden, d. h. die Identifizierung der Arten erfolgt über eine Restriktion und die 
Auftrennung auf Gelen. Wenn die SNPs in Bereichen ohne Restriktionsenzyme liegen, wird auf 
Sequenzierungen zugegriffen. Die InDels können entweder ebenfalls auf Gelen identifiziert werden, 
wenn es sich um größere Längenunterschiede handelt, oder aber auf dem Sequenzierer analysiert 
werden, auf dem auch ein Unterschied von nur einer Base auflösbar ist.  
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