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Triploide Buchen (Fagus sylvatica 1.) am Rande des

Verbreitungsgebiets gefunden

Heike LiesesacH und GiseLa NAUJOKS

Zusammenfassung

Erstmals wurden bei der Buche (Fagus sylvatica)
triploide Individuen (2n = 3x) nachgewiesen.
Zwei Biaume zeigten 3 Allele bei der Genotypi-
sierung mit nuklearen Mikrosatellitenmarkern.
In Blattmaterial eines Baumes konnte mit der
Methode der Flowzytometrie ein 1,5-facher
DNA-Gehalt in den Zellkernen im Vergleich zu
diploiden Buchen (2n = 2x) gemessen werden.
Die beiden Biume stammen aus Saatgut einer
spanischen Provenienz und wurden in einem
forstlichen Herkunftsversuch gefunden. Das
Vorkommen abweichender Ploidiestufen unter
extremen Umweltbedingungen, wie sie an den
Rindern von Verbreitungsgebieten vorkommen
konnen, wird diskutiert.

Summary

For the first time, triploid individuals (2n = 3x)
were detected in beech (Fagus sylvatica). Geno-
typing with microsatellite markers revealed two
trees showing 3 alleles. In leaves of one tree,
flowcytometric analysis showed a 1.5-fold DNA
content of the nuclei compared with diploid
beech (2n = 2x). The two trees originate from
seeds of a Spanish provenance and were disco-
vered in a forest progeny trial. The occurrence of
deviant ploidy levels in extreme environmental
conditions is discussed.
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Einleitung

Die Verbreitungsgebiete von Geholzarten sind in
erster Linie vom Vorhandensein der erforderli-
chen klimatischen Bedingungen abhingig, wer-
den aber auch von der nacheiszeitlichen Riick-
wanderungsgeschichte und den Konkurrenzbe-
dingungen beeinflusst (s. auch BrRown et al.
1996). Meist befinden sich im Zentrum der Ver-
breitungsgebiete mehr oder weniger optimale
Umweltbedingungen fiir das Wachstum und die
Reproduktion der jeweiligen Art, wihrend an
den Rindern des Verbreitungsgebiets ein oder
mehrere Umweltfaktoren das Uberleben und die
Fortpflanzung immer mehr einschrinken kon-
nen. Innerhalb des Verbreitungsgebiets ist des-
halb eine gewisse Variation anpassungsrelevanter
Merkmale wie z.B. Frosthirte oder Austriebs-
oder Blutezeitpunkt zu erwarten und bei Forst-
baumen schon vielfach experimentell bestatigt
worden.

Die Rot-Buche (Fagus sylvatica) als wirt-
schaftlich wichtigste Laubbaumart in Deutsch-
land spielt in der forstlichen Forschung eine zen-
trale Rolle. Thr grofles Verbreitungsgebiet in den
gemafligten und warmgemafligten Klimaten Eu-
ropas (FELBERMEIER & MosanpL 2010) und ihr
entsprechend grofles Anpassungspotential an
unterschiedliche Gegebenheiten macht ihre Be-
deutung auch unter den Bedingungen des Klima-
wandels deutlich. Die Buche, eine weit verbrei-
tete, bestandesbildende Baumart, ist mondzisch,
wird windbestaubt und dabei hauptsichlich
fremdbefruchtet. Zunehmend wird versucht,
phinotypische, 6kologische und physiologische
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Merkmale wie Wachstum und Phinologie mit
genetischen Parametern in Verbindung zu brin-
gen. Wertvolle Informationen zur Anpassungsfa-
higkeit und zur phinotypischen Merkmalsaus-
priagung im Verbreitungsgebiet und unter ver-
schiedenen Umweltbedingungen konnen aus
forstlichen Herkunftsversuchen gewonnen wer-
den.

Die Chromosomenzahl von E sylvatica wurde
erstmals 1929 von WETZEL mit 2n = 24 ermittelt.
Spatere Untersuchungen zeigten, dass 58 Arten
der Gattungen Quercus, Castanea und Fagus
(Fagaceae) einheitlich diese Chromosomenzahl
aufweisen (ARMSTRONG & WYLIE 1965). Abwei-
chungen davon treten gelegentlich auf und wur-
den bisher mehrmals fir Eichen gefunden. Eine
umfangreiche mikroskopische Untersuchung
wurde von JoHNssON (1946) durchgefthrt, der
bei 729 Simlingen der Stiel-Eiche 3 triploide
Pflanzen fand, wihrend unter 102 untersuchten
Buchen-Siamlingen alle diploid waren. Eine tri-
ploide Stiel-Eiche in einem ca. 90 Jahre alten Be-
stand bei Eberswalde-Chorin fiel bei Isoenzym-
analysen durch das Vorhandensein von 3 Allelen
auf und wurde mit Chromosomenzihlungen
bestatigt (Naujoxs et al. 1995). Weitere Berichte
iber 2 triploide Stiel-Eichen finden sich bei Bu-
TORINA (1993), und tber 5 triploide Stiel-Eichen
bei LErorT & DoucLas (1999), sowie tber je
eine Stiel- und eine Trauben-Eiche bei DziaLux
et al. (2007). Auch von anderen Baumarten wie
Aspe (MUNTZING 19362, NiLssoN-EHLE 1936),
Birke (JomnssoN 1944), Esche (ARMSTRONG
1982), Pappel (BrapsHAW & STETTLER 1993),
Ulme (SHERALD et al. 1994), Akazie (BLAKESLEY
et al. 2002) gibt es Berichte uber polyploide Indi-
viduen. Bei der Buche sind Abweichungen vom
normalen Ploidiegrad bisher nicht bekannt
(KREMER et al. 2007). Trotz sehr sorgfaltiger Re-
cherche, sowohl in aktueller als auch in ilterer
Fachliteratur, konnten keine Hinweise darauf
gefunden werden. Ein erster Nachweis wird hier
vorgestellt.
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Material und Methoden

Pflanzenmaterial

Das Thinen-Institut fiir Forstgenetik hat einen
internationalen Buchenherkunftsversuch initi-
iert, der gemeinsam mit vielen europiischen Ko-
operationspartnern etabliert wurde. Er umfasst
insgesamt 128 Herkiinfte aus dem Verbreitungs-
gebiet und wurde an 23 Standorten in Europa im
Jahr 1995 mit zweijahrigen Pflanzen angelegt (M.
LieseBacH 2012a). Mit einer Auswahl von 6
Herkiinften von der Fliche Schidtbek in Schles-
wig-Holstein (Abb. 1) wurden mehrere detail-
lierte Untersuchungen durchgefthrt, unter ande-
rem auch genetische Charakterisierungen.

Genetische Charakterisierung mit DNA-
Markern

Von den bisher zur Verfiigung stehenden geneti-
schen Markern fir die Buche wurden nukleare
Mikrosatellitenmarker (SSRs = simple sequence
repeats) verwendet, die im Vergleich zu den fri-
her verwendeten Isoenzymmarkern wesentlich
mehr variieren und mehr Information enthalten.
Chloroplasten-DNA-Marker sind nach bisheri-
gen Erkenntnissen in W-, M- und O-Europa
kaum variabel (DEMESURE et al. 1996). Soge-
nannte adaptive Marker, die mit bestimmten phi-
notypischen Merkmalen assoziiert sind, befinden
sich erst in der Entwicklung. Die hier verwende-
ten SSR-Marker werden kodominant vererbt
und folgen den Mendelschen Gesetzen. Bei ho-
mozygoten Genotypen ist nur ein Allel zu beob-
achten, das in doppelter Dosis auftritt. Bei hete-
rozygoten Genotypen dagegen werden zwei
verschiedene Allele beobachtet. Bei triploiden
Individuen konnen an einem Marker bis zu drei
verschiedene Allele vorkommen.

Die DNA-Extraktion erfolgte mit einer Stan-
dardmethode modifiziert nach Dumorin et al.
(1995). Insgesamt wurden 14 Mikrosatelliten-
Marker verwendet, wobei die in einer ersten Un-
tersuchung (H. LieseBacu 2012) eingesetzten
Marker mit weiteren, neu entwickelten (LEFEVRE
etal. 2012) erginzt wurden.
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AbD. 1: Verbreitungsgebiet der Rot-Buche (Fagus sylvatica L.) und Herkunftsorte der genetisch untersuchten
Buchen (farbige Kreise) sowie des Versuchsstandorts Schiadtbek (Quelle: http://www.euforgen.org/distribution-

maps/)

Bestimmung des Ploidiegrads durch Flowzy-
tometrie

Zur Ergianzung der genetischen Charakterisie-
rung mittels DNA-Markern wurde in einigen
Fillen eine Untersuchung durch Flowzytometrie
herangezogen. Diese Methode ermdglicht es, den
DNA-Gehalt in den Zellkernen nach vorheriger
Anfirbung, anschliefender Anregung zur Fluo-
reszenz und Registrierung der Signale zu bestim-
men. Garrors et al. (1999) verwendeten diese
Methode bei Buche, um den DN A-Gehalt von 4
Varietiten zu ermitteln. Beim hier vorgestellten
Buchenherkunftsversuch wurde die flowzyto-
metrische Analyse in Anlehnung an die von
EwaLp et al. (2009) beschriebene Methode
durchgefiihrt. Unter Verwendung eines modifi-
zierten Puffers wurden die Zellkerne aus Blatt-
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material von im Gewichshaus angetriebenen
Zweigen isoliert und mit DAPI (4,6-Diamidino-
2-phenylindol) gefiarbt. Die Suspension der ge-
firbten Zellkerne wurde dann im CyFlow Ploidy
Analyser auf ihre Fluoreszenz untersucht. Als
interner Standard dienten Blitter von einem di-
ploiden Kontrollbaum (A5-77) derselben Ver-
suchsfliache. Durch die Herstellung von Misch-
proben der diploiden Kontrolle mit den Proben
von unbekanntem Ploidiegrad lief§ sich die Fluo-
reszenz der Zellkerne beider Individuen direkt
vergleichen. Die Mess-Ergebnisse wurden als
Histogramm dargestellt, dessen Peaks fiir den
relativen DNA-Gehalt mit der Software des
Flowzytometers analysiert wurden. Von den un-
terschiedlichen Peak-Positionen der Fluores-
zenzsignale konnte man dann auf den Ploidie-
grad des Pflanzenmaterials schlieflen.
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Ergebnisse

Hinweis auf triploide Individuen

Unter den insgesamt 315 untersuchten Buchen
von 6 Herkiinften wurden 2 Individuen mit 3
Allelen an einem oder an mehreren Markern ge-
funden. Die Individuen mit den Bezeichnungen
A5-19 und A5-90 stammen beide aus der spani-
schen Herkunft ,,Anguiano®, von der insgesamt
50 Individuen untersucht wurden.

Das Auftreten von 3 verschiedenen Allelen bei
triploiden Pflanzen, deutlich erkennbar an 3
Peaks des betreffenden Markers (Abb. 2), war
schon aus anderen Untersuchungen mit dersel-
ben Methode bekannt, z.B. vom Olbaum (BEs-
NARD & Baari-CHERIF 2009) oder von Pappeln
(H. LieseBacH et al. 2011, 2015, Mock et al.
2012). Es war deshalb der Anlass gegeben, den
vermuteten erhohten Ploidiegrad, der bei dieser
Baumart bisher nicht beobachtet wurde, mit der
Methode der Flowzytometrie direkt zu tiberprii-
fen.

Phinotypische Beobachtungen

Insgesamt sind auf der Versuchsfliche noch 86
der urspriinglich 150 gepflanzten Biume der spa-
nischen Herkunft ,,Anguiano® vorhanden. Sie
verhilt sich im durchschnittlichen Wachstum
und in der Uberlebensrate im Vergleich zu den 5
anderen Herkiinften auf der Versuchsfliche we-
nig abweichend (M. LieseBacH 2012b). Die bei-

den betreffenden Baume A5-19 und A5-90 wur-
den jedoch wiahrend der Entnahme der Zweig-
proben in ihrem Wuchs und ihrer Vitalitdt auf
der Versuchsfliche als deutlich unterdurch-
schnittlich innerhalb der spanischen Herkunft
eingeschatzt. Vom Baum A5-19 konnte kein le-
bendes Zweigmaterial mehr gewonnen werden,
da er auf der Versuchsfliche zwischenzeitlich
abgestorben war.

Der Austrieb von Blittern im Gewichshaus
war bei den Zweigen des Baums A5-90 sparli-
cher als bei den Zweigen der diploiden Ver-
gleichsbaume. Dadurch stand wenig Blattmate-
rial fiir die flowzytometrische Untersuchung zur
Verfligung. Die wenigen ausgetriebenen Blitter
zeigten allerdings keine verdnderte Morphologie
im Vergleich zu den Blattern der Kontrollbdume.
Eine Lingenmessung der Stomata ergab nur ge-
ringe, nicht signifikante Unterschiede zwischen
der triploiden Probe und einer diploiden Ver-
gleichsprobe, obwohl in anderen Fillen deutlich
groflere Stomata bei triploiden Pflanzen beob-
achtet wurden (u.a. Naujoks et al. 1995).

Flowzytometrie

Nach mehreren Einzelldufen von Blattproben
der Biume A5-90 und A5-77 im Flowzytometer
sind auch drei Durchliufe mit Mischproben ge-
lungen (Abb. 3). Fir die diploide Vergleichs-
probe A5-77 wurde eine mittlere Peakposition
von 51,17 + 0,06 ermittelt. Die Werte fiir die
Probe von unbekanntem Ploidiegrad des Baums

Abb. 2: Ausschnitt aus DNA-Fingerprints von 2 triploiden Buchen mit jeweils 7 Markern (beschriftet sind nur

die Marker, die 3 verschiedene Allele zeigen)
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A5-90 lagen im Mittel bei 74,86 + 0,15. Daraus
lief§ sich errechnen, dass die Zellkerne aus Blit-
tern des Baums A5-90 das 1,5-Fache an DNA im
Vergleich mit dem diploiden Kontrollbaum
enthielten, also triploid sein sollten.

Diskussion

Zu den normalerweise diploiden Baumarten mit
einzelnen triploiden Individuen kann die Buche
als ein weiteres Beispiel hinzugefiigt werden. Die
Existenz einer triploiden Buche (A5-90) der spa-
nischen Herkunft ,, Anguiano® auf der Versuchs-
fliche Schadtbek wurde mit der Methode der
Flowzytometrie nachgewiesen. Es ist deshalb
anzunehmen, dass auch die zweite inzwischen
abgestorbene Buche (A5-19), die das typische
Genotypenmuster eines triploiden Individuums
aufwies, mit hoher Wahrscheinlichkeit triploid
war.

Triploide oder tetraploide Individuen einer
sonst diploiden Art konnen phinotypische Ab-
weichungen in zwei Richtungen zeigen. Einer-
seits werden groflere und dickere Blitter (JoHNs-
SON 1945, Lu et al. 2014) und gesteigertes Wachs-
tum beobachtet (z. B. NiLssoN-EHLE 1936), was
sie u.a. fur die Zuchtung interessant macht
(Yanc et al. 2006, ULricH & Ewarp 2014).
Auch hohere Resistenzen wurden beobachtet,
wie eine von SHERALD et al. (1994) zufillig ge-
fundene triploide Ulme zeigte. Sie wurde als re-
sistent gegentiber dem Erreger des Ulmenster-
bens eingestuft.

Andererseits kommen auch verlangsamtes
Wachstum und keine oder sehr erschwerte sexu-
elle Reproduktion vor (Beispiele von krautigen
Pflanzen s. MUNTZING 1936b). Bei den beiden
hier beschriebenen triploiden Buchen war eben-
falls eine geringere Vitalitit im Vergleich zu Biu-
men derselben Herkunft zu beobachten.

Die triploide Eiche von Chorin (Naujoks et
al. 1995) zeigte einen deutlich reduzierten Re-
produktionserfolg. Obwohl sie von ihrem
Wachstum her mit den anderen Eichen des Be-
stands vergleichbar war, waren die Nachkommen
aus den in mehreren Jahren gewonnenen Samen
nur iiber einen begrenzten Zeitraum lebensfihig.
Die wenigen gebildeten, aber voll entwickelten
Samen keimten zu rund 50 %. Die meisten Jung-
pflanzen zeigten eine abnorme Spross- und
Blattmorphologie und konnten in der Erdkultur
nicht linger als 10 Jahre am Leben erhalten wer-
den (Naujoks unverdff.). Die Simlinge der oben
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Abb. 3: Hiufigkeitsverteilung des relativen DNA-
Gehalts der diploiden Buche A5-77 und der triploi-
den Buche A5-90, jeweils einzeln und in einer Misch-
probe im CyFlow Ploidy Analyser untersucht.

beschriebenen triploiden Ulme zeigten eine
grofle Variation des Hohenwachstums sowie der
Blattform und -grofle und hatten nur geringe Vi-
talitdt.

Friher wurden individuelle Abweichungen
vom arttypischen Ploidiegrad meist zufillig ent-
deckt. Erst durch die Einfithrung von effizienten
Methoden wie der Flowzytometrie ist die auf-
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windige Chromosomenzihlung am Mikroskop
zur Ermittlung des Ploidiegrads von Pflanzen
nicht mehr notwendig. Im Zuge der Entwick-
lung von Methoden der Genotypisierung mit
hochvariablen Markern (Mikrosatelliten anstatt
Isoenzyme) und der technischen Bewiltigung
grofer Probenzahlen stehen weitere Moglichkei-
ten zur Verfugung.

Einige mehr oder weniger systematische Un-
tersuchungen der Variation des Ploidiegrads in-
nerhalb einer Baumart liegen inzwischen vor.

Uber ein sehr interessantes Beispiel bei der
Amerikanischen Zitter-Pappel (Populus tremu-
loides) berichten Mock et al. (2012). Im Rahmen
verschiedener Projekte wurden insgesamt mehr
als 1500 Baume aus 42 Populationen im Verbrei-
tungsgebiet beprobt, die teils mit Mikrosatelli-
tenmarkern, teils mit Flowzytometrie oder auch
mit beiden Methoden untersucht wurden. Dabei
wurden hohere Anteile triploider Pflanzen (lokal
bis zu 69 %) vor allem in den siidlichen und sehr
trockenen Gebieten der dort nur sehr zerstreut
vorkommenden Art gefunden. In diesen Regio-
nen Uberwiegt vegetative Ausbreitung iiber Wur-
zelbrut, wihrend Samlinge sich nur schwer etab-
lieren konnen.

In unserer Untersuchung von 315 Buchen aus
6 Populationen wurden 2 triploide unter 50 ge-
testeten Individuen einer Population am Rand
des Verbreitungsgebiets gefunden.

BesnarD & Baari-Cuerir (2009) fanden
beim Olbaum (Olea europaea) 3 triploide unter
106 untersuchten Biumen ebenfalls unter Ex-
trembedingungen am Rand des Areals.

Die besondere Rolle von Polyploiden bei der
Bildung neuer genetischer Varianten zur Er-
hohung des Anpassungspotentials an besonders
harte Umweltbedingungen, wie sie an den Rin-
dern von Verbreitungsgebieten vorkommen kon-
nen, wird seit fast 100 Jahren immer wieder dis-
kutiert (MaDLUNG 2013). Dabei werden solche
phinotypischen Unterschiede von polyploiden
Individuen im Vergleich zu den diploiden Mit-
gliedern der Populationen betrachtet, die ein bes-
seres Uberleben fordern, z.B. Unterschiede auf
Stoffwechselebene.

Mehrere Moglichkeiten zur Bildung von po-
lyploiden Pflanzen existieren: Die Bildung di-
ploider Gameten kann spontan geschehen, wird
aber auch durch extreme Temperaturen oder
Temperaturspriinge, wie sie eher am Rand von
Arealen vorkommen, induziert. Sowohl Wirme-
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(z.B. ULricH & EwaLD 2014) als auch Kiltebe-
handlungen (z.B. DE STORME et al. 2012) werden
deshalb zu Ziichtungszwecken gezielt eingesetzt.
Bei erfolgreicher Befruchtung nach der Kreu-
zung mit normalen haploiden Gameten entste-
hen triploide Individuen. Diese sind zwar weit-
gehend steril, konnten aber in Ausnahmefillen
unreduzierte triploide Gameten bilden, die wie-
derum befruchtungsfihig sein konnen. Eine Ver-
dopplung des Chromosomensatzes nach der
Befruchtung fithrt zu tetraploiden Individuen.
Insbesondere Hybriden konnen dadurch eine
regulire Meiose erreichen und an der sexuellen
Reproduktion teilnehmen.

Auch wenn polyploide Individuen bei diploi-
den Arten in der sexuellen Reproduktion stark
eingeschrinkt sind, konnen — in evolutioniren
Zeitraumen betrachtet — durch sprunghafte Ent-
wicklungen und folgende reproduktive Isolation
auch Artbildungen erméglicht werden.

Beispiele fir unterschiedliche Ploidiestufen
von europiischen Baumarten innerhalb dersel-
ben Gattung sind bekannt bei Birke (Betula pen-
dula 2x, B. pubescens 4x), Ahorn (Acer platanoi-
des 2x, A. pseudoplatanus 4x) und Linde (7ilia
cordata und T. plaryphyllos 2x, T. dasystyla 4x).
Bei der Gattung Fagus wie auch in allen bisher
untersuchten Gattungen und Arten der Fagaceae
sind keine Arten mit abweichender Ploidiestufe
gefunden worden (GOLDBLATT & JOHNSON
2010).
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