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Roteiche im Klimawandel: Grundlagen zur Ziichtung unter Beriicksichtigung der
Trockenstresstoleranz (RubraSelect Projekt)

EvA ARDAO RIVERA, HIEU CAO, FRANK BECKER, SILVIJA BILELA-ECKERT, ALEXANDER BRAUN, MARIE BRUCKNER, ILKA
DE ABREU, JORN ERBACHER, IVO FEUSSNER, KIRSTIN FEURNER, OLIVER GAILING, MAARTIN HOFMANN, RALF KATZEL,
AMELIE A. KELLY, JORG KLEINSCHMIT, JONATHAN M. KORMANN, NICK LAMPRECHT, KATHARINA J. LIEPE, MIRKO
LIESEBACH, SONJA LOFFLER, CHARALAMBOS NEOPHYTOU, DORIT RIEDEL, MAREK SCHILDBACH, WILFRIED STEINER,
MARTHA TOPPE, UTE TROBER, MIRIAM WATERMEIER, HEINO WOLF

Zusammenfassung

Im Verbundprojekt RubraSelect werden die Grundlagen fiir die zukiinftige Versorgung des Marktes mit
hochwertigem und anpassungsfahigem Vermehrungsgut der Roteiche (Quercus rubra L.) fiir das ganze
Bundesgebiet geschaffen. Das Vorhaben umfasst einerseits die Untersuchung genetischer Grundlagen von
Merkmalen mit Bezug zu Wachstum und Stressreaktionen, andererseits widmet es sich der Auswahl und
Vermehrung von Plusbaumen sowie der Charakterisierung von deren Nachkommenschaften.

Die Plusbaumauslese findet sowohl in Bestdnden als auch in den Fldachen eines Herkunftsversuchs statt. Bei der
Auswahl werden Qualitats-, Wachstums- und Vitalitatsmerkmale sowie vorhandene molekulargenetische Daten
beriicksichtigt. Bei der Uberpriifung des Anpassungspotenzials der Plusbdume finden Biomarker Anwendung, die
physiologische Merkmale beschreiben. Die Nachkommen werden auf ihre Reaktion gegeniliber Trockenheit
gepruft, um so die genetische Veranlagung der Plushdaume beziiglich ihrer Trockenstresstoleranz zu bewerten. In
diesem Vorhaben sollen unter anderem Metabolite und Transkripte als Marker fir Trockenstresstoleranz
identifiziert und verifiziert werden, welche Anpassungsprozesse regulieren und ermoglichen. Mithilfe einer
genomweiten Assoziationsstudie sollen Genmarker flir Trockenstresstoleranz entwickelt werden.

Im ersten Projektjahr wurden bereits vorlaufige Zuchtzonen abgegrenzt, geeignete Ausgangsbestinde
identifiziert, Plusbdume ausgewahlt sowie Trockenstressexperimente durchgefiihrt und mit
molekulargenetischen Analysen begonnen. Weitere Schritte umfassen die vegetative und generative
Vermehrung der Plusbdume, um am Ende des Projekts deren Genotypen in Klonarchiven zu sichern und deren
Nachkommen in Versuchsflachen zu testen, die langfristig in Samenplantagen lberfiihrt werden sollen.

Abstract

In the joint project RubraSelect, foundations are being laid for the future supply of the German market with high-
quality and reproductive material of northern red oak (Quercus rubra L.) with the highest potential to withstand
climate change. On the one hand, the project investigates the genetic basis of traits related to growth and
drought stress reactions. On the other hand, it focuses on the selection and propagation of plus trees and the
characterization of their progenies.

Plus tree selection takes place both in stands and in plots of provenance tests. Selection of plus trees takes
quality, growth, vigor characteristics, and available molecular genetic data into account. Biomarkers describing
physiological traits are used to test the adaptive potential of plus trees. Progenies are then tested for their
response to drought in order to evaluate the genetic predisposition of plus trees with respect to drought stress
tolerance. This project will identify and verify, among other things, metabolites and transcripts as markers of
drought stress tolerance that regulate and enable adaptation processes. Genetic markers for drought stress
tolerance will be developed by means of a genome-wide association study.

In the first year of the project, preliminary breeding zones have already been delineated, suitable initial stands
identified, plus trees selected, drought stress experiments conducted, and the molecular genetic analyses have
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started. Further steps include generative and vegetative propagation of the plus trees in order to secure their
genotypes in gene banks and test their progenies in experimental plots, that are planned to be established by
the end of the project. In the long term, these trials are to be transformed into seed orchards by performing
further selection within and across families.

1 Motivation

Sommerdirre und Extremwetterereignisse flihrten in den letzten Jahren zu erheblichen Schaden in den Waldern
Deutschlands. Wirtschaftlich wichtige Baumarten wie die Rotbuche und die Fichte sind bereits stark betroffen.
Heutige Hauptbaumarten werden daher zukiinftig in Teilen ersetzt werden miussen, um die vielféltigen
Okosystemdienstleistungen des Waldes langfristig aufrechtzuerhalten und zu sichern. Auch nicht-heimische
Baumarten bieten eine Option als Ersatzbaumarten, insbesondere, wenn sich unter den prognostizierten
Klimabedingungen eine hohe Stabilitdt und Wuchsleistung erwarten lasst. Von groRer Bedeutung ist dabei die
Verfligbarkeit von hochwertigem und anpassungsfahigem Vermehrungsgut.

Eine forstwirtschaftlich bedeutsame, nicht-einheimische Baumart ist die aus Amerika stammende Roteiche
(Quercus rubra L.). Sie zeichnet sich durch einen friihen Knospenaustrieb und einen spaten Wachstumsabschluss
und damit durch lange Zuwachszeiten mit hohen Wuchsleistungen aus (Pettenkofer et al., 2019b). AuRerdem
weist sie gute Eigenschaften fir die Verwendung als Bau- und Konstruktionsholz sowie als Furnierholz auf.

Der Anbau von nicht-einheimischen Baumarten ist jedoch haufig mit einer Reduktion der genetischen Variation
verbunden (DLuGoscH und PARKER 2008; BARRETT und HUSBAND 1990). Dadurch kann es zu einer verringerten
Anpassungsfahigkeit der Population an sich schnell andernde Umweltbedingungen, wie zum Beispiel langere
Trockenperioden und extreme Temperaturschwankungen kommen (Naidoo et al., 2018).

2 Ziele des RubraSelect Projekts

Im Verbundvorhaben RubraSelect erfolgt die Auslese und Charakterisierung von hochwertigem und klimafittem
Vermehrungsgut der Roteiche. Das von der Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe (FNR) im Rahmen der
Forderrichtlinie "Waldklimafonds" betreute Projekt begann im Sommer 2021 und wird voraussichtlich im Herbst
2024 abgeschlossen.

In Deutschland ist die Roteiche die haufigste nicht-heimische Laubbaumart im Wald. In ihrem natiirlichen
Verbreitungsareal, das weite Teile des 6stlichen Nordamerikas umfasst, hat sich die Roteiche an eine weite
Amplitude von Boden- und Klimabedingungen angepasst (Pettenkofer et al. 2019b). Daher dirfte die Art eine
breite genetische Basis als Grundlage fiir Auslese und Zichtung bieten. Andererseits ist der Ursprung
europaischer Bestande meist unbekannt und eine zlichterische Bearbeitung ist bisher weitgehend nicht erfolgt.
Die in Deutschland etablierten Bestande stammen vermutlich aus dem norddstlichen Bereich des natiirlichen
Verbreitungsgebietes (Nordosten der USA, Sidosten Kanadas) (PETTENKOFER et al. 2019a). Insofern ist die
Zichtungsarbeit mit in Europa bewahrtem Material der direktere Ansatz im Vergleich zu gro8 angelegten neuen
Herkunftsversuchen; und erst in einem zweiten Schritt wiirde eine Auswahl innerhalb der am besten geeigneten
Herkiinfte aus dem Ursprungsgebiet in Nordamerika erfolgen.

Das vorliegende Forschungsvorhaben soll die Grundlagen fiir die zukiinftige Versorgung des Marktes mit
hochwertigem und anpassungsfahigem Vermehrungsgut der Roteiche schaffen.

Das Projekt ist daher in zwei Teilverblinde gegliedert: zum einen die Charakterisierung der genetischen Basis von
Wuchsleistung und Trockenstresstoleranz (Teilverbund A) und zum anderen die Auslese und Ziichtung zur
Erzeugung von hochwertigem und anpassungsfahigem Vermehrungsgut (Teilverbund B).
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2.1 Teilverbund A

Die Chancen des Teilverbundes A liegen in der erstmaligen Charakterisierung der genetischen Grundlagen von
Wouchsleistung und Trockenstresstoleranz bei der Roteiche und der Entwicklung von entsprechenden Markern
flr Trockenstresstoleranz. Die Identifizierung von Trockenstress-Markern auf der Ebene des Genoms, des
Transkriptoms und des Metaboloms wird helfen, die molekularen Grundlagen fir Trockenstresstoleranz und
Zuwachsleistung zu verstehen und ist fur die Auswahl von Bestdnden und unter ziichterischen Aspekten von
groRer Bedeutung. So kdnnten in der Zukunft genetische Korrelationen zwischen Wuchsleistung und Markern
flr Trockenstresstoleranz bei der Auswahl von geeignetem Vermehrungsgut zur Produktion und Ziichtung
bertcksichtigt werden.

Gewdichshausversuch

In einem Gewachshausversuch haben wir zweijahrige Sdmlinge aus 11 deutschen Herkiinften untersucht, die aus
unterschiedlichen Herkunftsgebieten stammen und verschiedene 6kologische Grundeinheiten und Bodentypen
reprasentieren (Abb. 1). Im Durchschnitt sind etwa 100 Setzlinge pro Standort vertreten, was insgesamt 1041
Roteichen-Samlinge ergibt. Der Versuch ist so aufgeteilt, dass eine Halfte der Sdmlinge (i.e. 521 Sdmlinge) unter
gut bewasserten Bedingungen und die anderen Samlinge (i.e. 520 Samlinge) unter kontrolliertem Trockenstress
kultiviert werden (Abb. 2). Wir haben im Sommer 2021 einen moderaten Trockenstress angewendet, der zu einer
signifikanten Verringerung des Samlingswachstums ohne offensichtliche Trockenheitssymptome fiihrte. Im
Sommer 2022 verursachte ein starker Trockenstress eine Reihe von Trockenheitssymptomen an den Samlingen
(Abb. 3). Wahrend einige Sdmlinge unter diesem ausgepragten Trockenstress weiterhin vital aussahen, begannen
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Abb. 3: Geografische Lage der im Samlingsversuch genutzten deutschen Herkilinfte. Die Herkunftsgebiete der
Roteiche in Deutschland sind farbig unterlegt (hell griin = Norddeutsches Tiefland ist gepragt durch ein ozeanisch bis
subozeanisches Tieflandklima mit langen Vegetationszeiten und milden Wintern; dunkel griin = Ubriges
Bundesgebiet Uiber alle Hohenstufen und mit einem nach Siidosten zunehmend kontinentaleren Klima; Karte:
Landesforstverwaltung Brandenburg 2006).

andere Samlinge Trockenstresssymptome zu zeigen wie z.B. Verlust des Turgors, Einrollen und Verfarben der
Blatter, sowie Vertrocknen und Ausbleichen der Blatter.
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Wahrend und nach dem Experiment haben wir verschiedene physiologische Parameter (z.B. Stomatadichte,
Wassernutzungseffizienz (delta 13C), Photosynthese (PS-Il)-Effizienz, Chlorophyllgehalt, stomatire Leitfahigkeit,
Samlingswachstum sowie Blatt- und Wurzelmorphologie) aufgenommen, die als phanotypische Marker fir
Trockenstresstoleranz getestet werden.
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Abb. 2: Trockenstressexperimente — Versuchsibersicht.

Abb. 3: Klassifizierung der Trockenstress-Symptome von Roteichen-Samlingen nach gravierendem Trockenstress
(Juni-Juli 2022). Stufe 1: ohne Symtome; Stufe 2: einzelne Blatter ohne Turgor; Stufe 3: mindestens 1 Blatt eingerollt;
Stufe 4: > 50% der Blatter eingerollt, trocken; Stufe 5: die Blatter verfarben sich weiR.

Metabolit- und Transkriptmarker fiir Trockenstresstoleranz

Mit Hilfe von Metabolom- und Transkriptom-Analysen kann der Einfluss abiotischer und biotischer
Umweltfaktoren auf einen Organismus sehr genau beschrieben werden. Auch Variationen des Genotyps einer
Spezies werden auf der Ebene des Metaboloms und Transkriptoms prazise abgebildet. Ein verdandertes Profil von
Metaboliten und Transkripten zeigen Pflanzen dementsprechend auch in Folge von Trockenstress, einem
wesentlichen abiotischen Stressfaktor als Folge des Klimawandels. Die Anpassung an Wassermangel wird bei
Pflanzen im Allgemeinen (ber das Hormon Abscisinsdure vermittelt und fihrt zu einer Repression der
Photosynthese und andererseits zu einer Anreicherung von Zuckern, kompatiblen Soluten (z.B. Prolin) und
Schutzproteinen (SCHRAML und RENNENBERG 2002; KERSTEN et al. 2013). Auch die Verstarkung der Wachsschicht
auf der Blattoberflaiche kann als effizienter Verdunstungsschutz dienen und damit vor unkontrolliertem
Wasserverlust schiitzen (XUE et al. 2017).

Gerichtete sowie ungerichtete Metabolitenanalyse (Metabolite Profiling und Metabolite Fingerprinting)
erlauben eine umfassende Charakterisierung des Metaboloms von Organismen. Ungerichtete
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Metabolomanalysen basieren auf vergleichenden massenspektrometrischen Analysen. Sie erlauben den
Vergleich des Metabolitengehaltes von Pflanzen unterschiedlicher genetischer Ausstattung und fiihren zur
Identifizierung von Genotyp-assoziierten primaren und sekundaren Inhaltsstoffen (KERSTEN et al. 2013). Fir die
ungerichtete Metabolomanalyse ist es notwendig, die Extraktion moglichst aller Metabolite eines Organes oder
Gewebes und deren Trennung mittels ultraschneller Flissigkeitschromatographie gekoppelt an ein
hochauflésendes Massenspektrometer zu gewahrleisten. Nach umfangreichen Schritten der Datenprozessierung
werden Intensitatsprofile von Interesse (z.B. charakterisiert durch starkere Akkumulation in toleranten
Genotypen) ausgewahlt und die chemische Struktur der entsprechenden Inhaltstoffe aufgeklart (DJAMEI et al.
2011; KONIG et al. 2012, 2014; TANAKA et al. 2014).

Wahrend des Trockenstressversuchs wurden die Blatter von Stress- und Kontrollsamlingen zu drei Zeitpunkten
(i.e., vor dem Stress TO, Friihstress T1, und Stress T2) gewonnen. Fir die Analysen werden die Blatter unmittelbar
nach der Ernte in flissigem Stickstoff schockgefroren. Metaboliten und Transkripte werden als Marker fir
Trockenstresstoleranz identifiziert und verifiziert. Es wurde eine Methode fir die ungerichtete
Metabolomanalyse von Roteichenblattern basierend auf einer Zweiphasen-Extraktion und anschlieRender
Analyse mittels ultraschneller Flissigkeits-Chromatographie in Kombination mit hochauflésender
Massenspektrometrie entwickelt (Abb. 4). Dieser Workflow wird nun flr die Analyse von Samlingen aus drei
deutschen Herkiinften mit besonders geringer bzw. hoher Trockenstresstoleranz genutzt. Parallel wird aus dem
identischen Blattmaterial auch RNA isoliert, um Transkriptomdaten mittels RNAseqg-Technologie zu generieren.
Die identifizierten Marker kénnen genutzt werden, um in einem nachsten Schritt gerichtete Analysen fir diese
Metabolit- und Transkript-Marker- zu etablieren und damit die Samlinge weiterer Herkiinfte zu analysieren.
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Abb. 4: Workflows der ungerichteten Metabolom-Analyse zur Identifizierung von Trockenstress-assoziierten
Metaboliten fir die Roteiche.
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Genomweite Sequenzierung (RADseq) und Assoziationskartierung

Aus Blattmaterial von 521 Samlingen des Trockenstressexperiments wurde genomische DNA isoliert. Zu jeder
Blattprobe wurde eine Metallkugel gegeben und anschlieBend in flissigem Stickstoff eingefroren. Die
Blattproben wurden in der Schwingmihle (Retsch) pulverisiert. Aus dem Blattprobenpulver wurde die
genomische DNA unter Verwendung des DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) isoliert. Die fluorometrische
Quantifizierung der genomischen DNA fiir die ,Restriction Site Associated DNA” Sequenzierung (RADseq) erfolgte
mit Hilfe des Qubit dsDNA HS Assay kits. Die Herstellung der RADseq-Bibliotheken erfolgt nach einem etablierten
Protokoll (Baird et al., 2008) mit der Kombination der beiden Enzyme BamHI und Nsil fiir die Reduzierung der
Genomkomplexitat. Bioinformatische Analysen der RADseq Daten erfolgen wie in (GAILING et al. 2017)
beschrieben. Fir die Annotierung der Gene werden die Sequenzen mit Transkriptionsdatenbanken und mit der
genomischen Sequenz von Q. rubra verglichen (CARLSON und Schmutz 2022). Die genomweite Assoziations-
Kartierung mit dem Programm Tassel (GLAUBITZ et al. 2014) ermdglicht die Identifizierung von SNP-Allelen, die
statistisch signifikant mit definierten Merkmalen (phanotypische Merkmale und Metabolite aus der gerichteten
Metabolom-Analyse) assoziiert sind, und damit von genetischen Loci / Genen, deren kodierte Information die
jeweiligen Wachstums-eigenschaften- sowie Trockenstresstoleranz-Phanotypen beeinflusst.

Herkunftsversuch

Datengrundlage fiir die Quantifizierung des Wuchsverhaltens unterschiedlicher Roteichenherkiinfte ist die
Aufnahme des Brusthéhendurchmessers (BHD) [cm] und der Stammform in einem Herkunftsversuch mit drei
Versuchsflachen im nérdlichen, 6stlichen und mittleren Teil Deutschlands. Der Herkunftsversuch wurde 1991
vom Thiinen-Institut fiir Forstgenetik mit zweijahrigen Samlingen in einem vollstandigen Blockdesign mit vier
Wiederholungen angelegt. Dabei wurden Herkiinfte aus dem natirlichen Verbreitungsgebiet und aus
Deutschland berticksichtigt. Die Quantifizierung des Wuchsverhaltens (Grundflache [m2/ha] im Alter 33) erfolgte
zum einen Uber einfache varianzanalytische Auswertungen zur Identifikation signifikanter Wuchsunterschiede
zwischen Herkiinften und zwischen Versuchsflachen (KORMANN et al. 2023). Zum anderen wurde die Herkunft-
Umwelt-Interaktion ausgewahlter Herkiinfte zur Charakterisierung von wuchsiiberlegenen Generalisten, also
Herkiinfte mit einem standortunabhangigem Wuchsverhalten, und Spezialisten, also Herkiinfte mit einem
standortspezifischen Wachstum, herausgearbeitet (KORMANN et al., eingereicht). Die gewonnenen Erkenntnisse
kénnen in Herkunftsempfehlungen implementiert werden.

Die Beurteilung der Trockenstresstoleranz ausgewahlter Herkiinfte auf den drei Versuchsflachen erfolgt Gber
eine Jahrringanalyse. Dazu wurden Bohrkerne von Individuen der Kraft’schen Klasse 1 und 2 entnommen, um
episodischen Trockenstress Uber Veranderungen der Jahrringbreiten und Identifikation von Weiserjahren
quantifizieren zu kénnen. Mithilfe verschiedener Indices (LLORET et al. 2011; SCHWARZ et al. 2020) soll die Reaktion
vor und nach einem identifizierten Trockenstressereignis ermittelt werden.

Auf Grundlage der gewonnenen Erkenntnisse werden ca. 50 Plusbaume ausgewahlt und vegetativ vermehrt.
AnschlieRend erfolgt die Anlage einer Samenplantage fir die Versorgung mit hochwertigem Vermehrungsgut.

Identifizierung von trockenstresstoleranten Markern basierend auf Gewdichshaus- und Herkunftsversuch

Die Durchfliihrung der genomweiten Assoziationskartierung fiir die Samlinge des Trockenstressexperiments
ermoglicht erstmals die Identifizierung der genetischen Basis der Wachstumseigenschaften der Roteiche sowie
ihrer Trockenstresstoleranz. Mit modernen Hochdurchsatzverfahren bei der Genotypisierung (z.B. MassARRAY-
System, Agena Bioscience) ist es moglich, eine groRe Anzahl von genetischen Varianten zu bestimmen. SNP-
Marker bzw. Gene, die signifikant mit den Wachstumseigenschaften und/ oder der Trockenstresstoleranz
assoziiert sind, werden an 520 Kontrollsamlingen des Gewdachshausversuchs, an ca. 600 ausgewdahlten Badumen
der Herkunftsversuche und zusatzlich an ca. 100 Plusbdumen aus verschiedenen deutschen Populationen und
deren Nachkommen (im Teilverbund B) Gberprift und weiter charakterisiert. Bei der Auswahl des geeigneten
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Vermehrungsmaterials fir Produktion und Zichtung kdnnten zukiinftig genetische Korrelationen zwischen
Wuchsleistung und dem Set an Trockenstress-Toleranzmarkern beriicksichtigt werden (Abb. 5).

™
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Abb. 5: |dentifizierung von trockenstresstoleranten Roteichen basierend auf Gewéachshaus- und Herkunftsversuchen.

2.2 Teilverbund B

Das Vorhaben des Teilverbunds B gliedert sich in vier Arbeitsbereiche: (1) Auslese von Plusbdumen und
genetische Untersuchung ihrer Herkunft und Vielfalt; (2) Einleitung eines Ziichtungsprogrammes durch Auswahl
und Vermehrung von Plusbdumen; (3) Phanotypisierung von Plusbaumen mit Biomarkern und (4) Untersuchung
der genetischen Diversitat und der physiologischen Reaktion auf Trockenheit. In den folgenden Abschnitten
werden die verschiedenen Arbeitspakete zusammengefasst.

Zuchtzoneneinteilung der Roteiche

Als erste wichtige Aufgabe wird eine Einteilung des Bundesgebietes in Zuchtzonen vorgenommen. Da es bisher
kein Zuchtprogramm gab, ware eine Einteilung in Zuchtzonen in Deutschland nicht zu erwarten gewesen.
Zuchtzonen sind Gebiete, die durch bestimmte edaphoklimatische Bedingungen definiert sind und lber ein
eigenes, separates Verbesserungsprogramm und verschiedene Ausgangs-, Auswahl-, Zucht- und
Vermehrungspopulationen verfiigen (WHITE et al. 2007). Diese sollen so definiert sein, dass sie maximale
Anbausicherheit und minimales Fehlanpassungsrisiko fir die jeweiligen Zuchtpopulationen bieten. In diesem
Projekt wird eine Einteilung in zwei Zuchtzonen vorgeschlagen, die sich an den 6kologischen Bedirfnissen der
Baumart orientiert. Auch die Klimaprognosen in Bezug auf die Trockenheit werden berlicksichtigt. Um eine
wissenschaftlich fundierte Zuchtzoneneinteilung vornehmen zu koénnen, werden wir unsere vorlaufige
Zuchtzoneneinteilung verfeinern, sobald wir die Ergebnisse der phanotypischen Untersuchungen ausgewertet
haben.
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Ausgangspopulationen

Als Ausgangspopulationen werden Bestdnde ausgewahlt, welche einerseits aus qualitativer Sicht und
andererseits aus Sicht der Klimaanpassung gutes Ausgangsmaterial fiir Samenplantagen liefern kénnen. Um in
der Auslesepopulation eine hohe Anpassungsfahigkeit an eine Vielzahl von Standorten zu erhalten, ist es sinnvoll,
die Ausgangspopulationen aus einer hohen Vielfalt an Standorten auszuwahlen (vgl. WHITE et al. 2007).

Es wurden deutschlandweit verschiedene o©kologische Parameter erhoben: Wasserhaushalt der letzten
Normalperiode (1991-2020) und Vorhersagen fir den Klimawandel (RCP 8.5, 2071-2099), geschatzte
Nahrstoffversorgung (KoL et al. 2019), vorlaufige Zuchtzonenverteilung und Héhe (DGM). Anhand dieser Daten
wurde eine reprasentative Auswahl von Bestanden getroffen (Abb. 6).
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Abb. 6: Ausgangspopulationen des RubraSelect Projekts.

Berechnung der Standortswasserbilanz im effektiven Wurzelraum

Die Standortswasserbilanz wurde anhand von Klimadaten des Deutschen Wetterdienstes (1000 m x 1000 m) und
Bodendaten aus der Bodenibersichtskarte 1:250.000 berechnet.

Zunéachst wurde die klimatische Wasserbilanz der Vegetationsperiode (Abb. ) berechnet: Niederschlag (mm)
minus potentielle Evapotranspiration (mm) flr die Monate Mai bis September (jeweils inklusive). AnschlieRend
wurde die nutzbare Feldkapazitdt im effektiven Wurzelraum (mm) addiert und so die Standortswasserbilanz im
effektiven Wurzelraum ermittelt.
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Abb. 7: Standortswasserbilanz im effektiven Wurzelraum in der Vegetationsperiode 1991-2020.

Ableitung der Néiihrstoffversorgung

Um zu gewahrleisten, dass alle beteiligten Projektpartner auf Basis einer einheitlichen und vergleichbaren
Datengrundlage arbeiteten, ist die Nahrstoffkarte von KoLB et al. (2019) herangezogen worden. Diese ist zwar
grofmaRstabig, bietet aber den Vorteil einer deutschland- bzw. europaweit einheitlichen Datenbasis auf digitaler
Grundlage. Dabei gliedert sich die Nahrstoffversorgung in 10 Stufen (Abb. 8).

B 1 sauer nahrstoffarm I s coronatreich nahrstoffarm
100 2 sauer mamig nahvstoffarm I 7 kalk-. gps-, natii
3 mafig néhrstofireich 8 niedernicorig
7 anansioffreich 9 hochmaorig
1 5 carbonathaliig maig néhrstofteich | 10 Stadte, Gowasser, Olotacher

b 4

Abb. 8: Verteilung des Nahrstoffstatus der Boden in Deutschland (KoLB et al. 2019).



7. Tagung der Sektion Forstgenetik/Forstpflanzenziichutng (Tagungsband) 253

Plusbédume

Einheitliche Vorgaben fiir die Plusbaumauswahl wurden festgelegt und im Anschluss wurde die Massenauslese
durch die Projektpartner in ihrem Zustandigkeitsbereich durchgefiihrt. In den ausgewahlten Bestanden konnten
insgesamt 200 Baume mit herausragendem Phanotyp ausgewahlt werden. Zusatzlich wurden 50 Baume aus
Herkunftsversuchen im Teilverbund A ausgewahlt.

Da Uber die genetischen Voraussetzungen der ausgewahlten Bestande nichts bekannt ist, konnen die Plusbdume
nur anhand phanotypischer Merkmale ausgewadhlt werden. Bei den Auswahlkriterien steht die Stammqualitat an
erster Stelle, wahrend die Wuchsleistung als zweitrangig behandelt wird. Die Vitalitat der einzelnen Plusbdume
ist im Verhdltnis zum Bestandeskollektiv besonders zu beachten. Da die Selektionsintensitit den
Zichtungsfortschritt beeinflusst (WHITE et al. 2007), ist der Anteil der Plusbdaume an der Gesamtpopulation (pro
Bestand) von Beginn an zu begrenzen.

Die Aufnahme der Plusbdume gliedert sich im ersten Teil in allgemeine Angaben (Aufnahmedatum,
Plusbaumkartierer, Plusbaumnummer, Flachentyp, geografische Koordinaten, Bundesland, Zuchtzone, Besitzart,
Hohe, Exposition, Forstadresse und ggf. Angaben zur Versuchsflache) sowie im zweiten Teil in Angaben zum
Einzelbaum (Alter, Baumhohe, Kronenansatz, BHD, Massenleistung, Baumklasse, Vitalitdt, Geradschaftigkeit,
Wipfelschaftigkeit, Zwiesel, Steilastbildung, Wasserreiser, Drehwuchs, weitere Bemerkungen). Zusatzlich
erfolgen eine fotografische Erfassung der Plusbaume sowie die Markierung der Baume im Gelande.

Physiologische Untersuchungen

An Nachkommenschaften ausgewahlter Plusbaume werden Untersuchungen zu den physiologischen Reaktionen
auf Trockenheit in GefdBversuchen unter kontrollierten Bedingungen im Gewadchshaus durchgefiihrt. Dazu
werden beim Staatsbetrieb Sachsenforst aus Stichproben von Einzelbaumsaatgut Ballenpflanzen angezogen. Die
Untersuchungen werden auch die stichprobenweise Erhebung struktureller Parameter der Trockenstresstoleranz
und des Wasserhaushaltes umfassen. Die Erfassung der strukturellen Parameter erfolgt an Pflanzenteilen mit
dem XYL'EM-Messgerat im Labor des SBS.

Eine weitere phanotypische Studie wird von den Kollegen des Landeskompetenzzentrums Forst Eberswalde
durchgefiihrt. Diese werden verschiedene Biomarker verwenden, um die Stresstoleranz zu bewerten. Die 250
ausgewahlten Plusbdume beider Saatgutzonen werden auf der Grundlage von Biomarkern (Chlorophylle,
Kohlenhydrate, Aminosduren, Proteine, Phenole, Ascorbat, Blattbiomasseparametern) sowie Biomarkermustern
(KATZEL und LOFFLER 2016) und vor dem Hintergrund der Vitalitdt (Kronenverlichtung, Bonitat) bewertet. Hierzu
sind vorab Vitalitats-Referenzbereiche zu erarbeiten (KATzEL 2003).

7

Abb. 9: Eislagerung der gesammelten Blattproben der Plusbdume zur Analyse im Labor durch das Team von LFE.
(Foto: EvA ARDAO RIVERA/FVA-BW)
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Genetische Untersuchungen

Neben der Identifizierung von Klonen soll die Genotypisierung Aufschluss tGber die Herkunft von Plusbdumen und
Bestdanden (im Vergleich zu Referenzbestidnden aus dem Heimatgebiet) geben und zur Untersuchung der
genetischen Vielfalt und Struktur sowie der anpassungsrelevanten Variation dienen.

Zur genetischen Untersuchung sollen bis zu 20 Kern- und 5 Chloroplastenmikrosatelliten-Marker verwendet
werden. Die Auswahl und Optimierung der zu verwendenden molekularen Marker findet mithilfe einer
Stichprobe von Roteichenindividuen im molekulargenetischen Labor der FVA-BW und des SBS statt. Gleichzeitig
wird ein gemeinsames Kollektiv von Referenzproben verwendet, um die Vergleichbarkeit der Daten zwischen
den beiden Laboren zu gewahrleisten. Zur Plusbaumgenotypisierung wird wahrend der Reiserernte Gewebe
gewonnen, von welchem DNA im molekulargenetischen Labor der FVA-BW extrahiert wird (insgesamt 250
Plusbdume).

Zur Untersuchung der Paarungsverhaltnisse in Bezug auf eine mogliche genetische Verarmung aufgrund von
niedriger PopulationsgroBe und / oder rdaumlicher Isolation werden zwei Bestdnde intensiv beprobt, die
stammzahlreich und groRflachig sind. Zusatzlich werden zwei stammzahlarme und raumlich isolierte Bestande
beprobt. Neben den Altbdumen sollen auch Absaaten von ca. 10 Mutterbdumen pro Bestand genetisch
charakterisiert werden. Im Durchschnitt wird mit 100 Altbdumen und 300 (10 x 30) Nachkommen pro Bestand
gerechnet. Daruiber hinaus wird im molekulargenetischen Labor des SBS eine genetische Analyse von jeweils bis
zu 100 Altbdumen aus 15 Roteichenbestdnden zur Charakterisierung der genetischen Struktur durchgefiihrt
werden. Exemplarisch werden Nachkommen von Plusbdumen aus der phanotypischen Untersuchung auch
genetisch analysiert, um der Frage einer potenziellen genetischen Einengung nachzugehen.

SchlieRRlich soll extrahierte DNA von allen Plusbdumen an die Universitdt Gottingen (Teilverbund A) versendet
werden, die eine Analyse an anpassungsrelevanten SNP-Markern durchfiihren wird.

Anzucht der Nachkommenschaften

Von den Plusbaumen werden sowohl Reiser als auch Samen gewonnen. Das Saatgut wird in den Baumschulen
der Forstlichen Versuchs- und Forschungsanstalt Baden-Wirttemberg und der Nordwestdeutschen Forstlichen
Versuchsanstalt ausgesat und angezogen. Die erzeugten Baumschulpflanzen werden am Ende des Projekts fur
Versuchsflachenanlagen aller Projektpartner bendtigt. Wahrend der Anzuchtphase werden regelmalig
Austriebs-, Johannistriebs- und Abschlussbonituren durchgefiihrt. Informationen Gber ihr Wuchsverhalten und
phanotypische Merkmale werden aufgezeichnet und untersucht, da sie friihzeitig Informationen (iber
anpassungsrelevante Merkmale liefern.

Die Nachkommen aus der vegetativen Vermehrung (Pfropfung) werden zum Ende der Projektlaufzeit in
Klonarchive ausgepflanzt.

Versuchsfléichen

SchlieRlich werden alle notwendigen Schritte unternommen, um Nachkommenschaftsprifungen anzulegen, die
spater in Samenplantagen Uberfihrt werden sollen. Das Design der Flache soll eine gleichzeitige Auswertung der
Ursprungsbestdnde (Herkiinfte) sowie der Familien (Einzelstammabsaaten der Plusbdume) erlauben. Pro
Zuchtzone sind drei Versuchsflachen vorgesehen, also insgesamt sechs Versuchsflachen.
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