Genetische Begleituntersuchungen zum aktuellen Schadgeschehen in ausge-
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Zusammenfassung

In der von der Buchenkomplexkrankheit betroffenen Schadregion wurden im Rahmen des INTERREG III
A-DeLux-Projekts ,.Entwicklung von Strategien zur Sicherung von Buchenwéldern® in Luxemburg und
Rheinland-Pfalz an zwei als Modellbestdnde ausgewiesenen Buchen-Altbestinden erste genetische Unter-
suchungen durchgefiihrt. Die genetische Charakterisierung beider Modellbestinde mittels Isoenzym-
Genmarkern machte deutlich, dass beide genetisch sehr dhnlich sind wie auch keine genetischen Besonder-
heiten im Vergleich zu anderen Buchenpopulationen in Rheinland-Pfalz und Nordrhein-Westfalen aufwei-
sen. Beim Befall von Baumen mit der Buchenwollschildlaus (Cryptococcus fagisuga) scheint dem Genort
IDH-A womdglich eine noch zu eruierende Rolle zuzukommen. Mit ausgewéhlten universell verwendbaren
AFLP-Genmarkern wurde ein erstes Screening zur genetischen Unterscheidbarkeit von erkrankten und ge-
sunden Baumen durchgefiihrt. Anhand eines genetischen Begleitmonitorings wird die Schadensentwicklung

in den beiden Modellbestidnden zukiinftig weiter verfolgt.

Schliisselworter: Buche, Fagus sylvatica, Buchenkomplexkrankheit, Luxemburg, Rheinland-Pfalz,
INTERREG IITA-DeLux-Projekt, Isoenzym-Genmarker, AFLP-Genmarker

A genetic study on selected diseased beech (Fagus sylvatica L.) stands in Luxembourg and
Rhineland-Palatinate

Summary

In the framework of the INTERREG III A-DeLux-Project “Development of strategies to protect beech for-
ests”, first genetic studies were carried out in two mature European beech (Fagus sylvatica) stands desig-
nated model stands in Luxembourg and Rhineland-Palatinate in the region that became damaged by the
“beech complex disease”. The genetic characterization of the model stands by isozyme gene markers re-
vealed a very close genetic relationship between the two stands. Moreover, they do not show any peculiari-
ties as compared to other beech populations growing in Rhineland-Palatinate and North Rhine-Westphalia.
Infestation by the woolly beech scale (Cryptococcus fagisuga) seems to be somehow correlated to gene lo-
cus IDH-A. By applying selected universal AFLP gene markers, a first screening for the differentiation of
genetic structures in damaged and undamaged trees was performed. In future the damaging evolution in the

two model stands will be followed by a genetic monitoring.

Keywords: European beech, Fagus sylvatica, beech complex disease, Luxembourg, Rhineland-
Palatinate, INTERREG IIIA-DeLux-Project, isozyme gene markers, AFLP molecular
gene markers
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Einleitung

Die im Rahmen eines multidisziplindren For-
schungsansatzes definierte Schwerpunktsetzung des
Gesamtprojekts ,, Entwicklung von Strategien zur
Sicherung von Buchenwdldern in der Programmre-
gion DeLux*, ndmlich den Ursachen der Schadi-
gung der Buchen infolge der Buchenkomplexkrank-
heit nachzugehen und effiziente Handlungsstrate-
gien zur Sicherung der Buchenwiélder in der Schad-
region als Zukunftsvorsorge zu entwickeln (vgl.
hierzu ANONYMUS, 2003), schliet auch genetische
Aspekte mit ein. So stellt sich ndmlich an vorders-
ter Stelle die grundsitzliche Frage danach, ob ein
Einzelbaum fiir eine Schiadigung oder eine Nicht-
schiadigung genetisch (préa-)disponiert ist und die
betroffenen Bestinde bzw. die Baumkollektive in-
nerhalb solcher Befallsbestinde woméglich gene-
tisch ,,anders* sind als nicht geschéddigte Buchenpo-
pulationen. Zudem ist natiirlich auch zu priifen,
Wirt-
Pathogen-Interaktion auf Pheromonbasis fiir den

inwieweit eine genetisch kontrollierte
letztlich als wesentlichen Schédling identifizierten
Laubnutzholzborkenkéfer
L.] (PETERCORD, 2004, PARINI & PETERCORD,

2006) zum Auffinden bruttauglicher Bdaume eine

[Xyloterus domesticus

Rolle spielt.

Diese genetische Betrachtungsweise zieht die prin-
zipielle Frage nach sich, inwieweit die derzeit ver-
fiigbaren genetischen Methoden, die hauptséchlich
so genannte ,,Genmarker* beinhalten, diesbeziiglich
tiberhaupt entsprechende Informationen zu liefern
vermogen. So stellen ndmlich die meisten morpho-
logischen, physiologischen und (bio-)chemischen
Eigenschaften von Organismen keine genetischen
Merkmale im eigentlichen Sinne dar, da sie sich
unter nur schwer durchschaubarer genetischer, zu-
meist polygenischer Kontrolle befinden. D.h. sie
werden von mehr als nur einem einzigen Gen be-
stimmt, und zudem sind sie nicht unabhingig von
Umweltfaktoren (BERGMANN, 1991). Auch sind
solche Komplexeigenschaften hinsichtlich des un-
terschiedlichen Sensitivitdts- bzw. Toleranzverhal-
tens von pflanzlichen Organismen auf von aullen
einwirkende biotische wie abiotische Stressoren als
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Ausdruck des Zusammenspiels von mehr als nur
einem einzigen Gen zu bewerten (MULLER-
STARCK, 1993). Zur Erkennung von moglichen ge-
netischen Ursache-Wirkungs-Zusammenhéngen bei
der Buchenkomplexkrankheit ist also den tiblicher-
weise verwendeten biochemisch-genetischen Isoen-
zym-Genmarkern wie auch der derzeit verfligbaren
Palette an molekulargenetischen DNA-Markern (cf.
GILLET, 1991) diesbeziiglich eine nur sehr schwer

einzuschitzende Bedeutung beizumessen.

Allerdings spiegeln die fiir die Baumart Buche so-

weit  entwickelten  spezifischen  Isoenzym-
Genmarker die genetische Information fiir solche
Enzymsysteme wider, welche im Stoffwechselge-
schehen an wichtigen Schaltstellen verschiedener
Reaktionswege des Primédr- und Sekundirstoftf-
wechsels katalytische und zum Teil regulatorische
Funktionen ausiiben.

Auf dieser Grundlage und selbst, wenn somit erst
einmal von der Priifung eines genetischen Ursache-
Wirkungs-Zusammenhangs  abgesehen  werden
muss, ist in dem Gesamtprojekt in einem einleiten-
den Ansatz eine genetische Untersuchung dennoch
dahingehend sinnvoll abzukldren, inwieweit sich
auf der Basis einer einzelbaumweise vorgenomme-
nen Genotypisierung derzeit phinotypisch erkenn-
bar geschiadigte Bdume genetisch von solchen un-
terscheiden, die zum gleichen Zeitpunkt visuell un-

geschidigt erscheinen.

Unter Beriicksichtigung der Machbarkeit einer sol-
chen Untersuchung innerhalb der Projektlaufzeit
mit dem verbundenen Aufwand an Zeit und Kosten
wurde fiir diese genetische Studie auf luxemburger
und rheinland-pfilzischer Seite jeweils ein Buchen-
schadbestand mit visuell gesunden und geschédig-
ten bis bereits abgestorbenen Bidumen als Modell-
bestand ausgewiesen. Mit der flaichenméBig vorge-
nommenen individuellen genetischen Identifizie-
rung aller Altbdume in diesen beiden Buchenbe-
stinden kann zukiinftig auch der dynamische As-
pekt der weiteren Schadensentwicklung als beglei-
tendes genetisches Monitoring beriicksichtigt wer-
den.



In Ergénzung zu den isoenzymatischen Untersu-
chungen ergab sich zu Ende der Projektlaufzeit zu-
dem die Moglichkeit, eine molekulargenetische
AFLP-Fingerprint-
Technik im Rahmen eines sondierenden Paarver-

Untersuchung  mittels der

gleichs mit einigen wenigen geschédigten und un-

geschidigten Buchen vorzunehmen.

Die Durchfithrung der genetischen Untersuchungen
sowie die soweit erzielten wesentlichen Ergebnisse
und die daraus gezogenen Schlussfolgerungen wer-
den im Folgenden dargestellt und diskutiert.

Material und Methoden

Die nachstehende Tab.1 fasst die methodische
Vorgehensweise bei der Planung und Durchfithrung
des genetischen Begleitprojekts zusammen und ver-

weist auf das verwendete Untersuchungsmaterial

und die im Labor angewendeten genetischen Ana-
lysemethoden.

In Tab. 2 sind die Isoenzym-Genmarker mit den
jeweilig zugrunde liegenden Enzymsystemen und
deren Bedeutung fiir den Pflanzenstoffwechsel zu-

sammengestellt.

Ergebnisse und Diskussion

Genetische Charakterisierung der Modellbe-
stinde Klink und Rambrouch

Im Rahmen des Gesamtprojekts erschien fiir die
beiden Modellbestinde Klink und Rambrouch zu-
erst einmal eine genetische Abklarung dahingehend
von grundsitzlicher Wichtigkeit zu sein, inwieweit
sich diese Bestinde zum einen von den Buchenpo-
pulationen im westlichen Bereich Deutschlands des

Buchenverbreitungsgebiets unterscheiden bzw. die-

Tab. 1: Chronologische Ubersicht iiber die Durchfiihrung des genetischen Begleitprojekts
Tab. 1: A chronological overview of the realization of the genetic project

Zeitraum Mafinahme

Sommer 2003 Begehung von Buchen-Schadbestdnden in der Programmregion DeLux und Auswahl von 2 Bestdnden fiir

die genetische Untersuchung;

nachfolgend Ausweisung als Modellbestdnde fiir die genetische Untersuchung

(i) in Luxemburg im FA Wiltz die Abt. 35/36 im FR Perlé (Gemeindewald Rambrouch; nachfolgend als '
Bestand Rambrouch’ bezeichnet) sowie

(ii) in Rheinland-Pfalz im FA Saarburg (bis 31.12.2003 FA Saar-Hochwald) die Abt. 147al (FR Klink,
Staatswald; nachfolgend, ‘Bestand Klink’ genannt).

Beide Modellbestinde sind den Altersklassen 7-8 zugehorig, der Schadenszustand ist mit bis zu 25 % An-

teil an geschiadigten Baumen mit augenscheinlich zunehmender Schadenstendenz einzustufen.

Herbst 2003 Kennzeichnung von jeweils 500 gesunden bzw. geschédigten Einzelbdumen in den beiden Modellbestin-

den iiber die jeweilige Bestandesfldche hinweg unter Beriicksichtigung der vorhandenen Schadenszentren:

(i) im Bestand Klink Komplettierung der im Rahmen des Schadmonitorings bereits zuvor nummerierten
Béaume auf die Gesamtzahl 500;

(ii) im Bestand Rambrouch vollstdndige Ersterfassung und Auszeichnung von 500 Einzelbdumen;

Nachfolgend einzelbaumweise Probenahme von Blattruheknospen per Schrotflintenabschuss fiir die Isoen-

zymanalyse im Labor durch die Fa. ISOGEN Reckershausen

Winter 2003/04 Isoenzymanalyse an 11 Enzymgenloci nach MULLER-STARCK & STARKE (1993) (siehe hierzu Tab. 2)

zwecks Genotypisierung der Buchen anhand des ermittelten Multilocus-Genotyps (vgl. Tabellen 4 und 5).

Sommer /
Herbst 2004

Einmessen aller gekennzeichneten Bdume in den beiden Modellbestinden und einzelbaumweise Anspra-
che hinsichtlich ihres jeweiligen Befalls— bzw. Gesundheitszustands (erstmals fiir den Bestand Rambrouch,
vgl. auch Tab. 5; fiir Bestand Klink, vgl. Abb. 1 sowie Tab. 4).

September 2004 Vorstellung des Konzepts der genetischen Untersuchung beim FORUM Genetik-Wald-Forstwirtschaft
,,Ergebnisse forstgenetischer Feldversuche und Laborstudien und ihre Umsetzung in die Praxis ,, am ASP

Teisendorf [MAURER, 2005a]

Probenahme von Blattruheknospen im Bestand Klink an acht unmittelbar benachbarten Baumpaaren mit
jeweils gesundem und geschadigtem Partner fiir die nachfolgend durchgefiihrte zusitzliche Analyse mit
molekulargenetischen AFLP-Genmarkern [durchgefiihrt an der Universitat Gottingen, vgl. hierzu BUNTGE
et al., 2005].

Spitwinter /
Herbst 2005

Spitherbst 2005 Zusammenfithrung und Evaluierung des soweit vorliegenden Datenmaterials und Prasentation beim Ab-

schlusssymposium am 16./17.11.2005 in Luxembourg Cité.
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Tab. 2: Ubersicht iiber die untersuchten Enzymsysteme, ihre Funktion im pflanzlichen Stoffwechsel und die als
Genmarker analysierten kontrollierenden Genorte
Tab. 2: List of the enzyme systems studied, their distinct function in plant metabolism and the controlling gene loci

analyzed as gene markers

Enzymsystem [Abk., EC-Nomenklaturnummer] wirkt katalytisch / Isoenzym-
regulatorisch Genmarker

Glutamat-Oxalacetat Transaminase [GOT, EC 2.6.1.1] syn. im Stickstoff-Stoffwechsel GOT-B syn.

Aspartat Amonotransferase [AAT] AAT-B

Isocitrat Dehydrogenase [IDH, EC 1.1.1.42] im Citratcyclus, IDH-A
Energiestoffwechsel

Leucinaminopeptidase [LAP, EC 3.4.11.1] beim Eiweiflabbau, LAP-A
Proteinkatabolismus

Malat Dehydrogenase [MDH, EC 1.1.1.37] im Citratcyclus, MDH-A,
in Verbindung mit der MDH-B,
Photosyntheseaktivitét MDH-C

Menadionreduktase [MNR, EC 1.6.99.2] beim Elektronentransport MNR-A
und Redoxgleichgewicht

6-Phosphogluconat Dehydrogenase [6PGDH, EC 1.1.1.44] im Pentosephosphatcyclus, 6PGDH-A
Kohlenhydrat-Stoffwechsel

Phosphoglucose Isomerase [PGI, EC 5.3.1.9] in der Glykolyse, PGI-A
Kohlenhydrat-Stoffwechsel

Phosphoglucomutase [PGM, EC 2.7.5.1] in der Glykolyse, PGM-A
Kohlenhydrat-Stoffwechsel

Shikimat Dehydrogenase [SKDH, EC 1.1.1.25] im Biosyntheseweg der SKDH-A
aromatischen Aminosiuren,
Sekundérstoffwechsel

sen dhneln und zum anderen, wie genetisch dhnlich
oder undhnlich die beiden Buchenbestinde im ge-
genseitigen Vergleich sind.

Isoenzymatische Untersuchungen an Buchenpopu-
lationen waren in den 1990er Jahren in Rheinland-
Pfalz als Inventur zur Ausweisung von in situ-
Buchen-Generhaltungsbestinden (MAURER & TA-
BEL, 2000) an 22 Bestdnden mit Altbdumen und
Samen sowie in Nordrhein-Westfalen an 27 Bu-
chenbestinden (TUROK, 1993) mit Eckern zur gene-
tischen Identifizierung dieser Bestinde durchge-
fithrt worden.

In Tab. 3 sind als vergleichende Ubersicht die da-
mals erzielten Untersuchungsergebnisse aus Rhein-
land-Pfalz und Nordrhein-Westfalen zusammen mit
den genetischen Daten der beiden Modellbestéinde
Klink und Rambrouch zusammengestellt. Fiir die
rheinland-pfilzischen und nordrhein-westfilischen
Referenzbestinde wurden die aufgefiihrten Zahlen-
angaben aus TUROK (1993 und 1996), TUROK et al.
(1998) sowie ZIEHE et al. (2002) entnommen.
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Auch wenn bei diesen Untersuchungen unterschied-
liche Anzahlen von Individuen je Bestand isoenzy-
matisch analysiert wurden, so kénnen doch die je-
weiligen Ergebnisse deshalb miteinander vergli-
chen werden, weil die gleiche Anzahl an Isoenzym-
Genmarkern und nur anstelle von MNR das Enzym
Diaphorase (DIA, EC 1.6.4.3), das im Stoffwech-
selgeschehen dhnliche Funktionen wie Menadionre-
duktase wahrnimmt, fiir die rheinland-pfilzischen
und nordrhein-westfilischen Referenzbestéinde al-

ternativ verwendet wurde.

Zur Erkldarung der in Tab. 3 aufgefiihrten geneti-
schen Mafle [weitere Details hierzu siche z.B. bei
HATTEMER et al.,, 1993]:

Die genische Diversitéit v mittelt als harmonischer
Mittelwert die an allen Genorten mit entsprechen-
den Hiufigkeiten vorkommenden allelischen Vari-
anten und spiegelt damit — extrem verdichtet — die
fiir die untersuchten Genorte vorgefundene Variati-

on des Genpools (sog. Genpool-Diversitit) wider.




Tab. 3: Charakteristische genetische Daten fiir den Genpool der beiden Buchen-Modellbestiinde Klink und
Rambrouch im Vergleich zu anderen Buchenbestinden aus Rheinland-Pfalz und Nordrhein-

Westfalen

Tab. 3: Characteristic genetic data as determined for the gene pool of the beech model stands Klink and Rambrouch
in comparison to other beech stands from Rhineland-Palatinate and North Rhine-Westphalia
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Die Obergrenze des v-Wertes wird durch die An-
zahlen der nachgewiesenen Allelvarianten begrenzt.
Die Gesamtdifferenzierung des Allelbestands oy
misst die genetische Variation innerhalb des Gen-
pools von Bestidnden. Bei einem Wert von 100 %
sind alle allelischen Varianten aller Genorte und
damit alle Individuen entsprechend verschieden.
Bei Null
(monomorphes) Allel je Genort vor, d.h. die Indivi-

liegt jeweils nur ein einziges
duen sind genetisch absolut identisch, wie dies z.B.
fiir Klongeschwister zutrifft.

Im MaB der Differenzierung D; spiegelt sich Ver-
schiedenheit zwischen einem Bestand und seinem
Komplement (das ist der Rest des insgesamt unter-
suchten Probekollektivs) wider. Der Wert Null be-
deutet genetische Gleichheit mit dem Komplement.
Je mehr der Wert von Null verschieden ist, desto
deutlicher unterscheidet sich der betreffende Be-
stand von den anderen. Bei einem Wert von 100 %
ist der Bestand absolut genetisch verschieden von

allen anderen Bestdnden des Komplements.

Der genetische Abstand d, liegt zwischen Null
(d.h. zwei Bestinde besitzen {iibereinstimmende
allelische Strukturen an allen Genorten) und 100 %
(d.h. zwei Bestidnde besitzen tiberhaupt kein ge-
meinsames Allel). Mit dy = 3,4 % sind die Bestidnde
Klink und Rambrouch hinsichtlich der allelischen
Varianten und deren Verteilung duflerst ghnlich.

Nach MULLER-STARCK & ZIEHE (1991) ist das
Ausmal der genetischen Differenzierung zwischen
den Buchenpopulationen im Fagus sylvatica-
Verbreitungsgebiet  grundsitzlich  gering, der
Hauptanteil der genetischen Variabilitét ist inner-
halb der Bestinde vorzufinden. Wie die Daten in
Tab. 3 deutlich machen, reithen sich die beiden Mo-
dellbestinde Klink und Rambrouch hinsichtlich der
bestandesinternen genetischen Variation wie auch
der Differenzierung zwischen den Bestdnden direkt
in die Liste der angefiihrten Referenzbestéinde aus
dem westdeutschen Buchenverbreitungsgebiet ein.
Aus genetischer Sicht weisen die beiden Buchenpo-

pulationen Klink und Rambrouch mit den verwen-
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deten Isoenzym-Genmarkern also dahingehend kei-
ne abweichenden Besonderheiten und Eigentiim-
lichkeiten auf, welche gegebenenfalls mit der Bu-
chenkomplexkrankheit in Verbindung gebracht

werden konnten.

Genotypisierung der Modellbestiinde
Beispielhaft fiir die beiden genetisch charakterisier-
ten Modellbestdnde ist in der Abb. 1 der Bestand
Klink mit der rdumlichen Verteilung aller Bdume
dargestellt; hierbei markieren die dunkler erschei-
nenden Punkte die Schadbdume.

Ein jeder eingemessene Baum mit seinen spezifi-

schen Lagekoordinaten innerhalb des jeweiligen

Buchenbestands ist wahrend des Projektzeitraums
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zudem im jdhrlichen Turnus hinsichtlich seines Zu-

stands zum Kifer- bzw. Pilzbefall erfasst worden.

Genetische Familienstrukturen

Da eine kiinstliche Begriindung der beiden Modell-
bestinde Klink und Rambrouch nicht bekannt ist,
ist zu erwarten, dass diese Bestdnde durch sog. Fa-
milienstrukturen innerhalb von Bestandesteilfld-
chen, welche typisch fiir natiirlich entstandene Vor-
kommen sind, geprigt sind. Ausschlaggebend fiir
solche Familienstrukturen sind bestimmte Einzel-
biume, die im Generationenwechsel als dominie-
rende Samenbidume fiir die Bestandesentstehung
vorwiegend ihre eigene genetische Information an
die Nachkommenschaften weitergeben konnten und
somit sehr enge Verwandtschaftsverhidltnisse ent-
stehen lieB3en.
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Abb. 1: Riumliche Lage der einzelbaumweise nummerierten Buchen im Bestand Klink; die dunkleren Kreise
reprisentieren die im Jahr 2004 vorgefundenen geschidigten Biume. Die Kreise beinhalten die acht
Baumpaare mit jeweils unmittelbar benachbartem geschidigtem/gesundem Partner, die mittels AFLP-
Markern genetisch untersucht wurden (siche Abschnitt ,,Molekulargenetische Untersuchung mit

AFLP-Genmarkern*)

Fig. 1: Spatial location of the marked individual beech trees in the studied stand Klink; the darker dots represent
those trees found damaged in 2004. The circles include the eight tree pairs each consisting of a damaged and
a healthy partner found in immediate neighborhood and studied by applying AFLP gene markers (cf. section
“Molekulargenetische Untersuchung mit AFLP-Genmarkern”)

- 46 -



Die identifizierten Multilocus-Genotypen der Béu-
me der beiden Bestinde Klink und Rambrouch be-
statigen diesen Sachverhalt. Hinweise darauf, ob
bestimmte Familienstrukuren auf der Basis der hier
ermittelten Multilocus-Genotypen durch auffillige
Allelkombinationen mit der Buchenkomplexkrank-
heit in Verbindung gebracht werden kénnen, konn-
ten soweit nicht erhalten werden.

Buchenwollschildlausbefall

Bei den meisten, von der Buchenkomplexkrankheit
betroffenen Buchenbestédnden in der Schadensregi-
on ist auch ein Besatz von Bdumen mit der Buchen-
wollschildlaus (Cryptococcus fagisuga) in unter-
schiedlichem Ausmal} vorzufinden. Die Rolle, die
diesen auch natiirlicherweise auf Buchen saugenden
Insekten in den Schadensbestinden zukommt, ist
allerdings nicht eindeutig und umstritten
(PETERCORD, miindl. Mitteilung; vgl. hierzu auch
PETERCORD, 2006a).

So fanden GORA et al. (1994) bei ihrer genetischen
Untersuchung mit Isoenzym-Genmarkern an einem
im Solling gelegenen, teilweise von der Buchen-
wollschildlaus befallenen Buchenreinbestand einen
von ihnen als signifikant beschriebenen Zusammen-
hang zwischen genetischer Information und Be-
fallsdisposition der Buchen. Diese Beziehung be-
ruhte auf den am Genort A des Enzyms Isocitrat
(IDH-A)
Genorten B der Enzyme Malat Dehydrogenase
(MDH-B) und Peroxidase (PER-B) vorgefundenen

Genotypen beziiglich ihrer jeweiligen relativen

Dehydrogenase sowie den jeweiligen

Haufigkeiten. Hierbei kamen unter den nicht befal-
lenen Bdumen die homozygot besetzten Genorte
jeweils haufiger vor als unter den befallenen (zitiert
bei PETERCORD, 1999).

In einer #hnlichen Péirchen-Vergleichsstudie mit
befallenen und nicht befallenen Bdumen aus ande-
ren mit der Buchenwollschildlaus infizierten Be-
stinden bestétigten KRABEL & PETERCORD (2000)
diese Unterschiede beim Genort IDH-A. Durch die
unabhingig am Genort IDH-A vorgefundenen Un-
terschiede schlieBen die Autoren auf einen Hinweis
fiir eine genetisch bedingte Befallsdisposition da-
hingehend, dass dieser Genort in irgendeiner Weise

an deren Kontrolle mitbeteiligt ist. Zwar nimmt das
Enzym Isocitrat Dehydrogenase innerhalb des Pri-
mirstoffwechselgeschehens als bedeutsamer Bioka-
talysator im fiir den Energiestoffwechsel verant-
wortlichen Citratcyclus eine zentrale Stelle ein, in
welchem Zusammenhang dies jedoch mit Abwehr-
reaktionen und Resistenzen gegeniiber Pathogenen
steht, ist nicht bekannt.

MITTON (1989, zitiert nach MOPPER et al., 1991)
weist allerdings darauf hin, dass durch einen effek-
tiveren Primérstoffwechsel einer Pflanze mehr
Energie zur Verfligung steht, welche vermehrt zur
Bildung von Abwehrstoffen verwendet werden
kann.

Fiir den Bestand Rambrouch wurde bei seiner Erst-
beschreibung im Sommer 2004 im Rahmen der Zu-
standsaufnahme zur Schidigung neben Moosbesatz,
Schleimfluss, Rindenrissen und -ablésungen sowie
Pilzkonsolen auch der Befall mit Wollschildlaus
erfasst. In Tab. 4 ist fiir diesen beispielhaft ein Teil
der mit Wollschildlaus befallenen Bidume zusam-
men mit Ergebnissen der isoenzymatischen Unter-
suchung (von links nach rechts: individueller Multi-
locus-Genotyp, Heterozygotiegrad, Anzahl der ho-
mozygoten und heterozygoten Genorte) dargestellt.
Unter den dort mit Isoenzym-Genmarkern gene-
tisch eindeutig identifizierten 494 Baumen befinden
sich 81 Individuen mit deutlichem Wollschildlaus-
Besatz, d.h. 16,4 % bzw. rd. ein Sechstel dieses
Modellbestands sind zu diesem Zeitpunkt von der
Wollschildlaus befallen. Bei der Uberpriifung der
fiir die Wollschildlaus als bedeutsam genannten
Genorte IDH-A und MDH-B [Peroxidase spielt bei
genetischen Untersuchungen als Genmarker inso-
fern keine Rolle mehr, weil diese bei Waldbdumen
wird
(BERGMANN, 1991)], konnten die Befunde der o.a.

Autoren mit dem bei der vorliegenden Untersu-

als nicht umweltunabhingig betrachtet

chung gewonnenen Datenmaterial zum Teil besté-

tigt werden.

Wie aus Tab. 5 zu entnehmen ist, sind fiir den Gen-
ort IDH-A nicht befallene Biume in homozygoter
Besetzung mit 67,6 % um ca. 10 % anteilméBig

hdufiger nachzuweisen als befallene mit 56,8 %.
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Hingegen hélt sich die entsprechende Verteilung
beziiglich des Genorts MDH-B mit 60,5 % bzw.
60,8 % die Waage und ist somit indifferent. Inwie-
weit dieses beim Genort IDH-A hier reproduzierte
Phédnomen fiir den Wollschildlausbefall von Bu-
chen von tatsdchlicher grundlegender Bedeutung
ist, sollte mit differenzierenden Studien weiter ver-

folgt werden.

Als wichtige genetische KenngroBe gilt die Hetero-
zygotie, d.h. dem Zustand von Genorten, deren Al-
lelpaare auf den homologen Chromosomen nicht
identisch sind (HESS, 1982). Im Bereich der Forst-
genetik wird ein hohes Mal} an Heterozygotie bei
Waldbaumarten zumeist als die genetische Ursache
fiir hohe Vitalitdt und Leistung angesehen.

Eine formale statistische Priifung fiir die Buchen im
Bestand Rambrouch, inwieweit der individuelle
Heterozygotiegrad (das ist der fiir jeden Baum fest-
gestellte Anteil aller heterozygot besetzten Genorte

an allen hier untersuchten 11 Genorten, vgl. Tab. 4)
mit einem Wollschildlausbefall in Zusammenhang
gebracht werden kann, fiihrte zur Feststellung, dass
sich befallene und nicht befallene Bdume hinsicht-
lich des individuellen Heterozygotiegrads nicht un-

terscheiden lassen.

Molekulargenetische Untersuchung mit AFLP-
Genmarkern

Mit Hilfe der neueren DNA-Fingerprinttechnik
AFLP Length  Poly-
morphism) kdnnen Sequenzunterschiede in der ge-

(Amplified Fragment

nomischen DNA auch aus nichtkodierenden Berei-
chen von Individuen sichtbar gemacht werden
[Details zur Methode, an der spezifische, die DNA
in Fragmente unterschiedlicher Lénge zerteilende
Restriktionsenzyme und die Polymerasekettenreak-
tion (PCR) mit Primern beteiligt sind, siche bei
Vos et al., 1995]. Unter Einsatz von ausgewéhlten

Primern, die u.a. auch schon bei heimischen Baum-

Tab. 4: Beispielhafter Auszug aus dem Datenblatt von Bestand Rambrouch mit einem Teil der mit Buchen-
wollschildlaus befallenen Biume (j, Befall; n, ohne Befall; weitere Details im nachfolgenden Text)

Tab. 4: Exemplary excerpt from the data sheet of the stand Rambrouch including part of those trees in the stand Ram-
brouch infested by woolly beech scale (j, infestation; n, no infestation; more details are described in the fol-

lowing text)

o é wo S g T ‘g é

1 . LA E2 298
E £ £ - |#|5EE|Sa|E |8 |8 O s £ s E &
= A = Slolz2lz |83 5 = 5 w SN . 212
= g = c=|§3| 5|28 2|5 |2 295 5 g 2
= His—|@ |[E2|k |5 | & 255 T 66
° SRl EE |8 £ a i
o s T oo

MNR IDH LAP MDA PDE PDC 6PG PGI PGR SKD GOT D/D n n

S 53113269 100037 006)1232] 2 ] n ] n n n |333344223412222233332|271 8| 3
g 531058159 100019 ,332140] 2 ] n n ] n n |33.2234223422222322333]271 8| 3
13 53091,001: 100004 199155 1 ] n ] ] n n |333334223412222233332|38| 7 | 4
18 53074 938 99972504154 1 ] n ] ] n n |333344223311.222223332|18| 9| 2
33 53115692 99983861142 1 ] n n ] ] n |3333332233142222223332|27| 8| 3
28 531219841 100016 177151 1 i n i i n | |333333223412222233332|27|1 8| 3
43 531419521 100051 590151 1 i n i i n n |333323221312222223333136| 7| 4
46 53163 1251100041 518149 2 i n i i n n |333322223312222233332|18| 9 | 2
58 53110762 99944 557139 2 i n n i n n |332323.222322222222332|36| 7 | 4
63 53125698 99950224148 2 i n n n n n |332324223412.22 223333336 7 | 4
68 53145 8461 99969041139 3 i n i n i | 1333344223312222233332|18| 9| 2
g0 53148 7721 99952 208|156 3 i n i n n n |32.3334223412.222223332|45| 6 | 5
91 53145598 999361461 28| 3 i n n n n n |323.3333221422222223333|18| 9 | 2
98 531658951 99951 882|143 2 i n i n n n |333333223422222233332|18| 9| 2
104 | 53191917 99943 466) 38| 2 i n i i n n |333323223422222233332|18| 9| 2
105 | 53180466 99946824133 3 i n i i n n |332333223312222233332|27| 8| 3
107 | 53168 965 99958 518]42| 2 i n i i n n |33333422342222223333318| 9| 2
111 53185473 Q0050 423629 2 i n i i n n |333333223422222222333 910 1
125 | 53205 580: 92984131561 1 | i | i i j |3333233223322222223332118 9| 2
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Tab. 5: Ubersicht iiber die Verteilung der homozygot und heterozygot besetzten Genorte IDH-A und MDH-B
bei Buchen im Bestand Rambrouch ohne und mit Wollschildlausbesatz
Tab. 5: An overview of the proportion of homozygous and heterozygous gene loci IDH-A and MDH-B of the beech
trees in stand Rambrouch with and without infestation by woolly beech scale

IDH-A MDH-B
Wollschild- Baumzahl Baumzahl / (%ualer Anteil) Baumzahl / (%ualer Anteil)
lausbesatz Genort Genort Genort Genort
homozygot heterozygot homozygot heterozygot
ohne 413 279 /(67,6 %) 134 /(32,4 %) 251/(60,8 %) 162 /(39,2 %)
mit 81 46 /(56,8 %) 35/(43,2 %) 49 /(60,5 %) 32/(39,5 %)

arten wie bei der Stiel- und der Traubeneiche getes-
tet wurden (GERBER et al., zitiert in GILLET, 2000),
sollte in der vorliegenden Studie gepriift werden, ob
sich diese molekularen Marker gegebenenfalls mit
der Buchenkomplexkrankheit in Verbindung brin-
gen lassen.

Mit AFLPs konnen mit einem verhéltnisméBig ak-
zeptablen Aufwand an Zeit und Kosten eine hohe
Anzahl genetischer Marker erzeugt werden, die
erste Hinweise dafiir erbringen konnen, ob gesché-
digte und gesunde Buchen an bestimmten Stellen
des Genoms — einschlieBlich der nichtkodierenden
Bereiche — Unterschiede aufweisen. Bei positivem
Nachweis ist dann aber natiirlich weiter zu eruieren,
von welcher Art der durch die unterschiedlichen
genetischen Strukturen angezeigte Zusammenhang
mit dem individuellen Zustand ,,gesund“ oder
»Zgeschadigt™ ist.

Die fiir die AFLP-Untersuchung ausgewéhlten
Baumpaare sind in Tab. 6 zusammengestellt, ihre
jeweilige Standposition innerhalb des Bestands
Klink ist der Abb. 1 zu entnehmen.

Die Analyse zur Auftrennung der DNA-Fragmente
entsprechend ihrer unterschiedlichen Langen wurde
in der vorliegenden Studie mit einem
sog. Kapillarsequenzierer durchgefiihrt.
Um Aufwand und Umfang der analyti-
schen Untersuchung so gering wie mog-

lich zu halten, wurden einleitend jeweils

stimmte Primerkombinationen wurde solchermallen
ein positives Signal bei der Mischprobe der gesché-
digten Baume registriert, bei der Mischprobe der
gesunden Bdume hingegen nicht. In der nachfol-
genden Einzelanalyse konnten diese Signale aller-
dings nicht bei jedem einzelnen der acht Baume mit
Schadsymptomatik vorgefunden werden. Dieser
Befund macht deutlich, dass die getesteten Basen-
paar-Abschnitte nicht die Eigenschaft einer grund-
sdtzlichen Diskriminierung zwischen Schadbdaumen
und nicht geschéddigten Baumen besitzt.

Auch wenn die Vorgehensweise bei solchen geneti-
schen Untersuchungen auf den ersten Blick auf-
windig erscheint — nur mit Hilfe eines solchen
Screenings ldsst sich gemiB ,trial and error” die
beriihmte ,,Stecknadel im Heu® finden, d.h. ist es
moglich, auch auf der molekulargenetischen Ebene
mogliche Korrelationen bei der Buchenkomplex-

krankheit aufzufinden.

Fazit und Ausblick
Mittels verschiedener, in Verbindung mit der Bu-
chenkomplexkrankheit erstmals eingesetzter Gen-

marker wurde eine genetische Studie mit dem Ziel

Tab. 6: Ubersicht iiber die zur genetischen Untersuchung mit
AFLP-Genmarkern
(gesund/geschidigt) im Bestand Klink

Tab. 6: An overview of the 8 tree pairs (healthy/damaged) from
stand Klink selected for genetic analysis by applying

ausgewihlten 8 Baumpaare

. AFLP gene markers
Mischproben aus dem Blattknospen-
Untersuchungsmaterial der acht Schad- | Baumpaar Baum-Nr.
biaume bzw. der acht schadfreien Béume
. o gesund 19 | 138 [ 154 | 201 | 242 | 36.3 | 58.3 | 853
angefertigt und mit einer Auswahl von
Primerkombinationen getestet. Fiir be- |geschidigt | 18 | 139 | 156 [ 198 | 223 | 39.3 | 83.3 | 87.3
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durchgefiihrt zu priifen, ob bestimmte genetische
Strukturen auf wie auch immer geartete Korrelatio-
nen mit der Buchenkomplexkrankheit hinweisen.
Mit den tiblicherweise fiir die genetische Charakte-
risierung von Buchenpopulationen verwendeten
Isoenzym-Genmarkern deutet sich ansatzweise nur
bei Genort IDH-A ein solcher Zusammenhang an.
Bei der Isoenzym-Genmarkergruppe wire aller-
dings die Weiterentwicklung von solchen Genmar-
kern wiinschenswert, die ausdriicklich den Sekun-
darstoffwechsel genetisch charakterisieren, zumal
sich in diesem Stoffwechselbereich bei der Wirts-
findung von Trypodendron domesticum die wichti-
ge Interaktion zwischen Wirtsbaum und Schadling
abspielt (z.B. HOLIGHAUS & ScHUTZ, 2006). Wei-
tere Moglichkeiten, Hinweise zur méglichen gene-
tischen (Pri-)disposition fiir die Buchenkomplex-
krankheit durch Einblicke in die genetische Struk-
turierung der Buchen in Schadensbestinden zu er-
halten, bieten die sich derzeit immer routinemafi-
ger und damit weniger aufwindig und kosteninten-
siv entwickelnden molekulargenetischen Methoden
an.

Daneben stellen die beiden Modellbestinde Klink
und Rambrouch eine hervorragende Plattform fiir
die Zukunft dar, in Verbindung mit anderen Moni-
torings auch ein genetisches Monitoring durchzu-
filhren, um die Schadensentwicklung auf der gene-
tischen Ebene innerhalb der Bestédnde mitverfolgen
zu konnen und auch hieraus entsprechende Riick-
schliisse abzuleiten (konzeptionelle Grundlagen fiir
das genetische Monitoring sowie erste praktische
Anwendungen, vgl. hierzu ANONYMUS, 2004; KAT-
ZEL et al., 2005 sowie MAURER, 2005b).
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