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Schlussbericht

SCHLUSSBERICHT?

. Ziele

Seit dem Erstnachweis in Deutschland im Jahr 2002 hat sich das durch den Pilz Eschen-
Stangelbecherchen (Hymenoscyphus fraxineus, Nebenfruchtform: Chalara fraxinea) verursachte
Eschentriebsterben in ganz Deutschland sowie in weiten Teilen Europas flachendeckend
ausgebreitet. Das Vorkommen der Gemeinen Esche im deutschen Wald geht kontinuierlich
drastisch zuriick. Neben dramatischen finanziellen EinbufRen fir Forstbetriebe aufgrund von
Qualitats-verschlechterungen des Holzes, Mortalitdit der Baume und erhdhtem Aufwand fir
Kontrollen und MafRnahmen im Rahmen der Verkehrssicherungspflicht ist die forstliche Zukunft der
Gemeinen Esche ungewiss, v.a. da Neuanpflanzungen nicht empfohlen werden.

Der Verlust der Esche aus der ohnehin beschrénkten Palette einheimischer Waldbaumarten wirde
die kinftige Risikostreuung in der Waldbewirtschaftung zusatzlich einschranken und wére bei
unvermindert grassierendem Verlauf zudem mit einem weitgehenden Verlust der auf die Esche
spezialisierten Arten- und Lebensgemeinschaften verbunden.

Seit dem Auftreten des Eschentriebsterbens in Deutschland wird intensiv dazu geforscht. Dies
erfolgt durch verschiedene Forschungseinrichtungen, z. T. verknlpft mit einem
Erfahrungsaustausch auf européischer Ebene. Als hinderlich stellt sich die Tatsache dar, dass die
Forschungsanstrengungen in den einzelnen Bundeslandern zwar auf der Verwendung ahnlicher
Methoden, aber unterschiedlicher Skalen beruhen. Das erschwert die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse sowie die Ableitung einheitlicher und gebindelter Handlungsempfehlungen. Die
Notwendigkeit einer koordinierten Vorgangsweise zum Umgang mit dem Eschentriebsterben wurde
einstimmig von Fachleuten in einem multidisziplindren, auf Anregung der der BLAG-FGR
durchgefihrten, Workshop aufgezeigt (Fussi et al. 2017). Dieser lieferte wertvolle Anregungen fir
die Entwicklung einer nationalen Strategie, wie sich Forstpraxis, Politik und Forschung gemeinsam
und effektiv fur die Esche einsetzen kbénnen.

Die Ziele des Verbundvorhabens orientieren sich an denen des Demonstrationsvorhabens
FraxForFuture. Gesamtziel des Demonstrationsvorhabens ist ein abgestimmtes und koordiniertes
Vorgehen gegeniiber dem Eschentriebsterben unter Einbeziehung aller relevanten Fachdisziplinen.
Basis des gemeinsamen Vorgehens werden Uber das gesamte Bundesgebiet verteilte
Monitoringflachen unterschiedlicher Beobachtungsebenen sein. Reprasentativ verteilte Intensiv-
Monitoringflachen werden als gemeinsame Arbeitsplattform fir die beteiligten Institutionen unter
Anwendung des gesamten Methodenkataloges mit standardisierten Verfahren dienen.

Auf diesen gemeinsamen Flachen werden augenscheinlich vitale Eschen ausgewahlt. Die Auslese
gesunder Plusbaume wird dartber hinaus auch in weiteren Gebieten mit hohem Befallsdruck
durchgefuhrt. Die selektierten Baume werden vegetativ vermehrt und in Klonsammlungen gesichert.
Grundsatzlich werden alle in Deutschland erfassten Eschen unter Anwendung des zur Verfligung
stehenden Methodenkatalogs mit standardisierten Verfahren phano- und genotypisiert. Es werden
Nachkommenschaftsprifungen angelegt, um die genetischen Ursachen einer moglichen Resistenz
zu ermitteln. Ebenfalls werden die molekular-genetischen Ursachen von Anfalligkeit und Resistenz
untersucht. Ebenso werden Biomarker und Mdoglichkeiten der vegetativen Vermehrung durch
Gewebekulturtechniken analysiert. Die erhaltenen, umfangreichen Informationen werden fur die
Entwicklung zielgerichteter molekular-genetischer Markersysteme verwendet.
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Meilensteine (M) in den Arbeitspaketen (AP)

Nr.

| Name

Verantwortliche Partner

AP 1 Koordinierung der Verbundprojekts

M1.1 Auftaktveranstaltung Tl
M1.2 Berichte fertigen alle
M 1.3 Abschlussveranstaltung TI

AP 2 Plusbaumauswahl und Phanotypisierung

M2.1

Plusbaume auswéhlen und registrieren

TI, AWG, FVA-BW, NW-FVA, SBS

M 2.2

Plusbaume phanotypisieren

TI, AWG, FVA-BW, NW-FVA, SBS

AP 3 Genotypisierung der Plusbdume

Entwicklung einer standardisierten Methode flr

M3.1 - TI, AWG
Genotypisierung

M 3.2 Plusbdume genotypisieren TI, AWG

M 3.3 Bewertung der Genotypisierung TIl, AWG

AP 4 Heterovegetative Vermehrung der Plusbdume (Pfropfung) und Anlage von
Samenplantagen und Klonsammlungen

M 4.1 Reiserernte TIl, AWG, FVA-BW, NW-FVA, SBS
M 4.2 Pfropfarbeiten TI, FVA, NW-FVA, SBS

M 4.3 Resistenztests Plusbdume TI, AWG, FVA-BW, NW-FVA, SBS
M 4.4 Beginn Anlage Samenplantagen TI, AWG, FVA, NW-FVA, SBS

AP 5 Saatguternte, Pflanzenanzucht und Nachkommenschaftsprufungen

M5.1 Saatguternte und Aussaat Tl, AWG, FVA-BW, NW-FVA, SBS
M5.2 Merkmalsaufnahmen in Baumschule TI, AWG, FVA-BW, NW-FVA, SBS
M 5.3 Beginn Anlage Nachkommenschaftsprifungen TI, AWG, FVA-BW, NW-FVA, SBS
M 5.4 Vorlaufige Bewertung der Plusbdume und ihrer TI. AWG, FVA-BW. NW-FVA. SBS

Nachkommenschaften

AP 6 In-vitro-Vermehrung

M6.1 Vermehrung resistenter Unterlagen Tl, SBS

M 6.2 Vermehrung resistenter Genotypen (Altbdume) HUB, SBS
M 6.3 Verfahren zur somatischen Embryogenese HUB

M 6.4 Reaktivierung von Pflanzen aus der NW-EVA

Kryokonservierung

AP 7 Validierung und Anwendung von bekannten Resistenzmarkern

M7.1 Methodenetablierung bereits entwickelter Marker AWG
M7.2 Validierung der Marker AWG
M 7.3 Untersuchung ausgewahlter Baume mit dem AWG

validierten Markerset
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AP 8 Identifizierung von Resistenzmarkern mittels Transkiptomanalyse (Uni Géttingen)

Resistenzabschéatzung

M 8.1 Sammlung und Aufbereitung Probenmaterial U Goe

M 8.2 RNA-Ext.raktlon, cDNA-Bibliotheken und Illumina U Goe
Sequenzierung

M 8.3 Identl.f|2|erung und Validierung von U Goe
Kandidatengenen
Identifizierung und Charakterisierung von

M 8.4 : .

8 diagnostischen SNPs U Goe

AP 9 Genetische Architektur (Genomanalyse)
Generierung von genomweit charakterisierten

M 9.1 ) . TI
Vollgeschwisterfamilien

M 9.2 Phanotypisierung der Jungpflanzen, QTL Tl

M 9.3 Entwicklung molekularer Marker Tl

AP10 Biomarker und Sekundarstoffwechsel

M 10.1 Ph.enolscreenlng von Eschenklonen HUB
(Differenzchromatogramme)

M 10.2 |ldentifizierung von Phenolen als Resistenzmarker HUB

M 10.3 Korrelation von Phanotyp und Genotyp zur HUB. TI

AP11 Genetische Charakterisierung der Bestande des Intensivmonitorings (Core-Bestande)
mit SNPs und Mikrosatelliten

Sammlung des Pflanzenmaterials aus natirlichen

und toleranter Genotypen der Esche

M 11.1 |Bestanden und phanotypische Charakterisierung FVA-BW
der beprobten Baume aus der Naturverjlingung
DNA Extraktion, PCR, Fragmentanalyse und

M1L2 Auswertung cp-DNA und nukleare Mikrosatelliten FVA-BW
Anwendung adaptiver Marker nach Harper et al

M 11.3 |(2016), Genotyspisierung der Core-Bestande FVA-BW
anhand neu entwickelten SNPs

M 11.4 Empfehlungen fir die Auswahl toleranter Herklinfte FVA-BW

AP 12 Genetische Struktur von Hymenoscyphus fraxineus — Populationen

M12.1

Etablierung PCR-Multiplex-Assay Pilz

TI

M 12.2

Alleltabellen

Tl

2. Stand der Technik

Das Eschentriebsterben wurde in Europa erstmalig 1992 in Polen und kurz darauf auch in Litauen,
Lettland und Estland festgestellt. Sich Giber Osteuropa ausbreitend, erreichte der Pilz im Jahr 2002
Deutschland (Schumacher et al. 2007). Zeitgleich wurden erste Funde aus Schweden bekannt. Die
Ausbreitung des Eschentriebsterbens setzte sich in den folgenden Jahren rasant Uber Tschechien,
Danemark (2004), Osterreich (2005), Norwegen (2006), Ungarn, Slowenien (2007), Frankreich
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(2008), Kroatien und Italien (2009) fort. Gegenwartig sind mindestens 24 Lander in Europa und fast
das gesamte Verbreitungsgebiet von Fraxinus excelsior L. von dem aggressiven Pilz betroffen
(COST 2011).

Beobachtungen einzelner gesunder, nicht oder wenig geschadigter Eschen neben stark befallenen
Baumen in Waldbestanden, Samenplantagen und auf Versuchsflachen geben jedoch Anlass, von
einer baumindividuellen, genetisch bedingten Resistenz auszugehen (Pliura et al. 2011, Kjeer et al.
2012, Metzler et al. 2012, Enderle et al. 2013, NW-FVA 2013, McKinney et al. 2014). So konnten
bei Untersuchungen an Pfropflingen in Samenplantagen in Danemark (McKinney et al. 2011, 2014),
Schweden (Stener 2013), Osterreich (Kirisits und Freinschlag 2012, Freinschlag 2013) und
Suddeutschland (Fussi et al. 2016) deutliche Unterschiede im Befall und Schadigungsgrad durch
das Eschentriebsterben zwischen den Klonen beobachtet werden. Dass diese Unterschiede zu
einem groRen Teil genetisch bedingt sind, belegen die Ergebnisse der Auswertung von
Nachkommenschaftsprifungen in Danemark (Kjaer et al. 2012, Lobo et al. 2014, McKinney et al.
2014) und Litauen (Pliura et al. 2011) sowie von Herkunftsversuchen aus Deutschland (Enderle et
al. 2013). In diesen Untersuchungen konnte die genetische Bedingtheit der Resistenz teilweise
quantifiziert werden. So lag die Heritabilitédt im engeren Sinne fir den Befallsgrad in danischen
Nachkommenschaftsprifungen zwischen 0,18 und 0,53 (Kjeer et al. 2012, Lobo et al. 2014). Die
aufgefuhrten Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass zumindest eine geringe Anzahl von Eschen-
Genotypen eine ausreichend hohe Resistenz aufweist, um sich langfristig gegen das
Eschentriebsterben behaupten zu kénnen.

Eine partielle Resistenz und deren genetische Veranlagung koénnen Grundlage fir
Erhaltungsmal3nahmen der Esche darstellen. Eine Maflinahme ist die In-situ-Erhaltung, welche in
Form der Erhaltung und Foérderung gesunder oder schwach geschadigter Baume in sonst stark
geschadigten Bestédnden erfolgen kann (Freinschlag 2013). Die spéatere Verjingung dieser
Individuen kann dazu beitragen, den Anpassungsprozess der Eschenpopulationen an den
Krankheitserreger zu unterstitzen.

Eine Forderung und Beschleunigung des bereits begonnenen Selektionsprozesses kann durch Ex-
situ-Mal3nahmen in Form der Anlage von Samenplantagen unter Verwendung von Eschen mit
nachgewiesener Resistenz erfolgen (Freinschlag 2013, McKinney et al. 2014, Stener 2013). Ein
solcher Ansatz wird in Osterreich mit dem Projekt ,Esche in Not‘ seit 2015 verfolgt
(http://www.esche-in-not.at). Neben der Selektion und Pfropfung vitaler Alteschen mit erhohter
Resistenz werden auch Nachkommenschaftsprifungen mit dem Saatgut dieser Baume angelegt.
Die Jungpflanzen werden bereits in der Baumschule einem hohen Infektionsdruck ausgesetzt. Ziel
dabei ist es, den Erbwert bezogen auf die Krankheitsresistenz dieser Baume zu bestimmen.
Weiterhin sollen die tGberlebenden Baume fiir Samlingssamenplantagen genutzt werden.

Eine Untersuchung der genetischen Diversitat der Esche hat Unterschiede zwischen suddeutsche
Herkiinfte gezeigt (Hebel et al 2006). Die gleiche Untersuchung hat Hinweise auf den Ursprung der
Esche bezuglich ihrer Rickwanderung nach Mitteleuropa ergeben.

Untersuchungen zur genetischen Diversitdt der Gemeinen Esche in Siddeutschland und zu
madglichen genetischen Unterschieden zwischen B&aumen mit unterschiedlicher Anfalligkeit
gegenuber dem Eschentriebsterben mit Hilfe von Kern- und Chloroplasten-Mikrosatelliten kamen zu
dem Ergebnis, dass es sowohl zwischen als auch innerhalb der untersuchten Besténde eine hohe
genetische Variation gibt (Fussi und Konnert 2014). Fur die Gruppe der Baume mit geringer
Krankheitsanfalligkeit wurde ein hoherer Heterozygotiegrad festgestellt als bei den anfélligen
Baumen. Generell wurde innerhalb dieser Gruppe eine ausreichend hohe genetische Vielfalt als
Grundlage fur zukinftige Zichtungsaktivitdten nachgewiesen.
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Die Klonidentifizierung mit Genmarkern bei Pflanzenmaterial, das vegetativ vermehrt wird, stellt eine
wichtige Komponente in allen Zichtungsprojekten dar. Morphologische Merkmale reichen zur
Unterscheidung von Klonen nicht aus und werden auf3erdem nicht nur vom Genotyp, sondern auch
von Umweltfaktoren und vom Alter beeinflusst. Durch die Kombination von mehreren hochvariablen
nuklearen Mikrosatellitenmarkern kénnen hohe Aussagesicherheiten erreicht werden. Dies
bedeutet, dass die Wahrscheinlichkeit fir die zufallige Identitat von zwei Proben an den untersuchten
Markern so gering sein muss, dass die Zugehdrigkeit zu einem Klon als sicher gelten kann. Um das
angemessen beurteilen zu kénnen, muss zuvor die typische GroRenordnung der
Variationsparameter der entsprechenden Art bekannt sein. Fur die Baumart Esche wurden solche
Marker bereits vor langerer Zeit entwickelt (Brachet et al. 1999, Lefort et al. 1999) und in
verschiedenen populationsgenetischen Studien eingesetzt (Holtken et al. 2003, Bacles et al. 2005,
Gerard et al. 2006, Hebel et al. 2007, Bacles und Ennos 2008, Fussi und Konnert 2014). Neuere
EST-Marker erganzen dies (Gérard et al. 2013).

Bereits seit den 1980er Jahren beschéftigen sich Wissenschaftler mit der Entwicklung von
Gewebekultur-Methoden bei verschiedenen Eschen-Arten, meist mit juvenilem Samlingsmaterial
(Tonon et al. 2001, Du und Pijut 2008, Palla und Pijut 2011). In den Fallen, wo mit adultem
Ausgangsmaterial gearbeitet wurde (Hammatt 1996, Schoenweiss und Meier-Dinkel 2005, Douglas
und Pliura 2013), kamen die Autoren Ubereinstimmend zu der Schlussfolgerung, dass die
Bewurzlungskompetenz bei adultem Material nach einer wiederholten Subkultivierung in vitro durch
eine dann erreichte partielle Rejuvenilisierung gesteigert wird. Dartber hinaus weisen viele
Bearbeiter immer wieder auf die Genotyp-Abhéangigkeit der In-vitro-Vermehrbarkeit hin (,TCA- tissue
culture ability).

Die Erforschung der genetischen Architektur von Pflanzen mit Hilfe genetischer Marker begann in
den 80er Jahren des letzten Jahrhunderts (Tanksley 1993). Durch die Erstellung genetischer Karten,
also die sequentielle Anordnung genetischer Marker entlang von Chromosomen, konnten
sogenannte quantitative Eigenschaftsorte (Quantitative Trait Loci = QTL) identifiziert und deren
Einfluss auf das untersuchte Merkmal bestimmt werden (Koornneef et al. 2004). Es zeigte sich relativ
schnell, dass einige Merkmale durch eine begrenzte Anzahl an QTL mit groRem Effekt bedingt
werden, wahrend sich andere Eigenschaften durch eine sehr komplexe genetische Architektur
auszeichnen (Buckler et al. 2009).

Seit einer bedeutenden Machbarkeitsstudie haben auch in der quantitativen Pflanzengenetik
genomweite Assoziationsstudien (GWAS) in natlrlichen Populationen immer mehr an Bedeutung
gewonnen (Atwell et al. 2010). Eine solche GWAS wurde auch zur Untersuchung der genetischen
Grundlagen der Variation des Eschentriebsterbens durchgefiihrt. Hierfir wurden die Transkriptome
von 182 déanischen Eschen sequenziert (Harper et al. 2016). Durch die Assoziation der Expression
und der Sequenz aller exprimierten Gene wurden mehrere potentielle molekulare Marker identifiziert
(Harper et al. 2016; Sollars et al. 2017). Allerdings scheinen diese Marker nur begrenzt einsetzbar
Zu sein, da die Ergebnisse in Folgeuntersuchungen nicht bestétigt werden konnten (Enderle et al.
2017). Dies kbnnte an der relativ geringen statistischen Teststarke der urspriinglichen Untersuchung
liegen oder an der verhaltnisméRig geringen Aussagekraft der einzelnen Marker. Fir eine
verlassliche Aufklarung komplexer Merkmale mittels GWAS wird eine sehr groRe Anzahl von
Individuen bendtigt (Altshuler et al. 2008; Weissbrod et al. 2018).

Ein alternativer Ansatz zur Aufklarung der genetischen Architektur, der sich besonders mit Pflanzen
gut durchfuhren l&sst, ist die Analyse von Nachkommenschaften aus Kreuzungen genetisch
definierter Eltern, also die klassische* QTL-Analyse. Dieser Ansatz zeichnet sich durch eine sehr
hohe statistische Teststarke aus (Brachi et al. 2010) und die Anzahl der bendtigten Individuen ist um
ein Vielfaches geringer als bei einer GWAS (Hall et al. 2016). Aufgrund der Segregation von
Chromosomenabschnitten in Blécken ist aul3erdem die Genotypisierung deutlich vereinfacht. Durch
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den Einsatz moderner molekularbiologischer Methoden kénnen Vollgeschwister-Populationen aus
den Nachkommen offen abgeblihter Einzelbdume herausgefiltert werden, wodurch der Aufwand
von gelenkten Kreuzungen entféllt (El-Kassaby et al. 2011). Dies ist besonders bei Baumen von
Bedeutung, da sich wegen ihrer Gré3e und teilweise auch ihrer Blitenbiologie schwer kreuzen
lassen.

Wahrend die Identifizierung der kausalen Genvarianten, welche einem QTL zugrunde liegen, lange
Zeit sehr aufwendig war, kann die Integration von zusatzlichen genomischen Datensatzen die Suche
erheblich erleichtern (Jimenez-Gomez et al. 2010; Mdiller et al. 2016; Mduller et al. 2018). Auch fir
die Esche sind inzwischen vielféltige genomische Ressourcen vorhanden: ein qualitativ
hochwertiges Referenzgenom, Re-sequenzierungsdaten verschiedener natirlicher Akzessionen
und umfangreiche Transkriptomdaten stehen online zur Verfigung (Sollars et al. 2017). Mit weiteren
Daten kann in naher Zukunft gerechnet werden, wie der OpenAshDieBack Website
(http://oadb.tsl.ac.uk/) zu entnehmen ist.

Arten sowie Klone von Pflanzen weisen qualitative sowie quantitative Unterschiede in ihrem
sekundaren Pflanzeninhaltsstoffprofil auf. So konnte z. B. fir die Gattung Salix gezeigt werden, dass
sich die Profile an phenolischen Verbindungen, insbesondere Salicylaten, stark unterscheiden
(Forster 2010). Im Laufe der Evolution haben sich die Pflanzen insbesondere mit sekundaren
Inhaltsstoffen gegen mikrobielle, pflanzliche und tierische Konkurrenten behaupten kdnnen.
Phenolischen Inhaltsstoffen wird so z. B. eine fungizide Wirkung zugesprochen (z. B. potentiell
fungizide Wirkung phenolischer Extrakte von Salix caprea, Julkunen-Tiitto 1992; Gebhardt 1992).
Eine unterschiedliche Rostpilzanfalligkeit von Weidenklonen wurde daher auf ein unterschiedliches
Profil an phenolischen Verbindungen in der Pflanze zurlickgefihrt. So stellte sich heraus, dass
Pflanzenphenole aus der Gruppe der Flavanoide und der Phenol-Carbonséuren besonders geeignet
waren, um z. B. Blauepilze zu bekampfen (Blaeser et al. 2002; Kunz et al. 1995; Wegen et al. 1998).
Auch fur F. excelsior wurde bereits nachgewiesen, dass das Holz des Baumes phenolische
Verbindungen wie Phenolsduren oder Oleuropein, welche verantwortlich fur einen bitteren und
scharfen Geschmack ist, aufweist. Es ist daher anzunehmen, dass die Krankheitsanfalligkeit von
Eschen gegeniiber H. fraxineus durch die Analyse des sekundaren Inhaltstoffprofils vorhergesagt
werden kann. Mogliche relevante Sekundarmetabolite fur die Pilzabwehr werden identifiziert.
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3. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Am Verbundprojekt sind Arbeitsgruppen aus sieben Institutionen beteiligt. Es wurden 12
Arbeitspakete bearbeitet. Die Koordinierung des Verbunds (AP 1) Gbernimmt das Thinen-Institut.

Zu den Arbeitspaketen 2, 4 und 5 trugen die Partner Thinen, AWG, FVA-BW, NW-FVA und SBS
mit verschiedenen Anteilen bei. Alle finf Partner haben in lhrem Verantwortungsbereich vitale
Plusbdume ausgelesen, Pfropfreiser gewonnen, die Pfropfarbeiten durchgefuhrt und ggf. eine
Klonsammlung angelegt. Die Pfropfungen der bayerischen Baume tbernahm die FVA. Weiterhin
haben diese flnf Partner von den von ihnen ausgelesenen Baumen soweit mdglich Saatgut geerntet,
Pflanzen angezogen. Dem Verbund FraxPath wurden akklimatisierte Pflanzen aus der In vitro-Kultur
fur entsprechende Untersuchungen z.B. Virulenztests oder Infektionsversuche zur Verfugung
gestellt.

Die Genotypisierung aller ausgewahlten Plusbaume (AP 3) wurde vom AWG und dem Thinen-
Institut durchgefuhrt.

Mit der In-vitro-Vermehrung (AP 6) beschaftigten sich die HUB, SBS, die NW-FVA und das Thinen-
Institut. Die Humboldt-Universitdt hat die Verfahren zur Meristemkultur und somatischen
Embryogenese der Esche weiterentwickeln und optimiert, um eine weitere Moglichkeit der
Vermehrung von Eschen mit erhéhter Resistenz zu schaffen. Die Baumschulen Oberdorla hat als
Unterauftragnehmer von SBS ausgewahlte Eschenklone vermehren. Im Thinen-Institut wurden
bereits in Kultur befindliche Klonlinien mit erhdhter Resistenz als Unterlagen fuir die Pfropfarbeiten
weiter vermehrt. Zusétzlich wurden einige hoch anfallige Klone als Positivkontrollen anderen
Partnern zur Verfligung gestellt. Die NW-FVA hat kryokonservierte Genotypen aus der Zeit vor dem
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Eschentriebsterben wieder in die Vermehrung genommen sowie resistente Plusbaume als
zusatzliche Sicherung neben der Pfropfung neu in die Meristemkultur etablieren.

In einem eigenen Arbeitspaket (AP 7) wurden vom AWG bereits aus der Literatur bekannte
Resistenzmarker auf inre Verwendbarkeit fur die Selektion in Stiddeutschland getestet.

In den Arbeitspaketen 8 und 9 wurden mit zwei verschiedenen Ansatzen (Transkriptom- und
Genomanalyse) potentielle Resistenzmarker detektiert. Fir eine Assoziationsstudie werden hierflr
die Bestdnde des Intensivmonitorings des  Unterverbunds  Monitoring  genutzt.
Der zweite Ansatz baute auf Nachkommenschaften auf, die bereits im Projekt ResEsche erzeugt
worden sind. Diese Nachkommenschaften bildete die Grundlage fir die Identifizierung von mit der
Anfalligkeit gegenliber dem Eschentriebsterben verbundenen QTL.

Im Arbeitspaket 10 wurde durch die Humboldt-Universitat zu Berlin untersucht, inwieweit sich die
Profile an Phenolen von anfalligen und toleranten/resistenten Eschenklonen qualitativ und
quantitativ unterscheiden. Weiterhin wurden Analysen zur Akkumulation sekundarer Inhaltsstoffe
nach dem Befall des Baumes mit H. fraxineus durchgefuihrt. Auch wurde ein Teilkollektiv der
Plusbdume mit erhohter Resistenz mit einem physiologischen Biomarkerset (Kohlenhydrate,
Aminosauren, Makroelemente etc.) durch das LFE untersucht (Kostenplanung im Unterverbund
Monitoring). Die Ergebnisse zu den unterschiedlichen Phenolprofilen in verschiedenen
Eschenklonen wurden mit diesen Befunden sowie auch mit genetischen Resistenzmarkern
korreliert.

Das Arbeitspaket 11 beschaftigte sich mit der genetischen Analyse der Bestdnde des
Intensivmonitorings und stellt somit eine wichtige Schnittstelle zum Verbund FraxMon dar.

Eng verzahnt mit dem Verbund FraxPath war das Arbeitspaket 12. Hier untersuchte das Thinen-
Institut Hymenoscyphus fraxineus-Stamme mittels molekular-genetischel Methoden.

Unabhangig von den Arbeitspaketen im Verbund FraxGen war SBS im Verbund FraxMon an der
Auswabhl, Einrichtung und Betreuung von bis zu 2 Monitoringflachen sowie an der Erhebung und
Bereitstellung von erforderlichen Daten nach Vorgabe durch den Koordinator unmittelbar beteiligt.

AP 8
Transkriptomanalyse
{Uni Gattingen)

|

AP 7
Resistenzmarkerprifung
{FVA)

AP 11
Genetische
Charalterisierung

AP S5
I Nachkemmenschaft AP 9

sprifung ‘ Genmarker/aTL

/ (ASP, FVA, NWFVA, {Thiinen)
i AP 2 Thiinen, SBS)

Unterverbund — Plusbaumauswahl

Monitoring {ASP, FWA, NWFVA,
Thiinen, SBS)

AP 4
Genotypisierung
Plusbdume

/ \ \ {Thinen, ASP)

AP 3
AP L0 Pfropfung+Klonar chiv AP G
(ASP, FVA, NWFVA, — Gewebelkultur AP 12 o : ,
¥ nterverbunc
Thiinen, SBS) (HUB, 585, Thinen) Pilzgenetik .
Phytopathologie
{Thiinen)

Inhaltstoffe/Biomarker
(HUB)

Schema der Vernetzung zwischen den Arbeitspaketen und mit den anderen Verbiinden des
Demonstrationsvorhabens FraxForFuture
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Fur die Realisierung des Projekts wurden auch bestehende internationale Kontakte und
Kooperationen genutzt. Sowohl die Uni Goéttingen als auch das Thinen-Institut hatten bereits
Kontakte zu internationalen Arbeitsgruppen. Von Seiten der Uni Goéttingen besteht eine lange
vertrauensvolle Zusammenarbeit mit Kooperationspartnern aus Osterreich (Prof. Dr. Thomas
Geburek, Bundesforschungszentrum fir Wald, Institut fur Waldgenetik, Wien) und Danemark (Prof.
Dr. Erik Dahl Kjaer, Department of Geosciences and Natural Resource Management, University of
Copenhagen).

Das Thinen-Institut fur Forstgenetik hat Kontakte zu Dr. Lene Rostgaard-Nielsen (Department of
Geosciences and Natural Resource Management, University of Copenhagen, Denmark), die eine
GWAS auf Basis des European Diversity Panels durchfihrt. Es wurde vereinbart,
Forschungsergebnisse auszutauschen. Weiter bestehen Kontakte zu Dr. Richard Buggs (Kew
Botanical Garden). So nahm ein Mitarbeiter des Instituts an einem Workshop zu Ash Genomics, der
von Dr. Buggs ausgerichtet wurde.

Das AWG ist mit einer Klonflache an der danischen GWAS Studie (Dr. Lene Rostgaard-Nielsen,
Department of Geosciences and Natural Resource Management, University of Copenhagen)
beteiligt. Die daraus entwickelten SNP Marker werden im Arbeitspaket 7 angewandt.

Die Abteilung Waldgenressourcen der NW-FVA hat internationale Kontakte zu verschiedenen
Organisationen. Zu den Partner des 0.g. Forschungsprojekt (EU, Improving Ash producitivity — RAP)
bestehen nach wie vor Kontakte (Dr. Gerry Douglas, Irland)

12



ll. Ergebnisse

1. Erzielte Ergebnisse

Schlussbericht

AP 1 Koordinierung des Unterverbunds Genetik/Ziichtung

Im Arbeitspaket 1 wurden die Arbeiten im Verbund FraxGen koordiniert. Wichtige Instrumente
dafur waren die Initilerung, Organisation und Durchfiihrung von Treffen und Besprechungen im

Verbund (Tabelle 1 und Tabelle 2). Weiterhin nahm die Verbundleitung an allen
Verbundleiterbesprechungen teil, die von FraxConnect organisiert wurden.

Tabelle 1 Onlinetreffen

Datum Thema Ergebnis
13.01.2021 FraxGen - Plusbaumkriterien Liste der Plusbaumkriterien fur
die Bonitur (Tabelle 3)
18.02.2021 FraxGen — Resistenztest-Abstimmung | Austausch von
Methodenprotokollen
29.04.2021 FraxGen — Verbundtreffen 2 Protokoll
23.09.2021 FraxGen — Verbundtreffen 3 Protokoll
Planungstreffen FraxForFuture-Tagung
05.11.2021 FraxForFuture Tagung: Unterverbund Vortrage
FraxGen
01.12.2021 FraxGen — Verbundtreffen 4 Protokoll
14.12.2021 FraxGen Design von Klon- und Protokoll
Samlingssamenplantagen
20.01.2022 FraxGen - Veredlungsworkshop Methodenaustausch
18.02.2022 FraxGen trifft Esche in Not (Osterreich) | Methodenaustausch,
Datenverknlpfung, Austausch
von Pflanzen
24.02.2022 FraxForFuture -Datenbankplanung Methodenaustausch
FraxGen
29.04.2022 FraxGen - Unterverbundbesprechung Methodenaustausch
13.05.2022 FraxForFuture - Abgleich Methodenaustausch
Boniturauswertung
17.08.2022 FraxGen - Saatgutbesprechung Methodenaustausch/Planung
19.10.2022 FraxGen - Unterverbundbesprechung Protokoll
09.11.2022 FraxForFuture Vortragsreihe - FraxGen | Vortrage
17.11.2022 FraxGen - Kernaussagen Planung
FraxForFuture
19.01.2023 FraxGen - Kernaussagen
FraxForFuture
20.01.2023 Datenbank
10.03.2023 Aufstockungsantrage?
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16.02.2023 Datenbank
19.09.2023 Aufstockungsplanung?
18.12.2023 Treffen wegen Folgeantrag

Tabelle 2 Prasenztreffen

Datum Thema Ergebnis
05— FraxGen-Arbeitstreffen zum Schulung der Teilnehmerinnen
06.07.2021 Sommerboniturverfahren an der NW-FVA

in Hann. Minden
16. — FraxGen-Arbeitstreffen zum Schulung der Teilnehmerinnen
17.11.2021 Winterboniturverfahren an der NW-FVA in

Gottingen

17.+18.05.2022

FraxForFuture — Verbundtagung in Kassel

Protokoll, Austausch

10.06.2022 FraxGen — InVitro Treffen an der HU Methodenaustausch
Berlin
10. - Projekttreffen fur Aufstockung an der NW- | Protokoll
11.01.2023 FVA Géttingen
26. — Projekttreffen und Tagung in Géttingen Tagungsband und Protokoll
27.09.2023
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AP 2 Plusbaumauswahl und Phéanotypisierung

Hessen

Abbildung 1: Plusbaumverteilung in Deutschland

Die Auswahl der Plusbaume auf der Basis des FraxForFuture Boniturschlissels (Peters et al. 2021)
und verbundintern festgelegter Qualitatskriterien wurde im Jahr 2022 abgeschlossen. Der Fokus bei
der Selektion wurde auf die Widerstandsféahigkeit gegeniiber dem Eschentriebsterben gelegt,
welche anhand des Boniturschlissels maf3geblich anhand des Kronenzustands, eines gesunden
StammfulRes sowie weiterer Kriterien (u.a. Insektenbefall), einheitlich beurteilt werden konnte.
Daruber hinaus wurden Kriterien, die fur die qualitative forstliche Eignung aussagekraftig sind,
bericksichtigt und erhoben. Bundesweit wurden final aus allen einheitlich erfassten
Plusbaumkandidaten 643 Plusbdume selektiert und fur Infektionstests zur Verfugung gestellt
(Abbildung 1).
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Das angestrebte Ziel war es, ein ausgeglichenes Geschlechterverhéltnis unter den Plusbaumen zu
erzielen, da die Anlage von Samenplantagen dies erfordert. Die Geschlechtsbestimmung der
ausgewahlten Baume konnte aufgrund von ausbleibender Fruktifikation im Projektzeitraum meistens
nicht eindeutig zum Zeitpunkt der Auswahl erfolgen. Die Daten wurden fortlaufend innerhalb der
Projektlaufzeit erganzt. Einzelbeobachtungen zeigen, dass vorwiegend weibliche und damit
fruchttragende Baume, aber auch stark mannlich blihende Baume, starkere VitalitdtseinbufRen
zeigen. In der Folge scheint die Vitalitat tber die Zeit je nach Auspréagung der Fruktifikation stark zu
schwanken. Fruchttragende Baumen scheinen dariiber hinaus insgesamt weniger wtchsig und
qualitativ hochwertig zu sein, weshalb die Selektion dahingehend angepasst werden musste.
Sowohl in Bezug auf die Vitalitat als auch bei der Qualitdt wurden bei fruchttragenden Baumen
Abweichungen von den vereinbarten Kriterien toleriert um den Anteil an vorwiegend weiblichen
Plusbdumen zu erhdhen.

2023 wurde in allen Teilvorhaben eine koordinierte Phanotypisierung aller erfasster Plusbaume im
belaubten Zustand durchgefuhrt. Hierbei wurde die Stabilitat der Vitalitatsmerkmale im Vergleich zu
den bei der Plusbaumauswabhl erhobenen Daten gepriift. AuRerdem wurden Informationen tGber das
Geschlecht der Baume ergénzt, sofern dies noch nicht bekannt war. Die Vitalitatsbeurteilung zeigte
sich Uber den Boniturzeitraum weitgehend konstant. Eine gleichbleibende Vitalitdtsbeurteilung
konnte an den Plusbaumen der FVA-BW in 85%, am AWG in Uber 70%, TI Uber 85% und an der
NW-FVA in Uber 75% festgestellt werden. Somit konnte die erstmalige Auswahl anhand der
ausgewahlten Selektionskriterien in den meisten Féllen bestatigt werden.

In wenigen Fallen sind Plusbaume im Projektzeitraum ausgefallen und wurden aus der Auswabhl
entfernt. Hauptsachlich fuhrten Windwurf oder ein Absterben innerhalb von zwei Jahren zum
Ausschluss. Fallungen aufgrund anderer Grinde dagegen wurden nicht als Ausschlussgrund
angesehen.

Tabelle 3 Ubersicht zu selektierten Plusbaumen und anteilige Fruchttragende und Ausfélle

Teilvorhaben Selektierte Plusbaume Davon fruchttragend Ausfall
zum Projektende 2024

TI 79 19 0

AWG 113 14 0

FVA 197 41 0

NW-FVA 194 44 11

SBS 60 7

Summe 643 133 11
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AP 3 Genotypisierung der Plusbaume

Zur Vereinheitlichung der Genotypisierung in den Laboren des Thiinen Instituts (TI), des
Bayerischen Amt fur Waldgenetik (AWG), der Forstlichen Versuchsanstalt Baden-Wirttemberg
(FVA-BW) und der Universitat Gottingen (GO) wurden 50 Kernmikrosatellitenmarker auf inre
Eignung in den einzelnen Laboren und die Vergleichbarkeit tber die Labore hinweg tberpruft.
Zusétzlich wurde die Methode durch die Verwendung der gleichen Multiplex Kits und Farbstoffe
angeglichen.

Der Vergleich der Marker zwischen den Laboren zeigte fur alle Marker eine Verschiebung der
Allellangen. Diese Verschiebungen waren fur einige Marker konstant. Die Vergleichbarkeit dieser
Marker zwischen den Laboren ist bei Kenntnis der Verschiebung gewahrleistet. Andere Marker
zeigten inhomogene Verschiebungen. Diese Inhomogenitéat kdnnte zum einen an modifizierten
Primersequenzen oder an unterschiedlichen Herangehensweisen bei der Auswertung von nicht
eindeutigen Elektrogrammen, aus denen die Allellangen abgelesen werden, liegen.

Schlussendlich konnten 12 Marker (F27, F30, Frex02, Frex06, Frex10, F6, F21, Fem11, Fem4,
Fem19, FR308, ASH2429) ausgewahlt und in drei Multiplex-Sets zusammengefasst werden
(Tabelle 4). Diese wurden bei der Genotypisierung der Plusbaume verwendet.

Tabelle 4 Informationen zu verwendeten Markern und Multiplexsets.

Multiplex- | Name Locus Literatur

Sets Marker

1 F27 Contigb418 11372_11513 Sollars et al., 2017
1 F30 Contig344_81629 81375 Sollars et al. 2017
1 Fex02 Contigl795 237744 237898 | Sollars et al. 2017
1 Frex06 Contig3809 118941 119122 | Sollars et al. 2017
1 Frex10 Contig87_333704_333466 Sollars et al. 2017
2 F6 M230B Beatty et al. 2015
2 F21 Fp18437 Noakes et al. 2014
2 Fem4 Femsatl 4 Lefort et al., 1999
2 Femll Femsatl 11 Lefort et al. 1999
3 ASH2429 | ASH2429 Bai et al. 2011

3 Fem19 Femsatl19 Lefort et al. 1999
3 FR308 FRESTSSR308 Aggarwal et al. 2011

Vom TI wurden 270 Plusbdume (79 Plusbaumgenotypen des Tl, 191 Plusbaumgenotypen der
Nordwestdeutschen Forstlichen Versuchsanstalt (NW-FVA)) und vom AWG 384 Plusbaume (195
der FVA-BW, 82 des Staatsbetrieb Sachsenforst (SBS) und 107 des AWG) genotypisiert (Abbildung
2). Fur die DNA-Extraktion verwendete das Tl eine Methode nach Brigmann et al (2022) und das
AWG eine abgewandelte Methode nach Lefort und Douglas (1999).

Insgesamt wurden drei bis 49 Allele pro Locus und Plusbaumkollektiv bzw. Population gefunden.
Die mittlere Anzahl von 14,5 bis 22,1 Allelen pro Locus und Plusbaumkollektiv bzw. Population
deutet auf ausreichend polymorphe Kernmikrosatelliten hin, um eindeutige Genotypen der
Plusbaume zu erstellen und aussagekraftige Vergleiche zwischen den Plusbaumkollektiven bzw.
Populationen ziehen zu kbnnen. Die Anzahl effektiver Allele ist deutlich geringer, da an den meisten
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Loci wenige haufige und viele seltene Allele vorkommen. Die beobachtete Heterozygotie liegt
zwischen 0,66 und 0,70. Trotz deutlich unterschiedlicher Anzahl von Baumen ist die allelische Vielfalt
(Anzahl der Allele gewichtet nach der Anzahl der Baume) der Plusbdume vergleichbar. Im
Allgemeinen weisen die Plusbaume eine meist hohere genetische Variation und Diversitat an den
Kernmikrosatellitenloci auf als die beobachteten natirlichen Populationen. Von einer genetischen
Verarmung in den Plusbaumkollektiven durch die Selektion der Plusbaume ist nicht auszugehen,
wenn eine ausreichend hohe Zahl an Plusbdumen in der Samenplantage enthalten ist. Die hier
untersuchten 70-200 BaAume scheinen ausreichend zu sein.

Die nun vorhandenen Genotypen der Plusbdume konnen bei der Zusammenstellung von
Samenplantagen genutzt werden. Des Weiteren kdnnen sie zur Nachverfolgung der Baume in der
Samenplantage verwendet werden, um Verwechslungen bei der Anzucht und Pflanzung sowie das
Durchwachsen der Veredelungsunterlage auszuschlie3en.

Anzahl Anzahl Anzahl Beobachtete Allelische
L Baume Allele effektive Allele Hetozygotie Vielfalt
@ 200+ 101 0.8 1
+l
8 150 81 0.6
(3]
3 100 ° 04
£ 4 '
[0)
= 50 2 0.2
Q
s 0 0 0.0

Plusbaumkollektiv/Population
® Bw+ @ BY+ @ NW-FVA+ @ SN+ @ T+ [0 1IBF BB @ IBF BY1

Abbildung 2 Anzahl der Baume und Kennwerte der genetischen Vielfalt fur die Plusbdume der beteiligten Partner FVA-
BW (BW+), AWG (BY+), NW-FVA (NW-FVA+),SBS (SN+) und TI (TI+) im Vergleich zu zwei naturlichen Bestéanden der
IBF Steglitz (IBF BB) Und IBF Monheim (IBF BY1).
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AP 4 Heterovegetative Vermehrung der Plusbdume (Pfropfung) und Anlage von Klonsammlungen

Abbildung 3: Reiserernte an einem Eschen-Plusbaum durch Bekletterung (ONW-FVA)

Zur Sicherung und Vermehrung der im AP 2 ausgewahlten Plusbaumgenotypen wurden wéhrend
der gesamten Projektlaufzeit durch die flnf beteiligten Teilprojektpartner (Tl, AWG, FVA-BW, NW-
FVA und SBS) die erforderlichen Edelreiser in mehreren Erntekampagnen gewonnen.

Die Werbung der Plusbaumreiser wurde uberwiegend durch qualifizierte externe Baumsteiger
(Abbildung 3), aber auch mittels Schiel3-Sage-Methode (BigShot) durch die Projektmitarbeitenden
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selbst durchgefuhrt. Von jedem Genotyp wurden mindestens 20 Zweige geerntet, um mit Methoden
der heterovegetativen Vermehrung (Veredelung) in Form von Pfropfungen und Okulationen
sicherzustellten, dass ausreichend Rameten der Plusbdume fir die zweistufigen ex-situ-
Resistenztests und die Anlage von Klonsammlungen zur Verfiigung standen.

In Abhangigkeit von der Qualitat der Edelreiser wurden als Methoden der Winterhandveredelung
Uberwiegend Kopulation, Geiltfufd und ,Chip-Budding“ gewahlt. Zusatzlich wurde Okulation als eine
im Spatsommer durchgefiihrte ,Chip-Budding“-Veredelung angewendet. Als Pfropfunterlagen
wurden vom TP4 angezogene Samlinge von gegeniiber dem Eschentriebsterben (ETS) toleranten
Eltern als auch zugekaufte Pflanzen unbekannter Herkunft verwendet. Von allen Teilvorhaben
konnten Veredelungen an insgesamt 665 Plusbaumgenotypen mit durchschnittlich gutem
Anwuchserfolg durchgefuihrt werden (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5: Ubersicht der wahrend der Projektlaufzeit durchgefilhrten Veredelungen

Teilvorhaben | Anzahl Durchschnittlicher Veredelungserfolg
veredelter
Genotypen
TI 79 83 % (Pfropfung)
AWG 197 74 % (gesamter Pfropferfolg, da FVA-BW beide TP
FVABW 113 veredelt hat)
NW-FVA 196 74 % (Pfropfung und Okulation)
SBS 82 45 % (Pfropfung und Okulation)

Zur  Verifizierung der beobachteten  Feldtoleranzeigenschaften der  ausgewdhlten
Plusbaumkandidaten gegenuber dem ETS wurden die erhaltenen Pfropflinge zwei ex-situ-
Resistenztestverfahren (Ascosporentest und Innokulationstest) unterzogen.

Basierend auf Vorgaben des Unterverbundes FraxPath (Maia Ridley) wurde sich im Vorfeld auf die
Methodik der Testdurchfiihrung geeinigt, sie musste aber aufgrund unterschiedlicher Bedingungen
an den durchfihrenden Instituten individuell angepasst werden. Jeweils vier Pflanzen eines
Plusbaumgenotyps wurden im Inokulationstest und die Ubrigen Rameten im Ascosporentest gepruft.
Fur den Inokulationstest wurden die Pflanzen von jedem durchfiihrenden Institut im Gewachshaus
oder einer anderen, vor Sporenflug des Falschen wei3en Stangelbecherchens (Hymenoscyphus
fraxineus) geschiitzten Umgebung kultiviert. Mit der Infektion der Genotypen mit dem Teststamm 7
(Herkunft FraxPath, Maia Ridley) wurde im Spatsommer 2022 begonnen (siehe Abbildung 4). Als
Negativkontrolle wurde ein Plusbaumgenotyp ausgewahlt, der mit einem sterilen Agarstick infiziert
wurde. Die Positivkontrolle bestand aus einem anféalligen Genotyp (FO01_10) der mit dem
Teststamm infiziert wurde. Bonitiert wurde die Nekrosenstufe nach dem Boniturschlussel fur
Jungeschen (Peters et al. 2021).
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Abbildung 4: (a) mit Hymenoscyphus fraxineus bewachsene Agarplatte aus der die Plugs zur Inokulation ausgestanzt
wurden; (b) Abgeldstes Kambium mit eingebrachtem Agarplug; (c) Verschluss der Wunde mit Parafilm(©NW-FVA)

Waéhrend der ersten Bonitur zeigten sich bei den meisten Teilvorhaben weniger Nekrosen als
erwartet. Griinde hierfiir kénnen die hohen Temperaturen von stellenweise tUber 30°C wahrend der
ersten Infektion, ein Verlust der Aggressivitat des Stammes aufgrund zu langer Plattenkultur,
Positionierung des Chips nach Verbinden der Pflanze mit Parafilm nicht mehr optimal oder eine
zugrunde liegende Reisstenz gegeniiber dem Stamm sein. Aus diesem Grund wurde von allen
Instituten im Herbst/Winter 2022 eine erneute Infektion mit Stamm 7 (Ausnahme TI: Infektion mit
Stamm 10; Herkunft FraxPath, Maia Ridley) vorgenommen.

Fur den Ascosporentest wurden im Winter 2021/2022 und Fruhjahr 2022 infizierte Blattspindeln
gesammelt. Diese wurden im Frihsommer zwischen die Topfe der Plusbaumrameten und der
Positivkontrolle (FOO1 10) ausgebracht (siehe Abbildung 5 a). Die Entwicklung des Pilzes konnte
bei allen Teilvorhaben beobachtet werden (Abbildung 5 b). Eine zweite Entwicklungswelle im
Spatsommer/Frihherbst war stellenweise sichtbar. Die Bonituren fanden ab Herbst bis zum
Zeitpunkt der Pflanzung statt. Bonitiert wurden Blattsymptome sowie die Nekrosenentwicklung nach
dem Schlissel fur Jungeschen (Boniturheft FraxForFuture). Wahrend der gesamten Versuchsdauer
befand sich eine Sporenfalle in direkter Versuchsnahe (siehe Abbildung 5 a). Die Filter dieser Fallen
wurden an jedem Institut wochentlich gewechselt. Die Analyse der Filter, die den Sporendruck
guantifizierbar macht, konnte im Projektzeitraum jedoch nicht abgeschlossen werden.
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Abbildung 5: (a) Versuchsanordnung des Ascosporentests im Cabriohaus der NW-FVA mit zentral angebrachter
Sporenfalle; (b) Laubstreu mit weilRen Fruchtkérpern von Hymenoscyphus fraxineus (ONW-FVA)

Die beteiligten Institute konnten insgesamt 661 Klone und damit Gber 99 % der ausgewahiten
Plusbaumkandidaten den beiden ex-situ-Resistenztests unterziehen. In der ersten Prifung
2022/2023 bestanden den Ascosporentest (Toleranzhirde von mindestens 70% symptomfreien
Rameten je Genotyp) im Durchschnitt fast 52 % der Genotypen (siehe Tabelle 6). Die abschlie3ende
Bewertung der 2023 durchgefiihrten Resistenztests mit weiteren Genotypen steht noch aus.

Tabelle 6: Ubersicht der ex-situ-Ascosporentests der beteiligten Teilvorhaben

Teilvorhaben | Anzahl Test Anzahl Test
getesteter | bestanden | getesteter | bestanden
Genotypen | 2023 Genotypen | 2024
2022 2023

TI 61 92 % 18 ausstehend

AWG 34 38 % 80 ausstehend

FVA-BW 120 38 % 77 vorlaufig 92

%
NW-FVA 186 54 % - -
SBS 54 34 % 28 ausstehend

Es zeigte sich, dass der Pilz auch wahrend der Vegetationsruhe weitere Schaden in den Pflanzen
verursachte, was durch den Anstieg hoherer Nekroseschadstufen hier exemplarisch an Daten der
FVA-BW und NW-FVA dargestellt ist (Abbildung 6). Ein durchgehendes Monitoring der ex situ-
Testpflanzen bis zum Zeitpunkt der Flachenbegriindung ist somit als notwendig zu erachten.
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Abbildung 6: Vergleichende Nekrosenentwicklung an Genotypen der Teilvorhaben FVA-BW und NW-FVA aus der
Pfropfsaison 2022 mit der Entwicklung der Symptome beginnend im November 2022 (©FVA-BW). Rot markiert
(aussortiert) ist der Anteil der Pflanzen die aus dem Versuchsdesign entfernt wurden, da sie bereits abgestorben waren.

Die Auswahl der Genotypen fir die Sicherung in Pfropflingssamenplantagen/Klonsammlungen
basierte auf den Ergebnissen des Ascosporentests, da dieser auf dem nattrlichen Infektionsweg
von Hymenoscyphus fraxineus durch Sporenbefall der Blatter basiert. Bei den Mengen an
gesammelter Laubstreu, die von den Teilvorhaben in ihren Versuchen ausgebracht wurden, kann
von der Infektion der Testpflanzen mit Sporen von unzéhligen verschiedenen Pilzstammen
ausgegangen werden. Beim Inokulationstest hingegen bezieht sich die Bewertung der
Toleranzeigenschaften auf nur einen, wenngleich auch sehr aggressiven Pilzstamm.

Da Flachen, deren standértliche Bedingungen fir den Anbau von Esche geeignet und die
gleichzeitig so isoliert von natlrlichen Eschenvorkommen liegen, dass der Einfluss von
Fremdbestdubung nahezu ausgeschlossen werden kann, gestaltete sich die Flachensuche fiir die
Anlage von Pfropflingssamenplantagen/Klonsammlungen bei allen beteiligten Instituten schwieriger
als erwartet. Zusatzlich ist noch nicht bei allen Teilprojekten die Erfassung von Resistenzmerkmalen
ex situ in Form der Ascosporen- und Inokulations-Tests vollends abgeschlossen, so dass sich der
Bearbeitungsstand dieses Meilensteins bis Projektende sehr unterschiedlich gestaltet.

Das Tl und die NW-FVA konnten im Frihjahr 2023 mit den getesteten Genotypen bereits Flachen
im Samenplantagendesign anlegen, wahrend der SBS die bis dahin getesteten Genotypen in einer
vorlaufigen Klonsammlung sicherte. Die Flachen des AWG und der FVA-BW befinden sich zurzeit
in Vorbereitung und die Pflanzen werden bis zur geplanten Anlage der Flachen im Frihjahr 2024 in
der Baumschule der FVA-BW kultiviert.

Die Flachen wurden bzw. werden mit mindestens vier, maximal jedoch 10 Pfropflingen je
Plusbaumgenotyp bestlckt. Die Anzahl der gepflanzten Rameten je Klon ist mehreren Faktoren, wie
der Grof3e der zur Verfigung stehenden Flache, dem Pflanzabstand, der Anzahl Genotypen die den
Resistenztest bestanden haben sowie der durch die Veredelungsmalinahmen insgesamt zur
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Verfligung stehenden Rameten abhéngig. Angaben zu den einzelnen Flachen, Pflanzabstanden und
deren Bestuckung werden im Anhang von jedem Teilvorhaben detailliert dargestellt.

In der Projektlaufzeit war es den Teilvorhaben mdglich 1.245 Pflanzen von 178 verschiedenen
Eschen-Genotypen auf drei Flachen zu sichern. Im Frihjahr 2024 werden mit Pflanzen zusatzlicher
Genotypen sowohl zwei neue Flachen angelegt als auch die bestehenden Flachen mit weiteren
Klonen erganzt.

Literatur:

Peters, S.; Langer, G.; Katzel, R. (2021): Eschentriebsterben — Kriterien zur Schadensbonitur an
Eschen. Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe e. V. (FNR), Gllzow-Priizen, 60 Seiten,
ISBN-Nr.: 978-3-942147-44-6. Online:
https://www.fnr.de/fileadmin/Projekte/2022/Mediathek/Broschuere Bonitur RZ WEB NEU |
0go.pdf

AP 5 Saatguternte, Pflanzenanzucht und Nachkommenschaftsprifungen

Wahrend der gesamten Projektlaufzeit wurde von den an diesem Arbeitspaket beteiligenden
Projektpartnern (TI, AWG, FVA-BW, NW-FVA und SBS) mehrfach Saatgut geerntet.

Die Saatguternte gestaltete sich im Jahr 2021 fur einige Teilprojekte, aufgrund von zu geringen
Saatgutmengen (NW-FVA) oder gar dem ganzlichen Fehlen von Plusbdaumen mit Saatgut (AWG
und FVA-BW) schwierig. Da auch 2022 ein Fehlmastjahr war konnte erneut von keinem
Teilvorhaben Saatgut in ausreichender Menge erhalten werden.

Da reifes Eschensaatgut zum Uberliegen neigt, also meist erst zwei Jahre nach der Reife keimt
(Schirmer 2002), wurde das Saatgut griin geerntet und zeitnah nach der Ernte, in der Regel ohne
Lagerung, ausgebracht. Zur weiteren Erhdhung des Keimerfolgs wurde, basierend auf
Saatgutversuchen der FVA-BW, das griine Saatgut zuséatzlich entflligelt (Abbildung 7a) und teilweise
in unterschiedlichen Varianten ausgesat (Abbildung 7 b und c).

Abbildung 7(a) Varianten der Griinsaat: links unbehandeltes Saatgut, rechts entfliigeltes Saatgut; (b) entfliigeltes
Saatgut ausgelegt in einer Aussaatkiste, noch ohne abschlieRende Erdbedeckung und Besandung; (c) Aussaat im
Fruhbeetkasten mit Bewasserung und Vogelschutznetz (© NW-FVA)

Das in der Projektlaufzeit ausgebrachte Saatgut keimte bei allen Teilvorhaben mit sehr
unterschiedlichen Auflaufzahlen je Absaat und nicht in zufriedenstellenden Mengen. Eine Ubersicht
der erreichten Ernteerfolge und Keimraten gibt Tabelle 7.

24


https://www.fnr.de/fileadmin/Projekte/2022/Mediathek/Broschuere_Bonitur_RZ_WEB_NEU_logo.pdf
https://www.fnr.de/fileadmin/Projekte/2022/Mediathek/Broschuere_Bonitur_RZ_WEB_NEU_logo.pdf

Schlussbericht

Tabelle 7: Ubersicht der in der Projektlaufzeit moglichen Aussaaten und erreichten Keimerfolge.

Teilvorhaben Anzahl Durchschnittlicher Keimerrate
ausgesater
Nachkommensch
aften
TI 34 23 %
AWG 14 54 % (bei einzelnen Absaaten sehr wenige
Samlinge)
FVA-BW 41 100 % (bei einzelnen Absaaten wenige Samlinge
oder nach Austrieb abgestorben)
NW-FVA 29 79 % (bei einzelnen Absaaten sehr wenige
Samlinge)
SBS 10 Unter 1 %

Weder die Anzahl der Saatgutpartien noch die Menge an erhaltenen Samlingen je
Nachkommenschatft reichten bei den beteiligten Teilvorhaben aus, um wie urspringlich geplant,
jeweils institutseigene Nachkommenschaftsprifungen anzulegen. Zuséatzlich scheinen einzelne
Saatgutpartien trotz Grunsaaternte und Vorbehandlung (entfliigeln) doch zu Gberliegen und sind
bis dato noch nicht gekeimt.

Daher wurde im Unterverbund FraxGen beschlossen eine Serie von drei bis vier Flachen zur
gemeinsamen Nachkommenschaftpriifung anzulegen. Auf diesen Flachen sollen alle in der
Projektlaufzeit erhaltenen Nachkommenschaften vereint und zusammen mit je zwel
Standardnachkommenschaften pro Partnerinstitutionen gepflanzt werden. Die 8 als Standards
vorgesehenen Saatgutpartien wurden bereits zwischen den Teilvorhaben ausgetauscht und
ausgesat.

Da die Samlinge nach der Keimung mindestens eine Vegetationsperiode bendtigen um fur die
Pflanzung geeignete GroRRen zu erreichen kann die Anlage dieser Flachenserie jedoch erst im
Herbst 2024 realisiert werden.

Literatur

Schirmer, Randolf (2002): ,Beerntung von Eschensaatgut” In: Beitrage zur Esche. LWF-Wissen
34. Hg.: LWF. online:
https://www.lwf.bayern.de/mam/cms04/service/dateien/w34 beitraege zur_esche gesamthe

ft_gesch.pdf

AP 6 In-vitro-Vermehrung

In diesem Arbeitspaket wurden Methoden zur vegetativen Vermehrung in vitro erarbeitet. Dabei
wurden die unterschiedlichen Kompetenzen der beteiligten vier Institutionen genutzt und die
Aufgaben innerhalb des Arbeitspaketes aufgeteilt. Die Baumschule Oberdorla (BO) beschéftigte sich
als Unterauftragnehmer vom Staatsbetrieb Sachsenforst mit der Etablierung von ausgetriebenen
Knospen. Am Thinen Institut (T1) in Waldsieversdorf wurden vorgetriebene Knospen sowie bereits
etablierte Kulturen aus vorhergehenden Projekten bearbeitet. An der Nordwestdeutschen
Forstlichen Versuchsanstalt (NW-FVA) wurden seit 20 Jahren kryokonservierte Meristeme wieder
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reaktiviert und anschlieBend vermehrt. Zusatzlich wurden sowohl ruhende als auch frisch
ausgetriebene Knospen abgepfropfter Baume zur Etablierung genutzt. Die Humboldt Universitat zu
Berlin (HUB) war fur die Entwicklung eines Protokolls zur Induktion der somatischen Embryogenese
zustandig. Weiter erfolgten dort auch Versuche zur Inkulturnahme von ruhenden Knospen.

Die Etablierung von bereits ausgetriebenen Knospen in Oberdorla konnte trotz unterschiedlicher
Vorbehandlungen keine Klone hervorbringen. Die Probenzahl belief sich auf Uber 400 Explantate.
An vier Proben zeigte sich ein Austrieb, der sich jedoch nicht zu einer dauerhaften Kultur entwickelt
konnte. Fir die Experimente wurde WPM-Medium benutzt.

Die durchschnittliche Etablierungsrate der ruhenden Knospen 2021 an der NW-FVA lag bei 60%.
Darauf folgte jedoch in den meisten Fallen eine Wuchsdepression, sodass zwei Klone in stabile
Kulturen tbergehen konnten. Aus Saatgut konnten im selben Jahr 70% der eingesetzten Embryonen
zu vermehrbaren in-vitro-Pflanzen angezogen werden.

Am Tl wurden 2021 Versuche unternommen, bereits in vitro vermehrte Genotypen (mittlerweile
getopfte Baume) wieder in der in-vitro-Kultur zu etablieren. Ende des Jahres hat sich der Zustand
der In-Vitro-Kulturen sehr verschlechtert und eine Fehleranalyse zu Rettung der Pflanzen wurde
begonnen. Des Weiteren war es moglich, drei in Kultur befindliche Samlingsklone fir den
Projektpartner FraxPath zu bewurzeln und zu kultivieren, so dass am Ende 99 F001_3 Pflanzen,
176 FOO1_10 Pflanzen und 123 FO01_6 Pflanzen fir die Versuche FraxPaths in Braunschweig zu
Verfligung standen.
An der HUB wurden ruhende Apikal- und Axillarknospen aus der Klonsammlung in Zepernick und
vom Tl in Waldsieversdorf entnommen flr Etablierungsversuche verwendet. 10% der Knospen aus
Waldsieversdorf sind ausgetrieben, erfuhren aber anschlie3end eine Wuchsdepression. Aus den
Proben vom TI konnten 15 Klone etabliert werden. Kontamination trat bei 87% der Knospen auf. Es
konnten funf der etablierten Klone an RLP AgroScience GmbH flir weiterflihrende Experimente
versandt werden.

Ein Austausch von Protokollen und Medientypen aller mit der In-vitro Kultur beschéftigten
Teilprojekte hat 2021 stattgefunden.

An der NW-FVA konnten, trotz Sanierung des in-vitro-Labors 2022 und der einhergehend fehlenden
Nutzungsmaoglichkeit dessen in diesem Jahr, einige die sieben etablierten Klone erhalten werden.
An der HUB zeigten Knospen, welche an den Naturstandorten entnommen wurden, haben trotzt
doppelter Sterilisierung eine Kontaminationsrate von ca. 85%. Von den verbleibenden Knospen
treiben ca. 40% aus. Nach mehrwdchiger Kultur stagniert das Wachstum. Die Blatter verbrdunen
und das Explantat starb ab. Im Jahr 2022 gab es somit eine Ausfallquote von 100%.

Am Tl wurde weiter an der Aufrechterhaltung bestehender Kulturen gearbeitet. Von der Humboldt—
Universitat wurden ein etablierter Klon und 19 sterilisierte Samen fir die Vermehrung tibernommen.
Ende des Jahres wurden 2 Klone (gestaffelt 966 Pflanzen) fur die Bewurzelung vorbereitet. Weiter
wurde am Ende des Jahres ein Etablierungsversuch nach der Methode des Northern Research
Station (Roslin, UK) vorgenommen, bei dem mit duRRerlich gesduberten Wintertrieben von 4
Genotypen ein Austrieb im Labor provoziert wurde. Diese Austriebe sollten spater in die vitro Kultur
uberfihrt werden. Beim Grof3teil der Pflanzen konnten keine Erfolge bei der Etablierung erzielt
werden.

An der BO konnten Weiterfihrende Experimente mit andrem Etablierungsmedium mangels
Materials 2023 nicht durchgefihrt werden, da im Sommer ein nachfolgender Austrieb
witterungsbedingt zu gering war.

2023 wurden am TI 181 Plusbaumreiser auf in-vitro-Unterlagen gepfropft werden. Dies entsprach
ca. 33% der eingesetzten Unterlagen. Des Weiteren wurden die Ende 2022 fiur die Akklimatisierung
vorbereiteten Stecklinge in den Boden gebracht. Davon waren 680 Pflanzen vom HU-Klon und 140
FM-Klon Pflanzen.

Da die Etablierung aus adultem Material meist nicht erfolgreich verlauft, wurden an der NW-FVA
frisch ausgetriebene Knospen von Plusbaum-Pfropflingen zur Etablierung verwendet. Daraus
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konnten vier Genotypen in die in-vitro-Kultur gebracht werden. Die Kontaminationsrate lag bei 90%.
Im Projektzeitraum konnten somit mehr als ein Drittel der ausgewéhlten Plusbdume, insgesamt 32
Genotypen sowie bereits 7 Nachkommen von diesen Plusbdumen in Meristemkultur ibernommen
werden.

Fur die durchgefiihrten Untersuchungen zur Reaktivierung kryokonservierter Eschen-Klone wurden
bestehende Kryoprotokolle an der NW-FVA getestet und Versuche zu deren Verbesserung
durchgefuhrt. Dabei konnte durch drei Optimierungsschritte in insgesamt neun Versuchen mit den
seit 20 Jahren in fliissigem Stickstoff eingelagerten Eschenmaterial eine Uberlebensrate bei der
Reaktivierung von 80 % erreicht werden. Im Projektzeitraum gelang es, 24 der insg. 27
kryokonservierten Eschen-Genotypen aus der Zeit vor dem ETS erfolgreich zu reaktivieren. Alle 24
Genotypen konnten tber Meristemkultur vermehrt und auch bewurzelt werden. Bei 13 Genotypen
konnte bis zum Frihjahr 2023 eine ausreichende grof3e Anzahl von Pflanzen erhalten werden, um
Versuche zur Akklimatisierung der in-vitro-Pflanzen an Freilandbedingungen durchzufihren.

Fur die Entwicklung einer Methode zur Induktion von somatischer Embryogenese (sE) an der HUB,
wurden 2020 erste Versuche an Proben vom TI durchgefiihrt. Es handelte sich um reifes, frei
abgeblihtes Saatgut. Eine Charge wurde 2018 geerntet und gefroren gelagert (1494 Samen), die
andere war von 2020 (1641). Daran lieRen sich keine somatische Embryogenese (s) ausldsen.
Dies liel3 darauf schlie3en, dass reifes Saatgut nicht aus Ausgangsmaterial geeignet ist. Im Sommer
2021 wurden vier Baume, in vier aufeinander folgenden Wochen, beginnend in der 30. KW beerntet.
Insgesamt konnten 3493 Samen prapariert werden. An zwei Explantaten kam es zur Bildung von
somatischen Embryonen. Auf den Versuchen vom Vorjahr aufbauend wurde 2022 eine angepasste
Versuchsreihe angelegt. Insgesamt wurden 10980 Explantate aufgelegt. Es konnten 104 Klone
durch sk induziert werden. Der Versuch wurde mit denselben Parametern auch 2023 wiederholt. Es
wurden insgesamt 10125 Explantate aufgelegt. Davon wurden 157 neue Klone etabliert.

Die Rekalzitranz der Eschen in Bezug auf die Kultivier- und Vermehrbarkeit in-vitro, sowie die
Schwierigkeiten bei der Etablierung konnten bis Projektende zwar deutlich verbessert, jedoch noch
nicht vollstandig geldst werden.

AP 7 Validierung und Anwendung von bekannten Resistenzmarkern

Es wurde eine Literaturrecherche zu Resistenzmarkern bei Esche gegeniber dem
Eschentriebsterben (ETS) durchgefiihrt. In vier international veréoffentlichen Studien wurde ein
Zusammenhang von genetischen Markern mit der Symptomauspragung des ETS nachgewiesen
(Harper et al. 2016; Sollars et al. 2017; Stocks et al. 2019; Chaudhary et al. 2020). Methodisch
kénnen hierbei RNS-basierte (Harper et al. 2016; Sollars et al. 2017) und DNS-basierte Studien
(Chaudhary et al. 2020; Stocks et al. 2019) unterschieden werden. Harper et al. (2016), Sollars et
al. (2017) und Chaudhary et al. (2020) identifizierten spezifische Marker, wobei Stocks et al. (2019)
Muster im gesamten Genom mithilfe mehrerer Tausend Einzelnukleotidpolymorphismen (SNP)
analysierte und damit ein genomisches Vorhersagemodell entwickelte (Abbildung 8).
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Untersuchte Eschenpopulationen in Studien zu Resistenzmarkern
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Abbildung 8 Untersuchte Eschenpopulationen in Studien zu Resistenzmarkern.

Dounavi & Enderle (unpubl.) konnten die Ergebnisse von Harper et al. (2016) und Sollars et al.
(2017) in einer Pilotstudie mit gesunden und erkrankten Eschen in Stddeutschland nicht bestétigen.
Auch Menkis et al. (2020) konnte die Marker in natirlichen Populationen nur unzureichend
anwenden. Chaudhary et al. (2020) fand nur zwei SNPs an Eschen in Sidschweden, die mit ETS in
Zusammenhang stehen, und konnte die Krankheitsanfélligkeit nur zu 5% erklaren. Die
Anwendbarkeit der bereits verdéffentlichten Marker bzw. des genomischen Vorhersagemodells
scheint von der genetischen Populationsstruktur, dem Merkmal zur Bestimmung der
Krankheitstoleranz, dem Standort sowie dem Alter der Baume abzuhangen (Metheringham et al.
2022; Dounavi und Enderle unpubl.). Eine genomische Vorhersage der Widerstandsfahigkeit mit
einem speziell auf die Zielpopulationen trainierten Vorhersagemodell, dhnlich der Methode von
Stocks et al. (2019) scheint daher am erfolgversprechendsten, wenn ahnliche Bedingungen fur die
Trainings- und die Testpopulation gelten (Metheringham et al. 2022; Doonan et al. 2023).

Bei der genomischen Vorhersage werden nicht im eigentlichen Sinne bekannte Resistenzmarker
validiert, sondern ein SNP-Array auf seine Eignung als Selektionswerkzeug getestet. Dieser SNP-
Array (4Tree Array) tragt mehrere Tausend Einzelnukleotid-Marker (SNPs), die teilweise mit dem
Eschentriebsterben assoziiert sind (Guilbaud et al. 2020). Mit diesen SNPs wird ein genomisches
Modell entwickelt. In einem genomischen Modell werden Tausende von SNP-Markern verwendet,
um genomische Muster aufzudecken und die Anfélligkeit gegeniiber dem Eschentriebsterben
vorherzusagen (Stocks et al. 2019).

Fur die Analyse wurden Plusbdaume und erkrankte Nachbarbaume ausgewahlt (Abbildung 9). Diese
97 Baumpaare stammen aus Bayern sowie von den Projektpartnern der FVA-BW, SBS, Tl und HUB.
Des Weiteren wurden Individuen aus einer Nachkommenschaftsprifung genotypisiert, deren
Phanotypen seit Jahren beobachtet werden. Zuséatzlich kénnen Genotypen von den
Intensivbeobachtungsflachen (IBF) des FraxForFuture-Verbundes genutzt werden, um die
genomische Modellierung zu erweitern und zu Uberprufen.

Die genotypisierten Individuen decken einen grof3en geografischen Bereich ab (Abbildung 9),
wodurch die Anwendbarkeit der Methode auf verschiedenste Populationen beurteilt werden kann.
Diese Methode soll Selektionsprogramme hinsichtlich der Auswahl von resistentem und genetisch
variablem Vermehrungsgut unterstiitzen. Hierzu dient der Zuchtwert der getesteten Individuen, der
sich mit dem genomischen Modell vorhersagen lasst (genetisch abgeschatzter Zuchtwert) ohne die
Phanotypen bestimmen zu mussen. Ein umfangreicher und wesentlicher Beitrag bestand in der
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Phanotypisierung und Bewertung der Widerstandsfahigkeit der Individuen in der verwendeten
Nachkommenschaftsprifung (Seidel et al. unpubl.). Dadurch konnten 190 Individuen aus 25
Familien mit genau bestimmtem Phéanotyp fur die Genotypisierung ausgewahlt werden. Ein
genomisches Modell wurde bisher nicht berechnet, da die Genotypisierung mittels des SNP-Array
erst sehr spat im Projektverlauf durchgefiihrt werden konnte (siehe hierzu die Begriindung im
Erfolgskontrollbericht). Es konnten Daten gewonnen werden, die mit den Daten anderer
europdischer Forschungsinitiativen verglichen werden kénnen.

Probentyp

® Baumpaare
# IBF
® Nachkommenschaften -,

Abbildung 9 Herkunft der beprobten Individuen und Darstellung der verwendeten Probentypen.

Bis zum Berichtzeitpunkt wurde eine erste vorlaufige Analyse der SNP-Daten an den Baumpaaren
und Familien durchgefiihrt. Von den 13.406 SNPs des SNP-Arrays konnten nach einer
Qualitatskontrolle zunachst 4.859 SNPs von 378 Individuen fur die genomische Modellierung
verwendet werden. Fir die genomische Modellierung der Widerstandsfahigkeit wurde eine
.Reproducing Kernel Hilbert Spaces“ Regression genutzt, die eine Gaul¥'sche genomische
Verwandtschaftsmatrix bertcksichtigt (Abbildung 10 A). Hierbei wurde die hohe Verwandtschaft der
Individuen innerhalb der Familien und fur Individuen aus denselben Bestanden wiedergegeben. Es
wurde eine Kreuzvalidierung des genomischen Models mit fiinf Durchlaufen durchgefthrt, in der das
Modell an einer Trainingspopulation trainiert und an einer Testpopulation getestet wurde. Die
Trainingspopulation sollte moglichst groR sein, daher wurden 362 Individuen zufallig daftr
ausgewabhlt. Die Testpopulation enthielt die Gbrigen 16 Individuen (Abbildung 10 B). Die Phanotypen
der Trainingspopulationen wurden gut modelliert (Abbildung 10 B). Die Phanotypen der
Testpopulationen wurden hingegen nur unzureichend vorhergesagt, da vielen Individuen mit starken
Symptomen Zuchtwerte zugewiesen werden, die geringe Symptome anzeigen. Die Genauigkeit der
Vorhersage wurde durch das Verhaltnis von richtig vorhergesagter Widerstandsfahigkeit zu allen
Vorhersagen bestimmt. Fir die Trainingspopulationen betrugen die Genauigkeiten zwischen 97 %
und 99%. Fir die gesamte Testpopulationen betrug die mittlere Genauigkeit Gber funf Durchlaufe
54,5 % (37,5 % - 73 %). Die geringe Anfalligkeit wurde mit einer mittleren Genauigkeit von 51,2 %
vorhergesagt. Die mittlere Genauigkeit fir die Vorhersage einer hohen Anfalligkeit betrug 19,3 %.

Trotz der vielversprechenden genomischen Modellierung der Trainingspopulationen sind die
Ergebnisse variabel, da die Widerstandsfahigkeit der Testpopulationen bisher nur unzureichend
vorhergesagt werden konnte. Es sind allerdings bei weitem noch nicht alle Mdglichkeiten der
genomischen Vorhersage ausgeschopft. In weiteren Analysen werden verschiedene
Verwandtschaftsmatrizen (VanRaden, Yang) erprobt, Bayes'sche Methoden verwendet und die
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genomische Vorhersage mit einzelnen Subpopulationen modelliert sowie die Individuen der IBF
berlcksichtigt.
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Abbildung 10 A) Genomische Verwandtschaftsmatrix, bei der die Verwandtschaft aller Individuen paarweise dargestellt
ist (blau = geringe Verwandtschaft, rot = hohe Verwandtschaft). Die rote Diagonale entspricht dem Vergleich der
Individuen mit sich selbst. B) Kreuzvalidierung des genmoschen Models. Werte Uber der Nulllinie entsprechen relativen
genomische geschatzten Zuchtwerten, die eine geringe Anfalligkeit vorhersagen und Werte unter der Nulllinie sagen
eine hohe Anfalligkeit vorher.

AP 8 Identifizierung von Resistenzmarkern mittels Transkiptomanalyse

Die ldentifizierung der Resistenzmarker erfolgte in mehreren Inokulationsexperimenten unter
kontrollierten Bedingungen in Klimakammern an der Universitat Gottingen. In 2021 wurde ein erstes
Testexperiment mit zwei ausgewahlten Genotypen (1 anfélliger, 1 toleranter Genotyp) durchgefuhrt.
In 2022 wurden die beiden Hauptexperimente durchgefihrt (Abbildung 11). In allen Experimenten
wurde die Halfte der Baume mit Agarpfropfen mit Mycel von Hymenoscyphus fraxineus inokuliert,
wahrend die andere Halfte als Kontrolle diente und fur diese sterile Agarpfropfen verwendet wurden.
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Abbildung 11 lllustration der Experimente zur differenziellen Genexpression an Fraxinus excelsior Genotypen mit
unterschiedlicher Anfélligkeit fir das Eschentriebsterben.

Die Experimente wurden unter kontrollierten Bedingungen im Gewachshaus in 2021
(Testexperiment) und in Klimakammern im Fruhjahr 2022 an der Georg-August-Universitat
Gaottingen durchgefihrt. Fir die Inokulation mit Hymenoscyphus fraxineus wurde der Pilzstamm 7
(RHO03-T2-B1-1, bereitgestellt von Maia Ridley [JKI]) verwendet. Kontrollproben wurden ebenfalls
mit Agarpfropfen versehen, allerdings aus sterilem Agar ohne Pilzmyzel. Im Testexperiment wurden
Proben am 7. Tag nach der Inokulation untersucht. In Experiment 1 wurden 10 Genotypen mit
unterschiedlicher ETS-Anfélligkeit nach 17 Tagen nach der Inokulation verglichen, wahrend in
Experiment 2 anhand von 4 Genotypen (2 tolerante und 2 anféllige) der zeitliche Verlauf der
Genexpression untersucht wurde. Dazu wurden zu vier verschiedenen Zeitpunkten nach 7, 14, 21
und 28 Tagen Proben gesammelt. Im Testexperiment wurde RNA von 12 Proben extrahiert und
sequenziert. In Experiment 1 und 2 wurden insgesamt 208 Proben (80 Proben aus Experiment 1
und 128 Proben aus Experiment 2) gesammelt und RNA extrahiert. In diesen beiden Experimenten
wurde mit Hilfe spezifischer Primer des Haushaltsgens UBC des Pathogens der Inokulationserfolg,
bzw. die Infektionsfreiheit der Kontrollproben in einer RT-qPCR Uberprift. Bei einem Ci-Wert < 30
gehen wir von einer erfolgreichen Inokulation aus, wéhrend der Pilz bei Ci-Werten > 30 als nicht
nachzuweisen gilt. Die Ergebnisse der RT-gPCR bestatigten den Erfolg der kontrollierten
Inokulationen und RNA von allen Proben wurde anschlieRend sequenziert.

Insgesamt sind vier Publikationen geplant zum Thema Markerentwicklung auf Transkriptombasis.
Die erste Publikation, basierend auf dem Testexperiment aus 2021, wurde bereits im Dezember
2023 fur das Special Issue an das Journal of Plant Disease and Protection gesendet und befindet
sich zurzeit im Review-Prozess. Diese Untersuchung ergab einen ersten Hinweis darauf, dass 7
Tage nach Inokulation zwar bereits eine Expressionsantwort festzustellen ist, dass es jedoch noch
ein recht friher Zeitpunkt ist. AuBerdem deuten die Ergebnisse darauf hin, dass der tolerantere
Genotyp eine spezifischere Antwort auf den pathogenen Pilz zeigt, da deutlich weniger Gene
differentiell exprimiert wurden im Vergleich zum anfalligen Genotyp.

Zurzeit werden die Daten aus Experiment 1 und 2 noch ausgewertet, die bereits vorhandenen
Ergebnisse haben wir im Anhang beispielhaft dargestellt (Publikationen 2, 3). Des Weiteren werden
zurzeit und in den kommenden Monaten, basierend auf den Ergebnissen der differentiellen
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Genexpression, Primer entwickelt. Die neu entwickelten Marker werden in den Proben aus den IBF
amplifiziert, um eine mogliche Assoziation der Marker mit der ETS-Anfalligkeit in den Bestédnden zu
untersuchen (Publikation 4).

AP 9 Genetische Architektur (Genomanalyse)

Der Schwerpunkt des Arbeitspaketes sind die genetischen Grundlagen der natirlichen Variation in
der Anfalligkeit der Esche gegentiber dem Eschentriebsterben. Zur Untersuchung dieser wurden die
Nachkommenschaften aus dem Projekt ResEsche im Marz 2021 ausgepflanzt. Vier der funf
Nachkommenschaften stehen nun auf einer Flache im 6stlichen Teil Brandenburgs in der Nahe von
Schulzendorf/Bliesdorf, eine Nachkommenschaft wurde in Schleswig — Holstein in der Nahe von
Trenthorst/Wulmenau gepflanzt. Es wurde eine gemeinsame Probennahme der Nachkommenschaft
vom 14. — 16.06.2021 unternommen. Aufgrund der schwierigen Bedingungen fiir Pflegemalinahmen
und der Anwuchsrate konnten von 3840 ausgepflanzten Individuen, 3798 Proben genommen. Von
751 Proben wurde die DNA extrahiert, diese wurden zuvor anhand von SSR-Markern als
Vollgeschwister bestimmt. Die extrahierte DNA wurde an die Firma Novogene zu Weiterverarbeitung
geschickt. Alle mit SSR Markern bestimmte Vollgeschwister-Familien wurden zusétzlich mit gesamt
Genome low-coverage Sequenzierung mit Illumina sequenziert. Die Sequenzierungsergebnisse
wurden dazu verwendet, Einzelnukleotid-Polymorphismen (engl. Single Nucleotide Polymorphisms
(SNP)) zu bestimmen. Nach einigen Filterschritten konnte der Datensatz, bestehend aus allen
zugeordneten Individuen (910), 5.87 Millionen SNPs ermittelt werden. Mit Hilfe der ermittelten SNPs
konnte eine Principal-Component Analyse durchgefiihrt werden. Mit den jeweiligen Clustern die
angezeigt wurden, konnten die Ergebnisse der SNP Analyse gréf3tenteils bestatig werden. In einigen
Voll-Geschwister Familien weichen die Ergebnisse aus den SSR Ergebnissen von den SNP
Ergebnissen ab. Die jeweilige Zuordnung der Familien wurde demnach angepasst (Abbildung 12 a-
b). Diese Ergebnisse wurde bereits als preprint veroffentlich (Krautwurst et al. 2023).

Die in 2021 abgeschlossen Genotypsierung der Vollgeschwister-Familien wurde dazu verwendet
von funf Familien genetische Karten zu erstellen. Es wurden nur Familien genutzt die mindestens
70 Individuen enthielten. Diese genetischen Karten wiesen 23 Linkage Gruppen auf, die mit der
Chromosomen Anzahl von F. excelsior Ubereinstimmt. Die Karten wurden fir die QTL-Analysen
weiterverwendet. Fir die QTL-Analysen wurden zwei Phanotypen im Jahr 2022 und 2023
aufgenommen. Zum einen der Austrieb der Primarknospe und Symptome des Eschentriebsterben.
Der Zeitpunkt des Blattaustriebes ist in der Literatur mit der Resistenz gegeniber dem
Eschentriebsterben verkniipft. Der Blattaustrieb wurde tber drei Monate an drei Tagen der Woche
mit einer Kamera aufgenommen. Die Daten wurden fiir alle Vollgeschwister-Familien aufgenommen.
Mit Hilfe der Fotos wurden spater die jeweiligen Austrieb-Stufen bestimmt. Dabei wurde sich am
BBCH Schema orientiert. Fir die QTL wurde das Datum und die jeweilige Stufe des Austriebs
verwendet. Die ETS-Symptome wurden fir die gesamte Nachkommenschaft aufgenommen. Es
wurde die Nekrosenbonitur nach dem Schlissel des FraxForFuture Boniturheft (Nekrosen bei
Jungpflanzen) durchgefihrt. Es war mdglich in der Vollgeschwister-Familie (163) von Karlsburg
QTL s fir den Austrieb in bestimmter Stufe und Anzahl der Nekrosen fest zu stellen (Abbildung 12c).
Das QTL Ergebnis fiir die Nekrosen kdnnte ein Hinweis fir einen potentiellen Genort sein, der
weniger anféllige Genotypen auszeichnet. Die Eschen sind mit zwei Jahren noch jung und weisen
UnregelmaRigkeiten in der Entwicklung auf, das zu unvollstdndigen Daten fiihren kann. Der Austrieb
war insbesondere betroffen, da viele Baume seitlich austrieben oder keine Primérknospen zu
bestimmen war. Anfang 2023 wurde eine neues Reference Genome fir Fraxinus excelsior
veroffentlich, welches auf Basis von Pseudo-Chromosomen ist und eine Verbesserung zum alten
Reference-Genom (Sollars et al. 2017) darstellt. Fir die 910 Individuen haben wir das neue
Reference Genome verwendet um erneut SNPs zu generieren. Dies tragt dazu bei, die Qualitat der
Genetische Karten zu verbessern und weitere Genorte im Zusammenhang mit ETS zu bestimmen.
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Dieser Teil ist noch nicht abgeschlossen und die Daten werden derzeit weiter ausgewertet. Mit den
neu erstellten genetischen Karten, basierend auf dem neuen Reference Genom, werden wir
zusatzlich die QTL-Analysen wiederholen und mit den Ergebnissen aus Arbeitspaket 8 vergleichen.
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Abbildung 12: Vollgeschwister Identifikation mit SSR- und SNP Markern und QTL Analyse fiir Unterschiede im
Eschentriebsterben. (a) Das Balkendiagramm zeigt die mit SSR Markern bestimmte Familien und die jeweilige
GroRRe dieser Familien. Die drei ausgewahlten Familien, mit einer Grof3e von Uber 30 Individuen wurden farbig
markiert. (b) Die Principal Component-Analyse (PCA) zeigt die Ergebnisse der SNP Marker, die Farbung der
Kreise spiegelt die Ergebnisse der SSR Marker wider. Das rote Dreieck reprasentiert den Mutterbaum. (c) QTL-
Analyse flir Eschentriebsterben zeigt eine signifikante Genotyp-Phanotyp Assoziation auf der Kopplungsgruppe
(Linkage Group) 8. Dieser Bereich scheint fir die Unterschiede in der Bildung von Nekrosen von Bedeutung zu

sein.
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Die Erarbeitung der finf de novo Genome der Esche wurde das Standard Extraktions-Protokoll fur
hoch molekulare DNA verworfen, da es keine guten Ergebnisse erbracht hat. Ein neues DNA
Extraktions-Protokoll wurde erstellt und hat zu guten Ergebnissen gefiihrt. Die jeweilige
Veroffentlichung folgt im Frihjahr 2024. Die Fertigstellung der de novo Genome, kann auf Grund
der Dauer der Analyse nicht mehr innerhalb dieses Projektes fertig gestellt werden.

AP 10 Biomarker und Sekundarstoffwechsel

Im Fokus des Arbeitspakets stand die Untersuchung von Zusammenhangen zwischen dem ETS und
phenolischen Sekundarmetaboliten der Esche. Ein Schwerpunkt lag in der Analyse von
Phenolgehalten in Blattproben von den verschiedenen IBF in mehreren Jahren. Die beprobten
Baume gehorten zu dem Probenpool, der auch von verschiedenen anderen Projektpartnern
untersucht wurde. Insgesamt konnten wenig Zusammenhénge zwischen der Infektionsanfalligkeit
und dem Gehalt an Phenolen hergestellt werden. Andere Faktoren scheinen einen grof3eren Einfluss
auf die Phenolprofile zu haben. Unterschiede zwischen den Flachen zeigten sich als grof3ter Faktor
bezuglich der Variabilitat der Phenole (Abbildung 13 a). Jahresunterschiede spielten ebenfalls eine
Rolle. Unterschiede zwischen Boniturstufen waren zwar bei einzelnen Biomarkern und
Einzelphenolen zu sehen, jedoch insgesamt gering (Abbildung b). Auch wenn im Beispiel fir Flache
BB1 ein leichter Trend zu hdheren Gehalten in Boniturstufe 1 vorhanden zu sein schien, waren die
Unterschiede nicht unbedingt signifikant und nicht in gleicher Weise auf anderen Flachen zu
beobachten, was u.a. auch an fehlenden Baumen insbesondere in den geringeren Schadstufen lag.
Generell waren die Beobachtungen Substanz-spezifisch, d.h. die einzelnen Phenole zeigten z.T.
unterschiedliche Tendenzen. Die Beobachtungen hinsichtlich von Gehaltsunterschieden zwischen
Boniturstufen und der Kombination von Substanzen, auf die solche Trends zutrafen, unterschieden
sich jedoch im Vergleich der Flachen. Qualitative Unterschiede im Phenolprofil
(Vorhandensein/Fehlen bestimmter Substanzen), die Unterschiede in der Infektionsanfélligkeit
erklaren kénnten, wurden nicht gefunden. Auch kénnten die Ergebnisse die Hinweise auf eine
gquantitative Resistenz gegenlber dem ETS bestatigen, welche z.B. von Sambles et al. 2017
vermutet wird. Eine Verallgemeinerung von Beobachtungen ist deshalb schwierig und bestimmte
einzelne Sekundarmetabolite lieen sich auf Basis der vorliegenden Ergebnisse bisher nicht als
biologische Marker zur Charakterisierung toleranter Genotypen identifizieren.
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Abbildung 13 Heatmap verschiedener Phenole a) im Vergleich der IB-Flachen, b) im Vergleich der Boniturstufen 0-4.
Biomarker: TPH=Gesamtphenole, E280=Extinktion bei 280 nm, ODHP=0rtho-Dihydroxyphenole. PC=Procyanidine,
VAN=Vanillin-positive Verbindungen.

a) Cluster mit Mittelwerten (normalisiert) pro Flache, Daten Blatt 2021

b) Flache BB1, Mittelwerte (normalisiert) der Jahre 2019-2022, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante
Unterschiede (p<0,05) zwischen den Boniturstufen, Stufe 0 n=3,1 n=8, 2 n=24, 3 n=29, 4 n=11

Weiterhin wurden Blatter aus einem kontrollierten Infektionsversuch (durchgefiihrt an der Uni
Gottingen) analysiert. Der Versuch umfasste Klone unterschiedlicher Anfélligkeit und verschiedener
Herkunft (Mecklenburg-Vorpommern und Bayern). Die bayrischen Klone wurden aul3erdem zu vier
verschiedenen Zeitpunkten beprobt. Auch hier zeigten sich keine verallgemeinerbaren
Zusammenhange zur Infektionsanfalligkeit, da die Beobachtungen spezifisch vom Klon und
Einzelsubstanzen abhingen (14). Dennoch kénnten Unterschiede zwischen Genotypen interessant
sein, die auf eine Genotyp-spezifische Reaktion hindeuten (siehe auch Ergebnisse zur
Genexpression durch Uni Gdéttingen). Soweit Unterschiede hinsichtlich der Phenolgehalte zwischen
infizierten und Kontrollpflanzen oder zwischen starker und geringer anfalligen Klonen ermittelt
wurden, traten diese nur bei einzelnen Klonen zu einzelnen Zeitpunkten auf und betrafen je nach
Klon und Zeitpunkt unterschiedliche Einzelsubstanzen. Der Faktor Herkunft schien auch hier eine
Rolle zu spielen, da die bayrischen Klone mehr Substanzen mit héheren Gehalten im weniger
anfélligen als im anféalligeren Phanotyp aufwiesen und die Klone aus Mecklenburg-Vorpommern
mehr Substanzen mit héheren Gehalten im anfalligeren Phanotyp. AuRerdem waren die Gehalte
vieler Einzelphenole in den Klonen aus Mecklenburg-Vorpommern héher als in den bayrischen, was
v.a. auf die jeweils starker Anfalligen zutraf.
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Eine Auswahl von Genotypen wurde 2021 und 2022 als Pfropfungen vermehrt. Sie umfassten nach
dem Beobachtungsstand zum Zeitpunkt der Reisergewinnung mdglichst gesunde und mdglichst
geschadigte Baume. Blattproben wurden je einmal pro Vegetationsperiode gewonnen. Konsistente
Unterschiede zwischen anfalligen und weniger anfalligen Klonen hinsichtlich ihrer Phenolgehalte
konnten auch hierbei nicht festgestellt werden.

Verschiedene physiologische Biomarker wurden vom LFE untersucht (siehe auch Bericht im
Unterverbund FraxMon). Es wurden hohe Korrelationen zwischen den photometrisch bestimmten
Biomarkern Gesamtphenole, Ortho-Dihydroxyphenole und E280 (Extinktion bei 280 nm) mit
verschiedenen mittels HPLC bestimmten Einzelphenolen (u.a. Chlorogenséaure, Verbascosid, Rutin,
Isoquercitrin, Kaempferol-3-rutinosid) berechnet (siehe 3. Zwischenbericht). Dies zeigt, dass sich
ein Teil der Ergebnisse der mit verschiedenen Methoden bestimmten Phenolgehalte miteinander
verknupfen und sich Gesamtgehalte mit der Zusammensetzung an Einzelsubstanzen erganzen
lassen.

Auch wenn sich zwischen den untersuchten Phenolen und der Infektionsanfalligkeit kein
konsistenter Zusammenhang herstellen liel3, war die angewendete HPLC-Methode geeignet, um ein
breites Spektrum an verschiedenen phenolischen Sekundarmetaboliten in verschiedenen
Kompartimenten der Esche (Blatt, Holz aus Trieben und Stamm, Rinde) zu detektieren. Dazu
gehorten Phenolsauren, Flavonoide, Lignane, Phenylethanoidglykoside und Secoiridoidglykoside.
Mithilfe der HPLC-MS-Analytik lieRen sich erwartungsgemaf nicht alle Substanzen identifizieren,
welches durch Ergéanzung von NMR-Analytik moglich ware.

Neben Blattproben wurden, in geringerem Umfang, auch Proben von Trieben, Stamm und Rinde
untersucht. Die meisten Proben stammten dabei von den IBF. Auch hier liel3en sich Phenole aus
verschiedenen Gruppen detektieren, insbesondere Cumarine (siehe 2. Zwischenbericht). Klare
Schlussfolgerungen zum Zusammenhang mit der Infektionsanfalligkeit waren nicht maoglich.
Einflisse von Stamm- bzw. Triebnekrosen auf den Phenolgehalt im betroffenen Bereich konnten
aber festgestellt werden.

Bei der Untersuchung von Verknipfungen mit genetischen Markern an Proben der IBF wurden
Zusammenhange zwischen genetischen Clustern, denen verschiedene Herkiinfte zugeordnet
wurden, mit Phenolgehalten gefunden. Es zeigte sich eine dhnliche Zuordnung der Baume anhand
der Phenolgehalte wie anhand der Genpools.

Die Untersuchung von Zusammenhangen mit der Infektionsanfalligkeit wurde maf3geblich durch die
Charakterisierung von Eschen als anféllig oder tolerant beeinflusst. Um rechtzeitig Pflanzen-
/Probenmaterial gewinnen zu kdnnen, musste diese schon zu Projektanfang erfolgen. Da zu diesem
Zeitpunkt grofStenteils noch keine langfristigen Beobachtungen vorhanden waren und auch die
Ergebnisse der Plusbaumselektion inklusive beispielsweise Resistenztests erst zu Projektende
vorlagen, ist die Charakterisierung mit einer Unsicherheit belegt. Dies kénnte die hohe Variabilitat
und die Uneindeutigkeit von Zusammenhangen teilweise erklaren. Weiterhin fehlten bei der Analyse
der Baume von den IBF aufgrund der Fortentwicklung des ETS zunehmend Exemplare mit
Schadstufe 0 und damit Vergleichsbaume zur Differenzierung zwischen geschadigten und
ungeschadigten Eschen. Damit werden auch Aussagen dariiber erschwert, ob unterschiedliche
Phenolgehalte, soweit vorhanden, eine Ursache oder Reaktion fur/auf eine Infektion sind.

Literatur:

Sambles, C. M., Salmon, D. L., Florance, H., Howard, T. P., Smirnoff, N., Nielsen, L. R., McKinney,
L. V., Kjeer, E. D., Buggs, R. J. A., Studholme, D. J., Grant, M.: Ash leaf metabolomes reveal
differences between trees tolerant and susceptible to ash dieback disease. Scientific Data 4 (1) 2017
p. 170190.
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AP 11 Genetische Charakterisierung der Bestande des Intensivmonitorings (Core-Bestande) mit
SNPs und Mikrosatelliten

Auf den 14 Intensivbeobachtungsflachen wurden von je ca. 100 Individuen (50 Altbaume, 50 Baume
der Naturverjingung, Tabelle 8) Blattproben gewonnen. Aus diesen wurde im Folgenden DNA
extrahiert. Insgesamt wurden 1370 Individuen mittels Fragmentlangenanalyse genotypisiert. Hierflr
wurden 12 Kern-Mikrosatellitenmarker (hnSSR) und 8 Chloroplasten-Mikrosatellitenmarker (cpSSR)
verwendet. Diese genetische Inventur konnte im Projekt abgeschlossen werden und beschreibt die
aktuelle genetische Ausstattung der Esche auf den Intensivbeobachtungsflachen in Deutschland.
Sie ist Grundlage fur die zukuinftige Bewertung der genetischen Entwicklung der Esche.

Tabelle 8: Anzahl beprobter Baume je Intensivbeobachtungsflache

Population Altbaume Naturverjingung
BB1 48 50

BW1 52 50

BW2 50 50

BY1 49 50

BY2 52 50

BY3 47 49

HE1l 48 50

MV1 46 51

NIl 50 52

SN1 28 49

SN2 50 50

ST1 51 50

TH1 46 50

TH2 50 52

Gesamt 667 703 1370

Des Weiteren konnte somit die genetische Struktur der Esche beschrieben werden. Zusatzlich
wurden 384 Individuen mittels SNP-Array (4TREE SNP-Array; Guilbaud et al. 2020) genotypisiert.
Hierflr wurde qualitativ hochwertigere DNA erneut extrahiert. Somit stehen fir ca. 27 Altbdume je
Versuchsflache zusatzliche Genotyp Daten von 13.407 SNPs zur Verfligung. Diese adaptiven
Marker kdnnen Aussagen Uber moglicherweise tolerantere Genotypen liefern.

AP 12 Genetische Struktur von Hymenoscyphus fraxineus

Fur das Arbeitspaket wurde eine Reihe von nuklearen Mikrosatelliten-Markern getestet.
Testpopulation war die DNA von 40 Isolaten aus dem Teilprojekt 2 des Verbundes FraxPath (JKI).
Von den 18 getesteten Primerpaaren kénnen 14 verwendet werden. Von den 40 Pilz-Isolaten
konnten fir 39 Isolate alle 14 Loci amplifiziert werden. Damit stand ein stabiles Markersystem fur die
Untersuchungen der genetischen Struktur zur Verfigung.
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Die Arbeiten konnten erfolgreich beendet werden. Die Alleltabellen aus der Mikrosatellitenanalyse
der Hymenoscyphus-lsolate wurden dem Teilvorhaben 4.2 (JKI, Maia Ridley, Rasmus Enderle) des
Verbundes FraxPath zur Verfligung gestellt. Zusatzlich wurden mit derselben Methode Alleltabellen
fur Hymenoscyphus-Isolate aus Stammful3nekrosen erstellt. Diese wurden dem Teilvorhaben 4.1
(NW-FVA, Sandra Peters, Gitta Langer) des Verbundes FraxPath zur Verflgung gestellt.
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Verwertung

AP2: Die Selektion der Plusbaume stellt die bundesweite Sicherung von 643 Eschen dar, die
Uber den Projektzeitraum phanotypisch in Bezug auf ihre Widerstandskraft gegenliber dem
Eschentreibsterben erfasst worden sind. Sie stehen als Mutterbdume der weiteren Forschung
zur Verfigung und dienen dem Aufbau einer potentiell widerstandfahigen Eschenpopulation
durch die Anlage von Samenplantagen (s. APs 4 und 5). Anhand der Plusbaume konnte in einem
zeitlich begrenzten Rahmen die Dynamik des Eschentriebsterbens an heterogenen
Waldstandorten dokumentiert werden und Erkenntnisse zur Anfalligkeit von Eschen gewonnen
werden. Eine Fortfihrung der phanotypischen Erfassung der Plusbdume Uber einen langeren
Zeitraum ist aus wissenschaftlicher Sicht von besonderer Bedeutung fur die Validierung der
gewonnenen Erkenntnisse. Die Selektionskriterien haben sich, innerhalb des Projektzeitraums
von 3 Jahren, als geeignet herausgestellt.

AP5: Die Genotypisierung der Plusbaume macht eine Zusammenstellung von
Plusbaumkollektiven mit hoher genetischer Vielfalt moglich. Kenntnis tiber die genetische Vielfalt
der selektierten Plusbaume ist Basis fur die Erzeugung von hochwertigem und mdglichst
diversem Vermehrungsgut. Samenplantagen, die mit diesem Plusbaummaterial angelegt
werden, kénnen vielfaltiges Saatgut produzieren.

AP 7: Aufgrund der Verwendung des standardisierten SNP-Arrays konnten Daten gewonnen
werden, die mit den Daten anderer europaischer Forschungsinitiativen verglichen und somit in
einen Ubergreifenden Kontext gesetzt werden konnen. Zukinftige genomische
Vorhersagemodelle sollten mit weiteren Populationen und genau bestimmten Phanotypen aus
Dauerbeobachtungen erweitert und durch spezifischere SNP-Arrays ermittelt werden. Die
genomischen Modelle werden der Selektion in Nachkommenschaftsprifungen, der
Naturverjiingung und von Saatgutpartien dienen. Durch diese Methode kénnen weniger anfallige
Eschen zukunftig einfacher, schneller sowie kostengunstiger identifiziert werden und fir
Generhaltungsprogrammen, Samenplantagen oder Ziichtung verwendet werden.

AP11: Die Genotypisierung der Intensivbeobachtungsflachen beschreibt den aktuellen
genetischen Zustand der Esche. Dies dient zudem als Referenz fur zukinftige Untersuchungen.
Desweitern kann untersucht werden inwiefern sich die Plusbaumselektion zu den nattrlichen
Eschenpopulationen aus genetischer Sicht unterscheidet. Aktuell ist die Empfehlung maoglicher
toleranter Genotypen noch nicht mdglich, hierzu sollten die vorlaufigen Ergebnisse mit denen
aus AP 7 validiert werden.
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Erkenntnisse von Dritten

AP8: Neue Kandidatengene assoziiert mit der Anfalligkeit fir ETS wurden durch zwei
genomweite Assoziationsstudien aus GroRbritannien (Stocks et al.,, 2019) und Danemark
(Doonan et al.,, 2023) identifiziert. Ein kommerzieller SNP-chip (Genotypisierungstool fur
Einzelnukleotidpolymorphismen), genannt ,4TREE array“, wurde im Rahmen des Europaischen
Projekts B4EST entwickelt und kann tber Thermo-Fisher genutzt werden. Bislang sind jedoch
weiterhin keine Einzelnukleotidpolymorphismen mit gro3em Effekt auf die Anfélligkeit fir ETS
bekannt. AuBerdem wurde eine Transkriptomstudie (Sahraei et al., 2020) verdéffentlich, in der die
Autoren differentielle Genexpression in Wunden verursacht durch Hymenoscyphus fraxineus in
Asten untersuchten. Diese Studie ist sehr hilfreich, um unsere Ergebnisse zu diskutieren. Es gibt
bislang allerdings keine Studie, die die Genexpression in Blattern nach Infektion mit H. fraxineus
beschreibt, obwohl dies der typische Infektionsweg ist.
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ANHANG
Teilvorhaben 1 Tl (2219WK21A4)

Ziel und Gegenstand des Teilvorhabens

Auslese, Charakterisierung und Erhalt vitaler Plusbaume der Esche sowie Untersuchungen zu
genetischen Ursachen der Resistenz gegentiber dem Eschentriebsterben

Bearbeitete Arbeitspakete

AP1 Koordinierung des Unterverbundes Genetik/Ziichtung

AP2 Plusbaumauswahl und Phanotypisierung

AP3 Genotypisierung des Plusbaume

AP4 Heterovegetative Vermehrung der Plusbdume (Pfropfung) und Anlage von Klonsammlungen
AP5 Saatguternte, Pflanzenanzucht und Nachkommenschaftsprifung

AP6 In-vitro-Vermehrung

AP9 Genetische Architektur

AP12 Genetische Struktur von Hymenoscyphus fraxineus

Wesentliche Ergebnisse des Teilvorhabens

AP1 Koordinierung des Unterverbundes Genetik/Ziichtung

Im Arbeitspaket 1 wurden die Arbeiten im Verbund FraxGen koordiniert. Wichtige Instrumente daftr
waren die Initiilerung, Organisation und Durchfiihrung von Treffen und Besprechungen im Verbund.
Weiterhin nahm die Verbundleitung an allen Verbundleiterbesprechungen teil, die von FraxConnect
organisiert wurden. Details dazu sind im Hauptteil Il zu finden.

AP2 Plusbaumauswahl und Phanotypisierung

Anhand des im Projekt entwickelten Boniturschliissels (Peters et al. 2021) und der Qualitatskriterien-
Auswahl konnte im Teilprojekt 1 mit der Sommer- Winterbonitur 79 Plusbdume im Raum
Brandenburg selektiert werden (Tabelle 9). Da Fruchttragende Baume in der Regel eine schlechtere
Vitalitat aufweisen, aber fur das Projektziel fruchttragende Baume unerlasslich sind, wurden die
Boniturgrenzen verandert. Im zweiten Boniturjahr wurden auch Baume mit schlechterer Vitalitat
(Note 2) selektiert, sobald diese Frichte trugen.

In Vergleich zum Zwischenbericht reduzierte sich die Anzahl von 88, da sich 9 Plusbaumen als
Fraxinus pennsylvanica herausstellten.

In der Regel wurde im Sommer die Vitalitditsnote 1 oder 2 bei den Bonituren vergeben. In der
Ubersicht fallt auf, dass im Winter in der Regel eher schlechtere Noten vergeben wurde (Note 3).

Tabelle 9 Ubersicht tiber Plusbaume Teilprojekt 1

Forstamt Revier Plusbaume | @ Vitalitat | @ Vitalitat
Sommer Winter
Bad Wilsnack | Meyenburg 17 2,1 2,5
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Schaferberg Grinaue 7 2 3,2
Werder Hof Templiner Stadtwald | 4 2 2,5
Schonemark Boitzenburg 8 2,6 2,25
Randowbruch | Milmersdorf 9

Winsdorf Grol3beeren 13

Winsdorf Ludwigsfelde 3

Boitzenburg Schénermark 18

AP3 Genotypisierung des Plusbaume

Fur die Genotypisierung wurden Proben von 79 Plusbaumgenotypen vom Thiinen-Institut und 191
Genotypen der NW-FVA. Die Extraktion der DNA aus den Blattproben erfolgte mittels
~Franzosenprotokoll“ (Briigmann et al. 2022). Die Analyse erfolgte durch Kapillar-Gelelektrophorese
mit dem abgestimmten Markerset. Die Genotypisierung gréRtenteils durchgefihrt werden. Einzelne
missing data konnte bis zum Projektende nicht abgeschlossen werden. Hier besteht
Optimierungspotential.

AP4 Heterovegetative Vermehrung der Plusbdume (Pfropfung) und Anlage von Klonsammlungen
Die Vermehrung der Plusbdume Uber Pfropfung verlief routiniert und brachte gute Ergebnisse.
Veredelt wurde im Winter vor allem mit der Kopulationstechnik, z.T. auch mittels Gei3ful3-Technik
oder Anplatten. Zur Wundversorgung wurde Rebwachs verwendet. Der Pfropferfolg bewegte sich in
der Regel bei > 80 %.

Die Resistenztests (Chip-Test, Ascosporen-Test) wurden an allen Genotypen durchgefuhrt. Im
Ergebnis haben 56 von 61 Genotypen diese Tests bestanden und wurden fir die Samenplantage
ausgewahlt. Die Ergebnisse der 18 Plushaumgenotypen, die 2023 gepfropft wurden stehen derzeit
noch aus.

Im April 2023 wurde die Pflanzung der Samenplantage mit den ausgewéhlten Plusbaumgenotypen
begonnen. Die ca. 2 ha grol3e Flache liegt bei Buckow (Gemarkung: Buckow, Flur 5, Flurstiicke 41,
56, 57, 58, 59, 60; Forstamt Méarkisch Oderland, Revier Buckow, Waldgebiert 254 Waldsieversdorf,
Abteilung 3327). Geplant wurde die Samenplantage mit dem ONA Paket der r-Statistik Software
(Chaloupkova et al. 2016) mit der Verwendung von Platzhaltern fur die 2023 gepfropften Genotypen.
Pro Genotyp wurden max. 10 Rameten gepflanzt. Der Pflanzabstand betrug 5 m zwischen den
Reihen und 3,5 m in der Reihe.

AP5 Saatguternte, Pflanzenanzucht und Nachkommenschaftsprifung

Insgesamt wurden 34 Saatgutpartien geerntet. 8 Partien stellten sich als Fraxinus pennsylvanica
heraus. Um ein Uberliegen zu vermeiden wurden ausschlieRlich griine Friichte und direkt nach der
Ernte ausgesat. Die Auflaufzahlen waren schwankend zwischen 0 und 75 %, im Mittel bei rund 24 %.
Ein Uberliegen konnte trotz Griinernte und Direktsaat teilweise beobachtet werden, weswegen eine
Verschulung in der Regel erst nach dem Auflaufjahr erfolgte. Eine Nachkommenschaftsprifung
konnte im Projektzeitraum nicht mehr angelegt werden.

AP6 In-vitro-Vermehrung

Die Arbeiten konzentrierten sich vor allem auf die Erhaltung, Vermehrung und Akklimatisierung
bereits in Kultur befindlicher Kulturen. Es wurde auch versucht, bereits in vitro vermehrte Genotypen
wieder in der In-vitro-Kultur zu etablieren. Dies gelang nur magig.

Ein Austausch von Protokollen und Medientypen aller mit der In-vitro Kultur beschéftigten
Teilprojekte hat stattgefunden.
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Des Weiteren war es mdoglich, drei in Kultur befindliche Samlingsklone fir den Projektpartner
FraxPath zu bewurzeln und zu kultivieren, so dass am Ende 99 FO01_3 Pflanzen, 176 FO01 10
Pflanzen und 123 FO01 6 Pflanzen fir die Versuche FraxPaths in Braunschweig zu Verfligung
standen.

Von der Humboldt-Universitat wurden ein etablierter Klon und 19 sterilisierte Samen fur die
Vermehrung Ubernommen. Sie werden derzeit fir die Bewurzelung vorbereitet.
2023 gelang die Akklimatisierung von 680 HS1/0 Pflanzen und 140 FM-Klon Pflanzen.

Fur die Veredelung der Plusbaumreiser 2023 konnte bei ca. 1/3 der Unterlagen auf In vitro
produzierte Pflanzen zurtickgegriffen werden.

AP9 Genetische Architektur

Mithilfe der genomweiten Charakterisierung der Familien konnten wir eine Analyse von allgemeinen
genetischen Strukturen durchfihren. Zusatzlich zu den allgemeinen genetischen Strukturen wurde
mithilfe der genomweiten Daten eine genetische Karte erstellt. Eine QTL-Analyse mit dieser
genetischen Karte und dem Merkmal ETS Nekrosen zeigte bereits jetzt im friihen Stadium der
Erkrankung einen signifikanten Locus.

AP12 Genetische Struktur von Hymenoscyphus fraxineus

Das Mikrosatellitenassay fur die populationsgenetischen Analysen wurde anhand von Angaben in
der Literatur entwickelt. Insgesamt 18 Loci wurden in drei Primersets getestet. Von den getesteten
18 Primerpaaren kdnnen 14 fur die weiteren Arbeiten verwendet werden.

Von den 40 Isolaten vom JKI (FraxPath Teilvorhaben 2) konnten 39 Proben analysiert werden. Die
Arbeiten konnten erfolgreich beendet werden. Die Alleltabellen aus der Mikrosatellitenanalyse der
Hymenoscyphus-Isolate wurden dem Teilvorhaben 4.2 (JKI, Maia Ridley, Rasmus Enderle) des
Verbundes FraxPath zur Verfligung gestellt. Zusatzlich wurden mit derselben Methode Alleltabellen
fur Hymenoscyphus-Isolate aus Stammful3nekrosen erstellt. Diese wurden dem Teilvorhaben 4.1
(NW-FVA, Sandra Peters, Gitta Langer) des Verbundes FraxPath zur Verfligung gestellt.

Literatur:

- Chaloupkova, K., Stejskal, J., EI-Kassaby, Y.A. et al. (2016) Optimum neighborhood seed
orchard design. Tree Genetics & Genomes 12, 105. https://doi.org/10.1007/s11295-016-
1067-y

- Brigmann, Tobias; Fladung, Matthias; Schroeder, Hilke (2022): Flexible DNA isolation
procedure for different tree species as a convenient lab routine. In: Silvae Genetica 71 (1),
S. 20-30. DOI: 10.2478/sg-2022-0003.

- Peters, S.; Langer, G.; Katzel, R. (2021): Eschentriebsterben — Kriterien zur Schadensbonitur
an Eschen. Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe e. V. (FNR), Gulzow-Priizen, 60 Seiten,
ISBN-Nr.: 978-3-942147-44-6.
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Schlussbericht

Teilvorhaben 2 AWG (2219WK?21B4

Ziel und Gegenstand des Teilvorhabens

Das AWG wahlt 100 vitale Plusbdaume in Bayern anhand der verbundweit festgelegten
Plusbaumkriterien aus. Die Auswabhl erfolgt auf repréasentativen Flachen, die eine weite Bandbreite
an Standort- und Klimabedingungen abdeckt. Hierzu wurden vorrangig Bestande mit einer langen
Befallshistorie und hohem Befallsdruck beriicksichtigt, sodass bei vital erscheinenden Baumen mit
hoher Wahrscheinlichkeit von einer geringeren Anfalligkeit ausgegangen werden kann. Von jedem
Plusbaum wurden die relevanten Wachstumsparameter erfasst und eine Qualitatsansprache
beziglich Stammform, Kronenarchitektur und weiterer fur die Holznutzung relevanter Merkmale
durchgeflhrt. Insgesamt wurde der Gesundheitszustand der ausgewéhlten Plusbaume zwei bis drei
Mal wahrend der Projektlaufzeit bestimmt.

Das AWG udbernahm gemeinsam mit dem Thinen-Institut die Genotypisierung aller im
Verbundprojekt selektierten Plusbdume. Daher wurde zunachst eine standardisierte Methode zur
Analyse und Auswertung der genetischen Proben entwickelt. Aufgrund der genetischen
Charakterisierung der selektierten Plusbaume kdnnen Plusbaumkollektive mit hoher genetischer
Vielfalt zusammengestellt werden.

Das AWG plante mit der Hilfe von Baumkletterern Pfropfreiser von 100 Plusbdumen und Saatgut
von ca. 50 Plusbaumen in Bayern zu gewinnen. Die entsprechenden Pfropflinge und Samlinge
wurden durch die FVA-BW angezogen. Diese Pflanzen sollten wiederum durch das AWG auf
Versuchsflachen ausgepflanzt werden, um sie mittelfristig zu Samenplantagen umbauen zu kénnen.
Auf diesen Flachen soll fortlaufend der Gesundheitszustand der Pflanzen begutachtet werden, um
deren Widerstandsfahigkeit belegen zu kénnen.

Aus der Literatur bekannte bzw. derzeit international entwickelte spezifische Toleranzmarker und
unspezifische genomische Marker sollten an anfélligen und toleranten Individuen getestet werden,
deren Vitalitat zum Teil bereits seit mehreren Jahren beobachtet wird. Diese Marker sollten im
Folgenden zur Analyse von Untersuchungsmaterial aus dem Verbundprojekt genutzt werden.

Bearbeitete Arbeitspakete

AP 2 Plusbaumauswahl und Phanotypisierung

AP 3 Genotypisierung der Plusbdume

AP 4 Heterovegetative Vermehrung der Plusbdume (Pfropfung) und Anlage von Klonsammlungen
AP 5 Saatguternte, Pflanzenanzucht und Nachkommenschaftsprifungen

AP 7 Validierung und Anwendung von bekannten Resistenzmarkern (AWG)

Wesentliche Ergebnisse des Teilvorhabens

AP 2 Plusbaumauswahl und Phanotypisierung

Verbundibergreifend  wurden  allgemeine  Bonituranleitungen  zur  Beurteilung  des
Gesundheitszustandes bzw. des Befallsgrades erstellt und verbundintern Qualitatskriterien
erarbeitet, aus denen die Selektionskriterien der Plusbaume abgeleitet wurden.

Ausgehend von den Saatguterntebestanden der Bayerischen Staatsforsten (73 von insgesamt 108
im Erntezulassungsregister enthaltenen Besténden), den bayerischen Intensivbeobachtungsflachen
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des Demonstrationsvorhabens und den Dauerbeobachtungsflachen des Bayerischen Amtes fir
Waldgenetik verteilten sich die Suchgebiete auf 11 der 15 Wuchsgebiete Bayerns und decken die
vier grof3en bayerischen Herkunftsgebiete der Esche ab. In den Saatguterntebestéanden ist eine sehr
gute phanotypische Qualitdt der Baume zu erwarten. Die 50 grofiten Bestande, die die
Wuchsgebiete reprasentativ wiedergeben, wurden begutachtet. In 31 Bestédnden konnten insgesamt
105 weniger anfallige Eschen aus sieben Wuchsgebieten ausgewahlt werden und reprasentieren so
eine breite Klima- und Standortsamplitude.

AP 3 Genotypisierung der Plusbdume
Im Rahmen der Standardisierung der Methodik zur Genotypisierung wurden aus 50 potenziellen
Mikrosatellitenmarkern 12 Marker ausgewdahlt und in drei Multiplexsets zusammengefasst.

Das AWG hat insgesamt 384 Plusbaume (195 der FVA-BW, 82 des Staatsbetrieb Sachsenforst und
107 des AWG) genotypisiert.

Die unterschiedlichen Plusbaumkollektive der einzelnen Partnerinstitutionen weisen eine hohe
genetische Variation und Diversitat auf. Von einer genetischen Verarmung der Plusbaumkollektive
bei einer ausreichenden Anzahl an Genotypen (>70) ist nicht auszugehen.

Fur eine ausfilhrliche Darstellung der Ergebnisse siehe Il. 1. AP3

AP 4 Heterovegetative Vermehrung der Plusbdume (Pfropfung) und Anlage von Klonsammlungen
Es wurden von 103 bayerischen Plusbaumen Reiser fiir die heterovegetative Vermehrung an der
FVA-BW geerntet. Diese werden in der dortigen Baumschule einem Resistenztest unterzogen. Eine
abschliel3ende Bewertung steht noch aus. Dennoch rechnen wir bei der Anlage der Klonsammlung
fir die spatere Nutzung als Samenplantage mit 60-65 Klonen, die zehn Klone von einer
Dauerbeobachtungsflache (siehe hierzu auch Il. 1. AP7) beinhalten.

Die Klone werden voraussichtlich bis Ende April 2024 in vierfacher Wiederholung gepflanzt.
Innerhalb weiterer drei Jahre soll die Klonsammlung auf 80 widerstandsfahige Klone erweitert
werden.

AP 5 Saatguternte, Pflanzenanzucht und Nachkommenschaftsprifungen

Saatgut konnte nur im Jahr 2022 von 15 Baumen geerntet werden. Dieses wurde von der FVA-BW
angezogen. Das Saatgut von zwei Plusbdumen wurde den Projektpartnern als gemeinsames
Standardsaatgut zur Verfiigung gestellt.

Die mangelnde und spate Fruktifikation lies die Anlage einer Nachkommenschaftsprifung zur
spateren Verwendung als Samenplantage nicht zu. Bei der Anlage der Nachkommenschaftsprifung
sollten die Sdmlinge aufgrund der Konkurrenz mit bestehender Vegetation mindestens zwei Jahre
alt sein. In einem Folgeprojekt kdnnte ein Austausch von Plusbaumnachkommen mit Projektpartner
und die Anlage einer Nachkommenschaftsprifung erfolgen.

AP 7 Validierung und Anwendung von bekannten Resistenzmarkern (AWG)

In einer Literaturstudie wurden RNS-basierte und DNA-basierte Toleranzmarker identifiziert
(Chaudhary et al. 2020; Harper et al. 2016; Sollars et al. 2017; Stocks et al. 2019). Diese Marker
sind in natdrlichen Populationen allerdings nur wenig bis gar nicht aussagekraftig (Dounavi und
Enderle unpubl.; Menkis et al. 2020). Eine genomische Vorhersage der Krankheitsresistenz mit
einem speziell auf die Zielpopulationen trainierten Vorhersagemodell, &hnlich der Methode von
Stocks et al. (2019), schien daher am erfolgversprechendsten.

Im Rahmen der Zusammenstellung einer Trainingspopulation fur das genomische Modell wurde die
Widerstandsfahigkeit gegen das  Eschentriebsterben fir 30 Familien in  einer
Nachkommenschaftsprifung durch die Berechnung eines Resistenzwertes auf der Grundlage
mehrjahriger Beobachtungen bewertet (Seidel et al. unpubl.). Nachkommenschaften zeigen
insgesamt einen stetigen Riickgang der Uberlebensrate und der Kronenschaden, jedoch waren
einzelne Individuen sehr widerstandsfahig gegen das Eschentriebsterben. Bis auf eine Familie
enthielten allen anderen Familien Nachkommen (12,5% — 62,5%) mit geringer Anfalligkeit fur das
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Eschentriebsterben. Unterschiede bei der Mortalitatt und der Resistenz gegen das
Eschentriebsterben zwischen Familien waren hingegen selten.

Fur die genomische Modellierung wurden 97 Baumpaare aus vitalen und benachbarten stark
geschéadigten Individuen sowie 190 Individuen aus der Nachkommenschaftsprifung ausgewahlt. Die
Trainingspopulation deckt einen weiten geografischen Bereich ab. Diese konnten mit einem
standardisierten SNP-Array genotypisiert werden. Fir die Erweiterung und Validierung des
genomischen Modells kénnen Genotypen des Projektpartners FVA-BW aus den IBF verwendet
werden.

Ein genomisches Modell wurde bisher nicht berechnet, da die Genotypisierung mittels des SNP-
Array erst sehr spat im Projektverlauf durchgefuhrt werden konnte (siehe hierzu die Begriindung im
Erfolgskontrollbericht).

Fur eine ausfuhrliche Darstellung der Ergebnisse siehe Il. 1. AP7
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Teilvorhaben 3 FVA-BW (2219WK?21C4)

Ziel und Gegenstand des Teilvorhabens

a. Resistenzziichtung und Erhalt genetischer Ressourcen

Selektion von 200 Plusbdumen im Raum Baden-Wirttemberg nach einheitlichen Selektionskriterien
auf der Basis des entwickelten Boniturschlissels sowie einheitlicher forstlicher Qualitatskriterien.
Das Ziel ist die Sicherung von genetischem Material der Baumart Esche, welches sich zum einem
durch eine Widerstandsfahigkeit gegentiber dem Erreger des Eschentriebsterbens und zum anderen
durch dessen forstliche Eignung auszeichnet. Es werden Reiser fur die Veredelung sowie Saatgut
gewonnen. Die erwartete Widerstandsfahigkeit der Klone sowie ihrer Nachkommen werden in
Resistenztests gepriuft, bevor die so gewonnenen Pflanzen langfristig in Klon- bzw.
Samlingsammlungen tberfuhrt werden.

b. Populationsgenetische Untersuchungen

Populationsgenetische Charakterisierung der Eschen auf Intensivbeobachtungsflaichen (IBF): a)
Genetische Vielfalt und Untersuchung der Abstammung der Eschen mittels neutraler molekularer
Marker, b) Untersuchung der Variation adaptiver genetischer Marker hinsichtlich der Toleranz und
Anfalligkeit der Eschen gegenliber dem Eschentriebsterben.

Unterstiitzung von Zichtungsprogrammen der Esche hinsichtlich der Auswahl von tolerantem und
genetisch variablem Material

Bearbeitete Arbeitspakete

AP 2: Auswahl der Plusbdume und Phé&notypisierung
AP 4: Heterovegetative Vermehrung der Plusbdume und Anlage von Klonsammlungen
AP 5: Saatguternte, Pflanzenanzucht und Nachkommenschaftsprifung

AP 11: Genetische Charakterisierung der Bestande des Intensivmonitoring (Core-Bestande) mit
SNPs und Mikrosatelliten

Wesentliche Ergebnisse des Teilvorhabens

AP 2 Auswahl der Plusbdume, Phanotypisierung

Die Auswahl von rund 200 Eschen-Plusbaumen in Baden-Wirttemberg konnte erfolgreich
abgeschlossen werden (Abbildung 11). Die Selektion im Jahr 2022 konzentrierte sich auf
vorwiegend weibliche, d.h. fruchttragende Eschen, aufgrund des geringen Anteils fruktifizierender
Individuen an der Plusbaum-Auswahl im Vorjahr. Die Veredelungsarbeiten wurden im 1. Quartal
2023 abgeschlossen.
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Abbildung 11 Ubersichtskarte der selektierten Plusbdume in Baden-Wiirttemberg nach Herkunftsgebieten

Die Erfassung der phanotypischen Merkmale (Vitalitat und Qualitat nach einheitlichen Kriterien) sind
abgeschlossen. Neben der Phanotypisierung zur Plusbaumselektion erfolgte eine abschlieRende
Datenaufnahme phanotypischer Merkmale im Sommer 2023.

AP 4 Heterovegetative Vermehrung der Plusbdaume (Pfropfung) und Anlage von Klonsammlungen
Die Reiserernte von 197 ausgewahlten Plusbaumen jeweils im 1. Quartal 2022 und 2023 wurde
erfolgreich umgesetzt. Die Veredelung von 197 Plusbdumen aus Baden-Wirttemberg sowie 113
Plusbaumen des Projektpartners AWG mit jeweils 20 Veredelungen pro Baum erfolgte in zwei
Durchgangen anschliel3end an die Reiserernten 2022 und 2023. Zusatzlich wurde im Jahr 2022 die
Sommerveredelung (Okulation) von Plusbdumen wegen zu geringer Anwachsquote (53%) bei der
Winterhandveredelung durchgefihrt. Die Anwachsquote lag im Winter 2023 bei tber 90%, weshalb
keine Nachveredelung notwendig war.

54



Schlussbericht

Alle Genotypen wurden in einem zweistufigen Testverfahren auf ihre Widerstandsfahigkeit
gegenuber dem Eschentriebsterben getestet. Zur Durchfiihrung der Tests siehe Zwischenbericht
2022. Die 2023 gepfropften Pflanzen standen in der Vegetationsperiode unter den gleichen
Versuchsbedingungen im Test wie die Pfropflinge des Vorjahres.

Ascosporentest: Die Infektion durch H. fraxineus wurde in vier zeitlich versetzten Bonituren
(Abbildung 12) auf der Basis des Jungeschenboniturschlissels (Peters et al. 2021) im
Freilandversuch erfasst. In Abbildung 3 ist die Zunahme fortgeschrittener Nekrosen zu erkennen.

Ascosporentest FVA
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Abbildung 12 Nekrosenstufenentwicklung an Genotypen aus der Pfropfsaison 2022 mit der Entwicklung der
Symptome beginnend im November 2022 bis Juli 2023

Inokulationstest: Zum Testdesign vgl. Zwischenbericht 2022.

In 2022 wurde der Inokulationstest an 120 Genotypen mit jeweils 4 Rameten durchgefihrt.
Erganzend erfolgte an in 2023 veredelten Pflanzen ein weiterer Testdurchlauf im Oktober 2023. Die
Auswertung des zweiten Tests steht noch aus, da Symptome vor allem mit dem Beginn des
Saftstromes im Frihjahr deutlich werden. In der Abbildung 13 rechts sind die Ergebnisse der ersten
Bonituren an den Testpflanzen aus 2022 dargestellt. Erkennbar ist das weitgehende Ausblieben von
Symptomen in der Bonitur im Oktober 2022 aufgrund der hohen Temperaturen im Zeitraum des
Tests. Abbildung 13 rechts zeigt die typische Uberwallungsreaktion nach nicht erfolgter Infektion aus
der Inokulation im Juli 2022. Das Ausbleiben von Symptomen erforderte die Wiederholung der
Inokulation im Dezember 2022, was zu ersten Symptomentwicklung im Februar fihrte. Die
Verwendung des stark virulenten Pilzstammes 7 fUhrte bis zur Bonitur im Juni 2023 zu einer starken
Nekrosenentwicklung an einem Grof3teil der getesteten Genotypen.
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Abbildung 13 links: Nekrosenstufenentwicklung an Genotypen aus der Pfropfsaison 2022. Erste Inokulation im Juli,
zweite im Dezember 2022. rechts: Uberwallung an Inokulationsstelle ohne Nekrosenausbildung.

Aufgrund der hohen Infektionszahlen im Inokulationstest wurde fur die Auswahl der Genotypen flr
die Anlage von Flachen vorrangig die Ergebnisse des Ascosporentests herangezogen. Dieser stellt
im Gegensatz zum Inokulationstest eine Infektion tber den nattrlichen Infektionsweg dar. Anders
als im Inokulationstest kann die Pflanze Gber Abwehrmechanismen das Vordringen des Pathogens
in den Leittrieb verlangsamen oder génzlich abwehren, was eine erwiinschte Eigenschaft fir
widerstandsfahige Eschen ist.

Ascosporentest:
Zur Durchfuihrung des Ascosporentests Vgl. Zwischenbericht 2022.

Nach Auswertung der Ascosporentests stehen 141 Genotypen fiir die Anlage von Flachen zur
Verfiigung. Genotypen wurden als ausreichend widerstandsfahig beurteilt, wenn weniger als 30%
der jeweiligen Rameten (veredelte Klone eines Plusbaums) im Ascosporentest Nekrosen der
Nekrosenstufe 2 und 3 (Vgl. Peters et al. 2021) entwickelt haben. Nekrosen der Stufe 1 wurden als
nicht ausgepragt genug erachtet. Je Genotyp stehen zwischen 4 und maximal 20 Rameten fur die
Anlage von Klonsammlungen zur Verfligung.

Die Suche nach einer geeigneten Flache fir die Pfropflingssamenplantage (M 4.4) erwies sich als
schwierig. Inzwischen ist eine Flache gefunden, deren standortlichen Bedingungen fir den Anbau
von Esche geeignete ist und die isoliert von natiirlichen Eschenvorkommen liegt, sodass der Einfluss
von Fremdbestdubung nahezu ausgeschlossen werden kann. Die Raumung und Vorbereitung der
Flache fur die Pflanzung kann nach Information seitens des zustandigen Forstbetriebs ForstBW
jedoch witterungsbedingt erst im Laufe des Jahres 2024 erfolgen. Zum Projektende bleibt der
Meilenstein 4.4 daher unvollendet. Die Pflanzung wird vorbereitet, sodass die Anlage umgehend
erfolgen kann, sobald die Flache bereitsteht.

AP 5 Saatguternte, Pflanzenanzucht und Nachkonmmenschaftsprifungen
Im Projektzeitraum wurden insgesamt 41 vorwiegend weibliche Plusbdume identifiziert und
beerntet (Tabelle 10).

Die Saatguternte erfolgte in zwei Durchgangen in den Erntejahren 2022 und 2023 im Zeitfenster
Mitte August bis Mitte September (Vgl. Zwischenbericht 2022). Die Ernte von Griinsaat wurde
gewahlt, da reifes Eschensaatgut zum Uberliegen neigt, also meist erst zwei oder mehr Jahre nach
der Reife keimt. Dies kann durch eine friihe Ernte im griinen Zustand und umgehende Aussaat
vermieden werden (Vgl. Schirmer 2022).
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Erntejahr | Anzahl beernteter Anzahl gekeimter Partien Keimung 2024 erwartet
Plusbaume 2023

2022 29 22 7

2023 12 0 12

In Einzelfallen konnte nur sehr wenig Saatgut geerntet werden. Aufgrund der heil3en und trockenen
Vegetationsperiode 2022, reifte das Saatgutes friher als im Vorjahr und der Anteil an keimunfahigen
Leersamen war teilweise recht hoch. Die Hitzeperiode in den Sommermonaten fiihrte zudem zu
einem frihen Abwurf des Saatguts.

2023 keimten erwartungsgemalf 22 von 29 Partien mit einem Keimerfolg von 50 bis 400 Samlingen
pro Partie. Bei sieben Partien scheint die Saat durch die spate Aussaat im September 2022 zu
Uberliegen und voraussichtlich 2024 zu keimen. Die Phéanotypisierung der Plusbdume im Sommer
2023 (s. AP2) ermoglichte es, 12 weitere Plusbdume anhand des Fruchtbehangs als vorwiegend
weiblich zu identifizieren und im August zu beernten. Die Keimung wird 2024 erwartet. Jedes
Teilvorhaben stellte den Partnerinstitutionen 2022 zudem jeweils zwei Saatgutpartien als
gemeinsamen Standard zur Verfugung.

Nach Abschluss des Ascosporentests und der Bewertung der Mutterbaume stehen fir die Anlage
einer Nachkommenschaftsprifung zum aktuellen Zeitpunkt 18 Partien zur Verfigung. 19 Partien
sind noch nicht gekeimt.

Die Meilensteine M 5.3 Anlage Nachkommenschaftsprifung und M 5.4 Vorlaufige Bewertung der
Plusbdume und ihrer Nachkommenschaften sind nicht erreicht worden. Die Anlage der
Nachkommenschaftsprifung erfolgt nach Abstimmung im Unterverbund im Herbst 2024. Der Verzug
erklart sich durch das Ausbleiben der Fruktifikation im Jahr 2021 und dem Mangel an geeigneten
fruchttragenden Baumen bei allen Teilvorhaben. Diesem Mangel konnte durch eine Nachselektion
von fruchttragenden Plusbdumen teilweise entgegengewirkt werden. Die Keimung der 2023
ausgewahlten und beernteten Saatgutpartien wird jedoch erst 2024 erwartet. Die Samlinge
bendtigen nach der Keimung mindestens eine Vegetationsperiode um fir die Pflanzung geeignete
Dimensionen zu erreichen. Sind die Pflanzen zu klein dimensioniert, ist das Risiko grof3, dass sie
von der Begleitvegetation Uberwachsen werden und ausfallen oder bei Pflegearbeiten tibersehen
und entfernt oder beschadigt werden.

AP 11: Genetische Charakterisierung der Bestande des Intensivmonitoring (Core-Bestande) mit
SNPs und Mikrosatelliten

Im Sommer 2021/22 wurde auf den 14 Intensivbeobachtungsflachen Blattmaterial von jeweils 50
Altbdumen und 50 Individuen aus der Naturverjingung fir genetische Proben gesammelt
(Meilenstein 11.1). Aus diesen Blattproben wurde DNA flr weitere Analysen extrahiert. Mittels PCR
und Fragmentlangenanalyse wurden 1370 Proben (Individuen) mit 12 nSSR und 8 cpSSR analysiert
(Meilenstein 11.2). Es konnten hiermit die Genotypen der untersuchten Baume analysiert werden
und die aktuelle genetische Ausstattung der Eschenpopulationen beschrieben werden.

Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse beziehen sich auf die Auswertung der nSSR Daten. Die
untersuchte beobachtete Heterozygotie [Ho] beschreibt hierbei den Anteil der Heterozygoten
(Mischerbigen) einer Population und die erwartete Heterozygotie [He] den berechneten Anteil der
Heterozygoten auf Basis der Allelhaufigkeiten. Hierbei zeigt sich, dass die untersuchten
Eschenpopulationen eine beobachtete Heterozygotie zwischen Ho =0,637 (+ 0,060) (BW1
Naturverjingung) und Ho = 0,756 (x 0,056) (ST1 Altbdume) und eine erwartete Heterozygotie
zwischen He =0,629 (+ 0,073) (SN2 Altbdume) und He = 0,740 (x 0,050) (BW2 Altbdume)
aufweisen. Zwischen den Flachen zeigen sich die Heterozygotie betreffend keine besonderen
Auffalligkeiten. Die Anzahl Privater Allele (Allele die nur in dieser Population vorkommen) je
Population liegt zwischen Pa = 0 (SN1) und Pa = 5 (BW2). Wobei die Flache SN1 Die einzige ohne
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private Allele ist. In der mittleren allelischen Vielfalt Gber alle Loci sind keine deutlichen Unterschiede
zwischen den Plots zu er kennen sie liegt zwischen Ar = 8,843 (= 1,426) (BY1 Naturverjungung) und
Ar =11,081 (+ 2,026) (HE1 Altbaume) (Tabelle 11).
Tabelle 11: Ubersicht der genetischen Vielfalt je Intensivbeobachtungsflache fiir nNSSR, Alt — Altbaume, NV —

Naturverjiingung, [N] Probenanzahl, [Ho] beobachtete Heterozygotie, [He] erwartete Heterozygotie, [F] Fixation Index,
[Pa] Anzahl Privater Allele, [Ar] Allelische Vielfalt, (+ Standardfehler)

Population AIt/NV N Ho He F Pa Ar
0690 0694 0016 9,424
BB1 Alt 48 (£0,081) (+0,069) (*0,040) * (+ 1,477)
0,658 0676 0,021 8,979
NV >0 (£0,066) (£0,067) (+0,014) ° (+ 1,434)
0,670 0,708 0,047 9,575
BW1 Alt 52 (£0,059) (£0,060) (0,032) ° (+ 1,698)
W - 0637 0692 0074 10,142
(£0,060) (+0,063) (*0,025) (+1,772)
0,699 0,740 0,053 10,769
BW2 Alt 50 (£0,054) (£0,050) (&0,028) ° (+ 1,748)
0,734 0,700  -0,052 10,167
NV 50 (£0,075) (£0,073) (0,025) 2 (+ 1,586)
0,695 0,704 0,013 9,597
BY1 Alt 49 (£0,062) (+0,058) (*0,033) ° (+ 1,472)
W - 0683 0699 0012 8,843
(£0,053) (+0,057) (*0,032) (+ 1,426)
0,661 0677 0,069 10,077
BY2 Alt 52 (£0,078) (+0,071) (+0,063) (+ 1,822)
0,681 0,700 0,024 9,964
NV 50 (£0,068) (£0,058) (x0,047) ° (+1,777)
0,661 0687 0,051 9,920
BY3 Alt 47 (£0,072) (£0,064) (0,034) ° (+ 1,624)
0,678 0689 0,018 10,202
NV 49 (£0,072) (£0,063) (*0,046) ° (+ 1,852)
0,693 0686  -0,028 11,081
HEL Al 48 (£0,061) (£0,066) (0,030) ° (+ 2,026)
0,701 0,714 0,034 9,031
NV 50 (£0,073) (+0,064) (*0,035) * (+ 1,750)
0671 0677 0,042 10,155
MV1 Alt 46 (£0,084) (+0,077) (£0,038) (+ 1,746)
W ot 0657 0693 0034 10,547
(£0,061) (+0,067) (+0,030) (+ 1,789)
0,709 0,721 0,010 10,665
NI Alt S0 (£0,056) (+0,057) (*0,024) ° (+ 1,919)
W - 0704 0712 0008 10,975
(£0,053) (+0,063) (+0,025) (+ 1,935)
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0741 0712  -0,037 9,418
SN1 Alt 28 (£0,061) (£0,058) (&0,021) ° (+ 1,427)
0,677 0684 0018 10,186
NV 49 (£0,067) (0,063) (*0,027) ° (+ 1,642)
0,658 0629  -0,020 9,700
SN2 Alt S0 (£0,089) (+0,073) (*0,051) * (+ 1,744)
0,655 0680 0,035 8,591
NV 50 (£0,067) (£0,065) (x0,037) 2 (+ 1,502)
0,756 0,694  -0,093 10,449
ST1 Al °1 (£0,056) (+0,049) (+0,035) © (+ 1,805)
0721 0713  -0,014 8,676
NV 50 (£0,067) (£0,062) (0,032) 2 (+1,271)
0,700 0689  -0,024 10,068
THi Alt 46 (£0,070) (£0,071) (*0,019) ° (+ 1,786)
W . 0673 0699 0028 10,223
(£0,065) (+0,065) (+0,033) (+ 1,940)
0,695 0,696  -0,008 10,144
TH2 Alt o0 (£0,066) (0,066) (*0,028) * (+ 1,899)
W - 0676 0683 0006 10,743
(£0,071) (+0,068) (+0,034) (+ 1,959)
cocmmt Moo 48928 0687 0695 0012 1679 9972
(£0,831) (£0,012) (£0,012) (+0,007) (+0.252) (+0,122)
Summe 47

Zur Darstellung der genetischen Unterschiede der Untersuchungsflachen wurden genetische
Distanzen zwischen den Plots berechnet. Diese sind in Abbildung 14 dargestellt. Die Flache ST1
zeigt hierbei den groRten Abstand zu den anderen Untersuchungsflachen. Die Flachen SN2, MV1,
BY1 Altbaume und BY3 Altbaume differenzieren sich aber auch von den tbrigen Plots. Die
Analyse der Molekularen Variation zeigt, dass 94,2 % der genetischen Variation innerhalb des
Individuums liegt und 2,5 % zwischen den Populationen sowie 3,3 % zwischen den Individuen.
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Abbildung 14: Principal Coordinates Analyse der Intensivbeobachtungsflachen (Alt - Altbdume, NV - Naturverjingung)
basierend auf Nei's genet. Distanz, erklérte Variation: Coord.1 = 19,32 %, Coord. 2 = 13,26 %

Zur Genotypisierung der Intensivbeobachtungsflachen mit adaptiven Markern wurde das SNP-Array
(4TREE SNP-Array; Guilbaud et al. 2020) genutzt. Hierfir wurde DNA besserer Qualitat bendtigt,
weswegen ca. 27 Baume je Intensivbeobachtungsflache erneut beprobt wurden. Die
Genotypisierung von 384 Individuen erfolgte mit 13.407 SNPs (Meilenstein 11.3). Zum momentanen
Zeitpunkt ist eine Empfehlung von toleranten Genotypen der Esche auf Basis der adaptiven Marker
noch nicht moglich. Hierflr wird es nétig sein die gewonnenen Daten mit denen aus AP 7 zu
validieren (Meilenstein 11.4).
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Teilvornaben 4 NW-FVA (2219WK21D4)

Ziel und Gegenstand des Teilvorhabens

Ziel des Teilvorhabens 4 ist es, 170-200 Plusbaume auszuwahlen, die nicht nur den im
Verbundprojekt festgelegten Kriterien entsprechen, sondern auch noch mdglichst heterogen Uber
die vier Bundesléander Schleswig-Holstein, Sachsen-Anhalt, Hessen und Niedersachsen verteilt
sind. Diese Leistungstrager sollen durch vegetative Vermehrung (Pfropfung) gesichert und nach der
Uberprifung des ETS-Resistenzstatus in einer Samenplantage zusammengefasst werden.

Weiterhin sollen aus Saatgut ausgewahlter Plusbdume (80-120) Nachkommenschaften angezogen
werden. Neben der laufenden Uberwachung der ETS-Befallssituation werden an diesen Pflanzen
bereits in der Baumschule auch Wachstum und Phanologie erfasst. Die Leistungstrager dieser
Nachkommenschaften sollen in einer Samlingssamenplantage gesichert werden.

Ein weiteres Ziel des Teilprojekts 4 ist die Protokolloptimierung zum Kryokonservierungsverfahren.
Dabei soll durch Reaktivierung der an der NW-FVA seit zwei Jahrzehnten in flissigem Stickstoff
konservierten Eschenklone sowie deren Vermehrung Uber In-vitro-Kultur die Eignung dieser
kostengiinstigen Methode fir die langfristige Konservierung von zahlreichen Eschen-Genotypen
verifiziert werden. Diese vom ETS noch unbeeinflussten Genotypen sind fur Studien des
Infektionsverlaufs von besonderem Interesse und konnen bei erfolgreicher Vermehrung den
Partnern des Verbundprojektes zur Verfiigung gestellt werden. Weiterhin sollen Protokolle und
Verfahren zur Etablierung und Vermehrung feldresistenter Eschen tber Meristemkultur optimiert
werden. Nachfolgend soll erganzend zur xenovegetativen Sicherung ein Teilkollektiv der Plusbdume
in der In-vitro-Kultur auch mikrovegetativ gesichert und bei Bedarf vermehrt werden.

Bearbeitete Arbeitspakete

AP 2: Plusbaumauswahl
AP 4: Vegetative Vermehrung der Plusbaume
AP 5: Nachkommenschaftsprifung

AP 6: In-vitro-Vermehrung

Wesentliche Ergebnisse des Teilvorhabens

AP 2: Plusbaumauswahl

Zur einheitlichen Beurteilung der Vitalitat von Alt- und Jungeschen wurde im Verbundvorhaben
FraxPath unter Beteiligung von FraxGen ein Boniturschema erstellt und als Broschiire liber die FNR
verOffentlicht  [https://  mediathek.fnr.de/eschentriebsterben-kriterien-zur-schadensbonitur-an-
eschen.html]. Teilprojektintern (FraxGen) wurde zusatzlich ein Kriterienkatalog fiir die einheitliche
Beurteilung der geforderten Plusbaumeigenschaften festgelegt. Daflr wurden neben den
klassischen Merkmalen auch Angaben zu Standort und Lage mit aufgenommen (siehe
Zwischenbericht 2021, Tab. 3). Alle Parameter wurden vom Teilprojekt zu jedem Plusbaumanwarter
detailliert erfasst. Die Auswahl der Suchgebiete wurde mithilfe des Geoinformationssystems QGis
und den Forsteinrichtungsdaten der beteiligten Landesforsten realisiert. Hier flossen ebenfalls In-
tensivbeobachtungsflachen aus dem Projekt-Uberverbund ,FraxForFuture“ sowie Samenplantagen
der NW-FVA in Hessen und Niedersachsen ein. Einzelne Suchgebiete orientieren sich auch an
WZE- bzw. BZE-Punkten. Eine Verteilung tber alle vorkommenden Ausgangsgesteine, Bodentypen
und Wuchsgebiete konnte somit realisiert werden.

61



Schlussbericht

Fur die Auswahl potentieller Leistungstrager (Plusbaumkandidaten) wurden 188 verschiedene
Standorte bereist (siehe Zwischenbericht 2021) und ca. 21.700 Baume bewertet. Die erste
Beurteilung wahrend der Vegetationsruhe wurde durch eine weitere Phanotypisierung im Sommer
validiert. Dadurch konnten insg. 207 Plusbaumkandidaten aus 5 Wuchsgebieten bestimmt werden.
Durch fortlaufende Kontrollbonituren tGber den gesamten Projektzeitraum (jeweils Sommerzustand)
konnte die Erstauswahl der Leistungstrager basierend auf der Feldresistenz und Phanologie zu Gber
95 % bestatigt werden. Der Anteil Genotypen an denen im Laufe der Jahre Saatgutproduktion
beobachtet werden konnte erhohte sich von fast 15 % auf tUber 22 %. Uber die gesamte
Projektlaufzeit zeigten 11 % der Plusbdume eine Verbesserung der Kronenvitalitat, 68 % blieben
stabil. Bei 21 % verschlechterte sich der Kronenzustand innerhalb des Beobachtungszeitraumes von
drei Jahren. Der Anteil beobachteter Stammful3nekrosen stieg von 2 % auf 12 % an und korrelierte
bei 20 % der Plusbdume mit einer Verschlechterung des Kronenzustands. Bei 16 % konnte trotz
StammfuBnekrose sogar eine Verbesserung der Kronenvitalitat beobachtet werden, bei 64 %
blieben stabil.

2022 und 2023 wurden vom Teilprojekt 4 zusatzlich Laubaustriebs- und Blattabwurfbonituren an 50
Plusbaumgenotypen (Altbaumen) auf den Samenplantagen der NW-FVA durchgefihrt. Aus diesen
Informationen, die Auskunft Giber die Ausnutzung der Vegetationsperiode sowie daraus resultierende
Frih- und Spatfrostanfalligkeiten geben, erhofft sich das TP 4 durch eine spatere Verknipfung mit
Daten von der neu Begrindeten Pfropflingssamenplantage, mdégliche Korrelationen zur ETS-
Toleranz der ausgewdahlten Plusbdume zu erhalten.

Dem Teilprojekt 4 wurde zudem die Aufsicht und Zustandigkeit Uber die IBF-Flache Mollenfelde
zugewiesen. Hiermit verbunden waren Tatigkeiten wie die Durchfiihrung regelméaRiger Winter- sowie
Sommerbonituren nach dem Boniturschlissel von FraxPath, Flachen/Zaunkontrolle und
Instandhaltungsmafinahmen. Ebenso wurde jeweils von April bis Oktober wochentlich der Filter des
auf der Flache aufgestellte Sporensammlers (siehe Zwischenbericht 2021, Fehler! Verweisquelle k
onnte nicht gefunden werden.) fur die Projektpartner der katholischen Universitat Eichstatt-
Ingolstadt (FraxMon) gewechselt.

AP 4: Vegetative Vermehrung der Plusbaume

Als Vorleistung der Abt. C der NW-FVA wurde Saatgut von ETS-toleranten Eltern stratifiziert und
ausgesat. 10.300 dieser Samlinge konnten durch das Teilprojekt 4 im Frihjahr 2021 im Kamp der
NW-FVA verschult werden. Zusatzlich wurden 600 besonders groR gewachsene Samlinge direkt
getopft. Mit Uber 92 % dieser Pflanzen konnte im Sommer 2021 ein Versuch zur
Methodenoptimierung der vegetativen Vermehrung ausgewahlter Plusbdume mittels Okulation
durchgefiihrt werden. Weitere 399 im Versuchskamp der NW-FVA verschulte Samlinge wurden in
den Versuch mit einbezogen und die Okulationen direkt im Feld durchgefihrt. Insgesamt wurden
Knospen von 59 verschiedenen Plusbaum-Klonen fiir diese Sommerveredelung verwendet. In
diesem Versuch konnten Anwuchsraten der okulierten Knospen von 69 % bei den getopften
Pflanzen und 89 % bei den im Feld verschulten Pflanzen (siehe Zwischenbericht 2021) erzielt
werden. Bei beiden Okulationsvarianten trieben tber 95 % der im November 2021 augenscheinlich
angewachsenen Knospen in 2022 auch aus. Die Mehrheit der verschulten Samlinge zeigten 2021
gute Wuchsleistungen und konnten die zur vegetativen Vermehrung (Pfropfung) der
Plusbaumkandidaten bendtigten Starken erreichen.

Die Reiserernte an 200 ausgewahlten Plusbdumen wurde von Januar bis Marz 2022 durchgefihrt.
Bei der Winterhandveredelung wurden je nach Qualitat der Plusbaumreiser unterschiedliche
Pfropfungsmethoden verwendet und wenn moglich je Genotyp 20 Veredelungen durchgefihrt. Von
194 Plusbaumen konnten 3.900 Veredelungen angefertigt werden (siehe Zwischenbericht 2022).
Insgesamt konnte das Teilprojekt 4 einen Pfropfungserfolg von 69 % erreichen. Pfropflingsausfalle
konnten bei 18 Genotypen durch im Sommer 2021 okulierte Pflanzen ausgeglichen werden.

Zur Verifizierung der beobachteten Feldtoleranzeigenschaften der Plusbaumkandidaten gegentber
dem Eschentriebsterben wurden 2022 2.800 Pfropflinge von 190 verschiedenen Genotypen zwei

62



Schlussbericht

ex-situ-Resistenztests (Ascosporentest mit 2.000 Pflanzen, Innokulationstest mit fast 800 Pflanzen)
unterzogen (Details zu Grundlagen und Durchfiihrung der Resistenztests siehe Zwischenbericht
2022). Der Inokulationstest wurde im Spatsommer 2022 wiederholt, da aufgrund der extrem hohen
Temperaturen wahrend der ersten Beimpfung der Pflanzen mit Hyphenmaterial von
Hymenoscyphus fraxineus der Infektionserfolg in Frage gestellt wurde. An allen Pflanzen in beiden
Resistenztestvarianten wurden bis Marz 2023 vier Beurteilungen durchgefiihrt. Durch die
Toleranzhirde von mindestens 70 % symptomfreien Pflanzen je Genotyp im Ascosporentest
(unterstitzt durch die Ergebnisse des Inokulationstests) stehen 102 Genotypen (54 %) zur Anlage
von Flachen zur Verfligung.

Da der Standort einer Samenplantage mehrere Voraussetzungen (wie unter anderem
Bodeneigenschaften und das Fehlen von Fraxinus excelsior im Umkreis und die Entfernung zur NW-
FVA) zwingend erfordert, gestaltete sich die Suche nach einer geeigneten Flache deutlich
schwieriger als angenommen. Nach Reduktion der angestrebten Flachengrol3e konnte eine 0,7 ha
groRe Flache im Forstamt Liebenburg akquiriert werden (siehe Zwischenbericht 2022). Nach der
Flachenvorbereitung wurde die Begriindung der Flache im Mé&rz 2023 durchgefihrt. Aufgrund der
FlachengroRe konnten 93 ETS-tolerante Genotypen mit je 5 bzw. 6 Rameten vollstandig
randomisiert (geplant mit ONA, Workshop Milan Lstiburek) im Abstand von 5 x 2,2 m gepflanzt
werden. Dieses Raster wurde gewahlt, da einerseits von einer weitergehenden Nachselektion auf
der Flache ausgegangen werden muss, als aber auch um mdglichst schnell ein
Bestandesinnenklima entstehen zu lassen, wodurch die Plusbaumrameten den trockener
werdenden Klimabedingungen im Frihling als auch Sommer besser entgegentreten kénnen. Sobald
sich die Plusbaumrameten behindern soll jede zweite Reihe entnommen werden um auf ein Raster
von 4,4 x 5 Metern zu kommen, was die Saatguternte in der spateren Samenplantage erlaubt. Die
erste Anwuchsaufnahme im Mai 2023 zeigte 15 Ausfélle (3%) eine weitere Ausfallaufnahme im
Oktober ergab 11 % Ausfall. Die Nachpflanzung erfolgte Ende November. Da nicht von allen Klonen
ausreichend Reservepflanzen zur Verfigung standen wurden die Fehlstellen mit einem zuséatzlichen
Klon aufgefillt, so dass nun 94 ETS-tolerante Klone (mit je min. 4 Rameten, insgesamt 533
Pflanzen) auf der Samenplantage zusammengefasst sind.

AP 5: Saatguternte, Pflanzenanzucht und Nachkommenschaftspriifung

Im Juli 2021 konnte nur von 17 Plusbdumen Saatgut geerntet und zur Grinaussaat verwendet
werden. Auf Grund der sehr geringen Saatgutmengen (20 - 200 Samen/Plusbaum) konnte diese
Anstrengung jedoch nur als Versuch zur Methodenoptimierung verwendet werden. Da auch 2022
ein Fehlmastjahr war, konnte das Teilprojekt 4 lediglich von 20 Plusbaumen Saatgut ernten. Die
Saatgutmengen dieser Plusbaume reichen potenziell dafir aus, um auf die fir die
Nachkommenschaftsprifung notwendige Zahl von Samlingen zu kommen. Trotzdem ist die Anzahl
der Saatgutpartien bei allen am Arbeitspaket beteiligten Institutionen zur Anlage einer jeweils
eigenen Nachkommenschaftsprifung nicht ausreichend. Hierflr fehlt Saatgut von weiteren
Plusbaum-Genotypen. Daher wurde beschlossen die Saatgutpartien aller funf Institute in einer Serie
von Nachkommenschaftsprifungsflachen zusammenzufassen. Durch den Austausch von Saatgut
zwischen den Projektpartnern konnten 2022 an der NW-FVA 28 Saatgutpartien ausgesat werden
(20 Nachkommenschaften von Plusbaumen der NW-FVA, je zwei von den vier beteiligten
Projektpartnern). 16 der 20 von der NW-FVA ausgesaten Saatgutpartien stammen von Mittern, die
durch die Resistenztests in ihren Toleranzeigenschaften bestétigt und in der Samenplantage
ausgepflanzt wurden. So kénnen die Ergebnisse der Nachkommenschaftsprifungen wertvolle
Hinweise zur genetischen Veranlagung der Elternbdaume (Plusb&dume) hinsichtlich der Krank-
heitsresistenz, sowie auch beziiglich anderer wichtiger Merkmale (z.B. Wuchs und Phanologie)
liefern. Die Samen wurden als Grinsaat zwischen Ende August und Anfang September durch
Bekletterung der Plusbdume geerntet. Die Aussaat erfolgte fir jede Partie spatestens einen Tag
nach Erhalt der Samen. So konnten vom TP 4 im Spatsommer 2022 rund 20.000 Samen sowohl
entfliigelt in Aussaatkisten als auch ohne Behandlung (mit Fligeln) im Frihbeetkasten ausgesat
werden (siehe Zwischenbericht 2022). Die Auflaufraten des Saatguts der einzelnen Plusbdume
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waren sehr unterschiedlich und betrugen bei der entfliigelten Variante zwischen 2% und 96%,
durchschnittlich 21 %. Die Keimrate des ohne Behandlung (mit Fligeln) im Frihbeetkasten
ausgesaten Saatgutes betrug bisher insgesamt rund 90 %. Einzelne Nachkommenschaften
scheinen jedoch zu Uberliegen, deren Auskeimung wird 2024 erwartet. Der durchschnittliche
Keimerfolg des gesamten 2022 ausgesaten Saatgutes betrug somit 66%. Durch das Teilprojekt 4
wurden 2023 von jeder Nachkommenschaft Samlinge in Einzeltdpfen kultiviert, insg. rund 1.470
Pflanzen. Diese sowie alle weiteren gekeimten Pflanzen der Aussaaten werden zur Vorbereitung
der geplanten Flachenanlage zur Nachkommenschaftsprifung weiterhin in der Baumschule

gepflegt.

Erste Merkmalsaufnahmen in Bezug auf Ph&nologie, Wachstum und ETS-Status der Samlinge
wurden begonnen, konnten aber auf Grund fehlender Personalkapazitat (Uberraschendes
Ausscheiden des Technischen Mitarbeiters im Frihjahr 2023) nur sehr eingeschrénkt durchgefiihrt
werden. Die Abschatzung der ersten Auflaufzahlen aller Projektpartner lassen die Mdglichkeit der
Anlage von 3 bis 4 Prufungsflachen erwarten. Da die S&dmlinge erst im Alter von 2 Jahren auf die
Flachen gepflanzt werden sollen und trotz Griinsaat einige Partien bei allen Projektpartnern zu
Uberliegen scheinen, war die Anlage dieser Prifungsserie im Projektzeitraum nicht realisierbar.

AP 6: In-vitro-Vermehrung

Erganzend zu den Arbeiten der Sicherung und Vermehrung ausgewahlter Plusbaume durch
Pfropfung (AP 4) wurde in diesem Arbeitspaket die Etablierung eines Teilkollektives dieser Leis-
tungstrager in die in-vitro-Kultur bearbeitet. An der NW-FVA existierende Protokolle und Vorgaben
wurden durch Kombination mit aktuellen Erkenntnissen und durch intensiven Austausch mit den am
Arbeitspaket beteiligten Projektpartnern sowie den Erfahrungen der langjéhrigen Mitarbeiter/Innen
weiter verbessert.

Im Projektjahr 2021 wurden von insgesamt 22 Klonen 615 Knospen und 100 Embryonen bearbeitet.
Dem Etablierungserfolg aus ruhenden Winterknospen von durchschnittich 60 % folgte eine
Wuchsdepression und es konnten lediglich zwei Klone stabil in vitro kultiviert werden. Bei 70 % der
aus Saatgut etablierten Genotypen konnten solide in-vitro-Kulturen etabliert werden.

Im Jahr 2022 wurde das gesamte in-vitro-Labor der NW-FVA kernsaniert, daher standen dem TP 4
die bendtigten Arbeitsplatze und Kulturmdglichkeiten nur sehr eingeschrankt zur Verfiigung. Auch
wurden die Resistenztests, die die Pfropflinge der ausgewahlten Plusbaumkandidaten durchlaufen
mussten, erst im Marz 2023 abgeschlossen. Daher wurden in 2022 keine neue in-vitro-Etablierung
von Eschen aus Winterknospen oder rejuvenilisiertem Pfropflingsmaterial durchgefihrt. Die acht bis
dahin etablierten Genotypen konnten jedoch erhalten und weiter vermehrt werden (2
Plusbaumkandidaten, 6 Nachkommen von Plusbaumkandidaten).

Die Etablierungsproblematik mit Knospen von adultem Material ist bereits aus friheren Arbeiten
bekannt. Als erfolgversprechender werden die Verfahren mit durch Pfropfung rejuvenilisierten
Material beschrieben (Schonweiss 2005, Nawrot-Chorabik 2023). Solches Pflanzenmaterial stand
dem TP 4 in Form von abgepfropften Plusbaumen nach Beendigung der beiden Plusbaum-
Resistenztests ab Friihjahr 2023 zur Verfligung und es wurden Etablierungen mit frischen Knospen
ausgetriebener Plusbaum-Pfropflinge durchgefiihrt. Insgesamt wurden 189 Knospen von 19
Plusbaumklonen bearbeitet. Bis dato konnten davon jedoch nur 4 Genotypen in der in-vitro-Kultur
erhalten werden. Die extrem hohe Kontaminationsrate der frischen Knospen von 90% konnte uns
die beschriebene, bessere Etablierbarkeit von rejuvenilisiertem Pfropflingsmaterial bisher nicht
bestatigt lassen. Daher wurden zusatzliche, neue Etablierungsmethoden getestet und fir die Esche
weiter optimiert. Weitere Etablierungen mit 313 ruhenden Pfropflings-Knospen von 29
Plusbaumklonen wurden daraufhin ab Herbst 2023 durchgefihrt. Bis dato konnten alle 29
Genotypen mit einer durchschnittlichen Etablierungsrate von 79% in vitro erhalten werden. Im
Projektzeitraum konnten somit mehr als ein Drittel der ausgewahlten Plusbaume, insgesamt 32
Genotypen sowie bereits 6 Nachkommen von diesen Plusbdumen in Meristemkultur iibernommen
werden. Die Rekalzitranz der Eschen in Bezug auf die Kultivier- und Vermehrbarkeit in-vitro (siehe

64



Schlussbericht

dazu auch Zwischenbericht 2022: Medienversuch), sowie die Schwierigkeiten bei der Etablierung
konnten bis Projektende zwar deutlich verbessert, jedoch noch nicht vollstdndig geldst werden.

Fur die in diesem Arbeitspaket ebenfalls durchgeflihrten Untersuchungen zur Reaktivierung
kryokonservierter Eschen-Klone wurden die in den Laboren vorhandenen r&umlichen und
technischen Voraussetzungen angepasst, bestehende Kryoprotokolle getestet und Versuche zu
deren Verbesserung durchgefihrt. Dabei konnte durch drei Optimierungsschritte in insgesamt neun
Versuchen mit dem seit 20 Jahren in flissigem Stickstoff eingelagerten Eschenmaterial eine
Uberlebensrate bei der Reaktivierung von 80 % erreicht werden. Im Projektzeitraum gelang es, 24
der insg. 27 kryokonservierten Eschen-Genotypen aus der Zeit vor dem ETS erfolgreich zu
reaktivieren und tiber Meristemkultur zu vermehren und zu bewurzeln.

Bei 13 Genotypen konnte bis zum Friihjahr 2023 eine ausreichende grof3e Anzahl von Pflanzen
erhalten werden, um Versuche zur Akklimatisierung der in-vitro-Pflanzen an Freilandbedingungen
durchzufiihren. Nach Uberfiihrung in Kultursubstrat konnte tiber eine schrittweise Absenkung der
Luftfeuchtigkeit in Nebeltunneln gefolgt von weiterer Aufzucht unter Gewéachshausbedingungen eine
Gewohnung an Freilandbedingungen bis zum Herbst erfolgreich durchgefihrt werden. Die
Frosttoleranz der Pflanzen kann bis Projektende jedoch noch nicht abschlieRend bewertet werden.

Damit wurde die Wirksamkeit des entwickelten Protokolls fir die Kryokonservierung auf seine
Eignung Uberprift und kann als kostenginstige Methode fur die langfristige Konservierung von
zahlreichen Eschen-Genotypen empfohlen werden. Auch konnte gezeigt werden, dass es moglich
ist, aus kryokonserviertem Meristemgewebe freilandtaugliche Pflanzen heranzuziehen. Somit
kénnen wertvolle Genotypen nach ,Arche-Noah-Prinzip“ gesichert und erhalten werden bis z.B.
wirksame Gegenmalnahmen gegen das ETS greifen. Bei Bedarf kdnnen aus dem eingelagerten
Meristemgewebe jederzeit freilandgeeignete Pflanzen zur Wiedereinbringung in geschadigte
Waldokosysteme und fir weitere Versuche und Untersuchungen generiert werden.
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Teilvornaben 5 SBS (2219WK21E4)

Ziel und Gegenstand des Teilvorhabens

Im Rahmen des Verbundvorhabens ,Monitoring des Eschentriebsterbens in Deutschland
(FraxMon)* beteiligte sich SBS an der Auswahl und Einrichtung von Monitoringflachen

e AP 2 Plusbaumauswahl und Phanotypisierung

e AP 4 Heterovegetative Vermehrung der Plusbdume (Pfropfung) und Anlage von
Klonsammlungen

e AP 5 Saatguternte, Pflanzenanzucht und Nachkommenschaftsprifungen

e AP 6 In-vitro-Vermehrung

Im Rahmen der projektinternen Kommunikation nahm SBS an allen Projekttreffen teil.

Bearbeitete Arbeitspakete

Auswahl und Einrichtung von Monitoringflachen (AP 1 — FraxMon)

Die Gewohnliche Esche (Fraxinus excelsior L.) tritt in Sachsen vom Tiefland bis in die oberen
Berglagen auf. Als sogenannte Edellaubbaumart kommt sie vor allem in nahrstoffreichen
Hartholzauen-, Eichen-Hainbuchen- und Buchenwéldern vor. Des Weiteren ist sie in Schlucht-,
Schatthang- und Blockwaldern sowie Quellwéaldern zu finden. Obwohl die Esche frische bis feuchte
Standorte mit sehr guter Nahrstoffversorgung bevorzugt, kann sie auch auf trockeneren Béden als
Pioniergeholz wachsen (SCHMIDT 2002).

Um die wichtigsten Vorkommensgebiete der Esche in Sachsen zu reprasentieren, erfolgte die
Einrichtung von einer Intensivbeobachtungsflache (IBF) im Leipziger Auwald und einer anderen im
Osterzgebirge nach den Vorgaben des Verbundvorhabens FraxMon (Tabelle 12 und Tabelle 13).

Tabelle 12 Lage der Intensivbeobachtungsflachen in Sachsen

Id.-Nr. | Name Forstbetrieb Revier Abt. Red. Flache | Besitzart
SN 01 | Leutzsch | Stadtwald Leipzig | Leutzsch 183 1,2 ha Kommunalwald
SN 02 | Bienhof FoB Neustadt Berggief3hiibel | 100a2 | 1,2 ha Landeswald

Tabelle 13 Standdrtliche Verhéltnisse und Bestandesverhaltnisse der Intensivbeobachtungsflachen in Sachsen

Id.-Nr. | Name Hohenlage 0. | Alterina | Anzahl Abgénge bis Sommer | Standort
NN Eschen 2023
SN O1 | Leutzsch | 110 m 88/157 39 2 (Windwurf) Auengley
SN 02 | Bienhof 460 m 49-66 175 5 (Entnahme Braunerde
FraxCollar)
7 (Windwurf)

Zu Beginn der Erhebungen des Kronenzustandes auf den IBF im Winterhalbjahr 2020/21 konnten
keine ungeschéadigten Eschen mehr festgestellt werden. Die mittlere Schadstufe betrug auf der IBF
Leutzsch 3,0 und war damit eine halbe Schadensstufe besser als die der Eschen auf der IBF Bienhof
mit 3,4. Im Laufe der weiteren Bonituren in den Winterhalbjahren 2021/22 und 2022/23 gingen die
mittleren Schadstufen leicht zurtick bzw. stagnierten (Tabelle 14).
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Tabelle 14 Entwicklung des Kronenzustandes auf den Intensivbeobachtungsflachen (IBF) vom Winterhalbjahr 2020/21
bis zum Sommerhalbjahr 2023

IBF Zeitpunkt der Aufnahme und mittlere Kronenschadstufe
Winter Winter Winter Sommer Sommer Sommer
2020/21 2021/22 2022/23 2021 2022 2023
SN 01- 3,0 2,7 2,7 2,4 2,8 2,0
Leutzsch
SN-02- 3,4 3,1 3,1 2,7 3,0 2,2
Bienhof

In den Sommerhalbjahren waren die mittleren Schadstufen grundsatzlich niedriger als in den
Winterhalbjahren. Nach einem Anstieg im Sommerhalbjahr 2022 verringerten sich die mittleren
Schadstufen im Sommer 2023 und sanken unter das Ausgangsniveau (Tabelle 14).

Arbeitspaket 2: Plusbaumauswahl und Phénotypisierung

Plusbaumauswabhl

Die Auswahl der Eschenplusbaume entsprechend der mit den Projektpartnern entwickelten
Vorgaben erfolgte in zwei Schritten mit zundchst 54 (2021) und dann weiteren 32 Plusbaumen
(2022). Die Schwerpunkte der Auswahl lagen im Bereich der s&chsischen Mittelgebirge vom
Vogtland Uber das Erzgebirge einschlieBlich Vorland bis zum Zittauer Gebirge (56 %) sowie des
LoR-Higellandes und der L6R-Ebenen (27 %). Die restlichen 17 % der ausgewdahlten Plusbaume
entfielen auf die Westlausitzer Platte und Elbtalzone (10 %) und das Altmoranenland (7 %).

Die Hohenlagen der Plusbdume bewegten sich zwischen 97 m und 843 m U. NN. Auf die Hohenlagen
bis 400 m U. NN entfielen 61 %, bis 700 m 0. NN 29 %, auf Lagen tber 700 m 4. NN 11 % der
Plusbaume. Die Plusbaume stockten in der Hauptsache auf mineralischem Substrat (90 %) ohne
Grundwassereinfluss (92 %).

In Hinsicht auf die Herkunftsgebiete befanden sich 70 % im Stidostdeutschen Hiigel- und Bergland
(811 06) und 30 % im Mittel- und Ostdeutschen Tief- und Hiigelland (811 03).

Phanotypisierung in Hinsicht auf forstlich relevante Merkmale

Die ausgewahlten Plusbaume waren tiberwiegend (74 %) vorherrschende und herrschende Eschen
nach KRAFT, 26 % entfielen auf die KRAFT sche Klasse mitherrschend. Die Dimensionen der
Plusbaume kdénnen Tabelle 15 entnommen werden.

Tabelle 15 KenngroRen ausgewahlter forstlich relevanter Merkmale

Kenngréf3en | Hoéhe in | BHD in Ansatz lebende Krone Kronenradius in
m cm inm m

Minimum 22,0 32,0 5,0 3,5

Maximum 43,0 104,0 24,0 12,0

Mittelwert 31,5 55,7 14,5 6,0

Qualitativ wiesen 92 % der Plusbdume zweischnirige bzw. einschnirige Stamme mit geringem
Bogen, die restlichen 8 % einschnirige Stdmme mit starkem Bogen bzw. unschnirige Stamme mit
geringem Bogen auf. Mit zwei Ausnahmen waren alle Plusbaume nicht drehwichsig. 21 % der
ausgewahlten Plusbaume zeigten keinerlei Verzwieselung der Stamme. 62 % der Plusbaume
verzwieselten in der oberen Hélfte des Stammes, wahrend bei 16 % der Eschen Zwiesel in der
unteren Halfte bzw. in einem Prozent der Falle Mehrfachzwiesel zu beobachten waren.

Von den Plusbdumen waren 81 % Uberwiegend méannlichen und 19 % Uberwiegend weiblichen
Geschlechtes.
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Phéanotypisierung in Hinsicht auf Resistenzmerkmale in situ

Die ausgewahlten Plusbaume wiesen tberwiegend (72 %) einen Abstand zwischen 20 m und 50 m (31 %)
bzw. zwischen 50 m und 100 m (41 %) von der nachsten durch das Eschentriebsterben befallenen Esche
auf. Unter 20 m Abstand standen 19 % der Plusb&ume, wahrend 9 % mehr als 100 m entfernt standen.

Ebenso wie bei den bonitierten Eschen auf den Intensivbeobachtungsflachen zeigte sich im Sommerhalbjahr
2022 eine Verschlechterung des Kronenzustandes der bis zum jeweiligen Erhebungszeitpunkt ausgewdahliten
Plusbdume (Tabelle 16). Entsprechend der Auswabhlkriterien erfolgte vordringlich die Beriicksichtigung von
Plusbdumen, die erste Symptome (Stufe 1) bis leichte Schaden (Stufe 2) in den Kronen aufwiesen.

Tabelle 16 Entwicklung des Kronenzustandes der ausgewahlten Plusbdume vom Sommerhalbjahr 2021 bis zum
Sommerhalbjahr 2023

Zeitpunkt Anzahl Anteil Plusbdume an Kronenschadstufe in %
bonitierter 0 1 2 3 4 5
Plusbdume

Sommer 2021 54 0 85 15 0 0 0

Sommer 2022 53 0 58 42 0 0 0

Winter 78 0 81 19 0 0 0

2022/23

Sommer 2023 86 1 74 23 1 0 0

Phanotypisierung in Hinsicht auf Resistenzmerkmale ex situ

Nach einer umfassenden Risikoanalyse hatte sich der SBS entschieden, an dem zweistufigen
Testverfahren zur Erfassung von Resistenzmerkmalen ex situ in Form eines Ascosporen- und eines
Inokulations-Tests teilzunehmen. Fir den Ascosporen-Test standen 2022 54 Plusbaumklone aus
heterovegetativer Vermehrung der Auswahl 2021 mit bis zu 15 Ramets pro Klon zur Verfigung. Die
Pflanzen wurden im sogenannten Nordteil des Versuchsgelandes von SBS unter dem Schirm einer
Eschen-Klonsammlung randomisiert auf Gittergestellen ausgebracht. Zur Kontrolle dienten zwei
sensible Klone W 1 und W 2 mit 5 bzw. 7 Ramets pro Klon. Fir die Erfassung des Infektionsdrucks
wurde eine Sporenfalle, die durch den Koordinator zur Verfiigung gestellt wurde, aufgebaut und in
den vorgegebenen Abstéanden beprobt. Der Versuch begann mit der Ausbringung von infizierten
Blattstielen aus einem Eschenbestand im FoB Chemnitz, Revier Zellwald, Abt. 420 im Juni 2022.
Die Erfassung von Symptomen erfolgte mit Hilfe standardisierter Boniturschemata im August und
Oktober 2022 sowie im Méarz 2023.

Fur die Durchfuihrung der zweiten Stufe erfolgte die Bereitstellung von weiteren Pfropflingspflanzen
von 45 Klonen mit ein bis 13 Ramets pro Klon in der Schattenhalle der Forstbaumschule Graupa
des SBS. Zur Kontrolle wurde wiederum der Klon W 2 mit fiinf Ramets herangezogen. Dieser
Versuch begann im August 2022 mit Inokulierung von Isolaten mit Holzchips entsprechend eines
standardisierten Verfahrens. Die Erfassung von Symptomen wurde wiederum mit Hilfe
standardisierter Boniturschemata im November 2022 sowie im Februar, April, Juni und August 2023
im Abstand von 8 Wochen durchgefiihrt.

Die Aufnahmedaten der Versuchsreihen wurden ebenso wie die Proben der Sporenfallen dem
Koordinator zur weiteren Auswertung zur Verfligung gestellt.

Im Juli 2023 erfolgte die Anlage eines zweiten Ascosporen-Tests mit 28 Plusbaumklonen aus
heterovegetativer Vermehrung der Auswahl 2022 mit bis zu 23 Ramets pro Klon. Auf Grund der
Erfahrungen mit dem ersten Ascosporen-Test soll eine erste Erfassung von Schadsymptomen nach
dem Blattaustrieb im Jahr 2024 durchgefiihrt werden.

Arbeitspaket 4: Heterovegetative Vermehrung der Plusbaume (Pfropfung) und Anlage von
Klonsammlungen

Die fur die Vermehrung der Plusb&dume durch Pfropfung (Veredelung) erforderlichen Reiser wurden
in drei Erntekampagnen im August 2021 (18 Plusbaume), Januar 2022 (35 Plusbaume) und Januar
2023 (29 Plusbadume) durch qualifizierte Baumsteiger gewonnen. Die Anzahl Reiser je Plusbaum
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betrug an den ersten beiden Terminen 20, ab Januar 2023 30 Reiser, um die Bereitstellung einer
ausreichenden Anzahl von Individuen je Plusbaum in jedem Fall sicherzustellen.

Die Vermehrung erfolgte im August 2021 als Sommerveredelung, im Januar 2022 und 2023 als
Winterveredelung durch private Baumschulbetriebe.

Im Zuge der Uberlegungen, mit den verfugbaren Pfropflingen eine Klonsammlung anzulegen, die
vom Grundsatz das Design einer Samenplantagen aufweist, hat sich SBS entschieden, zunachst
nur eine Klonsammlung im klassischen Sinne aufzubauen. Der Grund dafiur war, die weitere
Entwicklung der ausgelesenen und vorgetesteten Plusbdume in Hinsicht auf ihre Resistenz weiter
zu beobachten. Die Anlage einer Samenplantage soll dann in einem zweiten Schritt mit denjenigen
Plusbdumen erfolgen, die sich als stabil in ihrem Resistenzverhalten tber einen langeren Zeitraum
erwiesen haben. anzulegen

Als geeignete Flache fir die Anlage der Klonsammlung wurde eine ehemalige Eschen-
Samenplantage mit ungepriften Klonen aus den 1990er Jahren identifiziert. Auf Grund der
zunehmenden Aufldsungserscheinungen durch Befall mit dem Eschentriebsterben erfolgte keine
Zulassung nach dem Forstvermehrungsgutgesetz als Ausgangsmaterial in der Kategorie
~Qualifiziert®. Die verbliebenen Eschen auf dieser Flache koénnen als Schirm fir die neu
anzupflanzenden Eschen-Pfropflinge dienen.

Die Auspflanzung der erzeugten Pfropflinge ist grundsatzlich vom Entwicklungszustand der Pflanzen
abhangig. Des Weiteren sollen fiir die Anlage von Samenplantagen nur diejenigen Plusbdume
verwendet werden, die weniger als 30 % befallene Individuen nach dem Durchlaufen der
Resistenztests aufweisen.

Unter Bericksichtigung der genannten Vorgaben erfolgte im Friihjahr 2023 die erste Anpflanzung
von 28 vermehrten Plusbaumen in der Hauptsache mit sieben Ramets je Plusbaum. In vier Fallen
standen nur sechs Individuen, in einem Fall nur funf zur Verfigung.

Arbeitspaket 5: Saatguternte, Pflanzenanzucht und Nachkommenschaftsprifungen

Auf Grund der sparlichen Fruktifikation der Eschen in den Jahren 2021 und 2022 konnte nur sehr
unterschiedliches Saatgut in Hinsicht auf Erntemenge und Qualitat von jeweils finf Plusbdumen
geerntet werden. Die Ernte erfolgte 2021 in noch grinem Zustand, 2022 in reifen Zustand des
Saatgutes. Unabhangig von dem Reifegrad verlief die nachfolgende Anzucht nach entsprechender
Vorbehandlung in jedem Fall mit Anzuchtwerten unter einem Prozent Pflanzen je ausgebrachter
Menge Saatgut auf3erst unbefriedigend. Im Ergebnis steht keine ausreichende Anzahl von Pflanzen
fur die Anlage einer Nachkommenschaftsprufung zur Verfiigung.

Arbeitspaket 6: In-vitro-Vermehrung

SBS stellte den Baumschulen Oberdorla GmbH Vogtei in den Jahren 2021 bis 2023 jeweils ein bis
drei Pfropfreiser von insgesamt 42 Plusbaumen bereit, die als Ausgangsmaterial fur die Etablierung
von Meristem-Kulturen dienten. Die geringe Anzahl an Pfropfreisern erklart sich dadurch, dass der
Anzucht und Lieferung von Veredelungen fir die weiterfihrenden Arbeiten des Vorhabens
(Resistenztests, Anlage von Klonsammlungen) grundsatzlich Prioritat eingerdaumt wurde. Nach
Pfropfung der zur Verfiigung stehenden Reiser auf Unterlagen und Austrieb der Reiser begannen
die Baumschulen Oberdorla mit den Triebspitzen Versuche zur Etablierung der In-vitro-Vermehrung.

Die Etablierung von In-vitro-Kulturen stie3 auf zwei Probleme: die notwendige Sterilisation der
Explantate bei gleichzeitiger Vermeidung von Absterbeerscheinungen. Dazu wurden Varianten
unterschiedlicher Vorbehandlung (Vorkultur in Ascorbinséure zur Reduzierung der Phenoloxidation
=Verbrdunung) als auch Dauer und Konzentration des Sterilisationsmittels Quecksilberchlorid
(0,1 % - 0,25 %, 10 — 30 Minuten auch mit Intervall) getestet. Obwohl insgesamt tiber 400 Explantate
eingesetzt wurden, konnte auf Grund der sehr geringen Probenanzahl je Klon bzw. Variante kein
optimales Verfahren gefunden werden. Zufallig zeigte sich an 4 Explantaten ein Austrieb, der jedoch
nicht zu einer dauerhaften Kultur entwickelt werden konnte. Allerdings wurde nur das Grundmedium
WPM fir diese Experimente verwendet. Eine Wiederholung mit dem Grundmedium Rugini (Rugini
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Olive Medium: Katalog-Nr. R0258 Duchefa Biochemicals), mit dem inzwischen bei anderweitig
gelagerten Versuchen positive Erfahrungen gesammelt wurden, konnte mangels Materials in 2023
nicht durchgefiihrt werden, da im Sommer ein nachfolgender Austrieb witterungsbedingt zu gering
war. Ruheknospen sind generell nicht fiir die Etablierung der In-vitro-Vermehrung geeignet.

Wesentliche Ergebnisse des Teilvorhabens

1.

70

Im Leipziger Auwald (Leutzsch) und im Osterzgebirge (Bienhof) konnte jeweils eine
Intensivbeobachtungsflache auf Standorten etabliert werden, die fir den Anbau von Eschen
von Bedeutung sind. Zu Beginn der Kronenzustandserhebungen befanden sich auf beiden
Flachen keine gesunden Eschen mehr. Mit Mittel tiber alle Eschen waren die Kronen stark
geschadigt mit einer Tendenz zum Absterben auf der Flache Bienhof. Der Zustand der
Eschenkronen hatte sich bis zum Sommer 2023 leicht verbessert. Ob es sich hierbei um eine
grundsatzliche Entwicklung oder um eine witterungsbedingte Ausnahme handelte, mussen
weitere Beobachtungen des Kronenzustandes zeigen.

Die Auswahl von Plusbdumen erbrachte insgesamt 82 Eschen, die zum Zeitpunkt der
Auswahl nur erste Symptome bzw. leichte Sch&den aufwiesen trotz geschadigter Eschen in
ihrem Umfeld. Schwerpunkte der Auswahl lagen in den Mittelgebirgen und im Léhigelland
einschlieB3lich der LoRebenen. Die Plusbdume entsprachen weitgehend den qualitativen
Auswahlkriterien. Auch im Falle der Plusbaume konnte bis zum Sommer 2023 eine leichte
Verbesserung des Kronenzustandes beobachtet werden. Auch in diesem Fall gilt das unter
(1) gesagte.

Mit Ausnahme der Vermehrung durch Veredelung gestaltete sich die Erzeugung von
Eschen-Pflanzen aus Saatgut und aus In-vitro-Vermehrung auf3erst herausfordernd. Im Falle
der Anzucht aus Saatgut spielten eine sparliche Fruktifikation in Kombination mit nicht mehr
vorhandenem Basiswissen Uber die Anzuchtverfahren von Eschen in der Baumschule eine
bedeutende Rolle. Im Fall der In-vitro-Vermehrung gibt es trotz vielversprechender Ansétze
noch kein praxisreifes Verfahren, das eine verlassliche Anzucht von Eschen-Pflanzen
ermaoglicht.

Mit der Anlage einer Klonsammlung mit auf ihre Resistenz gegeniber dem
Eschentriebsterben vorgetesteten Plusbdumen konnte ein erster Schritt in Richtung des
Aufbaus einer Samenplantage mit resistenteren Eschen-Plusbdumen gegangen werden.
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Teilvorhaben 6 UGoe (2219WK2F4)

Ziel und Gegenstand des Teilvorhabens

Ziel des Teilvorhabens ist die Identifizierung von Resistenzmarkern gegen das Eschentreibsterben
mittels Transkriptomanalyse. Es wurden erfolgreich drei Inokulationsexperimente an Blattern
ausgewabhlter Genotypen der Gemeinen Esche unter kontrollierten Bedingungen durchgefihrt und
die RNA von insgesamt 220 Proben sequenziert. Die ersten Ergebnisse sind vielversprechend, da
eine Vielzahl differentiell exprimierter Gene identifiziert werden konnte. Zurzeit werden Primer
entwickelt, die eine spezifische Amplifikation der potentiellen Resistenzmarker erlauben und ihre
Charakterisierung in den IBF Proben ermdglichen sollen.

Bearbeitete Arbeitspakete

Arbeitspakete (AP)

Bearbeitungsstand

AP 8.1

Probennahme fiir die RNA-
Sequenzierung und phanotypische
Charakterisierung der Bestande

Meilenstein 8.1

Sammlung und Aufbereitung des
Probenmaterials

Stand: abgeschlossen

Es wurden insgesamt 10 Eschengenotypen, die als
besonders anféllig, bzw. nicht anfallig klassifiziert
wurden in Bayern (AWG) und Mecklenburg-
Vorpommern (Thunen Institute) identifiziert, durch
Pfropfung (Thinen Institute und NW-FVA) vervielfaltigt
und in drei Inokulationsexperimenten mit
Hymenoscyphus fraxineus an der Universitat Goéttingen
verwendet. Es wurde von insgesamt 220 Proben RNA
extrahiert und diese sequenziert.

Zusatzlich wurde Blattmaterial von Altbdumen und
Jungbaumen in den IBF gesammelt und zur DNA-
Extraktion verwendet. Alle Altbdume der IBF wurden
von FraxMon phanotypisch charakterisiert.

AP 8.2
RNA-Extraktion und Transkriptom-
Sequenzierung

Meilenstein 8.2

RNA-Extraktion, cDNA-Bibliotheken
und lllumina Sequenzierung

Stand: abgeschlossen

Es wurden RNA- Extraktionen mit dem E.Z.N.A.® Plant
RNA Kit (Bio-tek, Winooski, USA) durchgefiihrt. Der
Inokulationserfolg wurde mit Hilfe der RT-gPCR
verifiziert und 220 Proben wurden fir die RNA-
Sequenzierung ausgewahlt. Die Sequenzierung wurde
vom NIG (NGS-Serviceeinrichtung fur Integrative
Genomik der Universitatsmedizin Goéttingen)
durchgefuhrt und alle Sequenzdaten liegen seit Juli
2023 vor.

AP 8.3
RNA-seq-Analyse

Meilenstein 8.3

Identifizierung und Validierung von
Kandidatengenen

Stand: Uberwiegend abgeschlossen

Das Testexperiment und Experiment 1 wurden bereits
vollstandig analysiert, zurzeit werden die Analysen des
zeitlichen Verlaufs der Genexpression (Experiment 2)
noch vervollstandigt.

AP 8.4
SNP-Identifizierung und
Charakterisierung

Meilenstein 8.4

Identifizierung und Charakterisierung
von diagnostischen SNPs

Stand: andauernd

Basierend auf den Ergebnissen der differentiellen
Genexpression und ihrer Promoterregionen werden
zurzeit Primer fir vielversprechende Regionen
entwickelt. Diese potentiellen Resistenzmarker sollen
dann in den Proben der IBF charakterisiert werden.
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Wesentliche Ergebnisse des Teilvorhabens

Testexperiment

Das Testexperiment, durchgefiihrt in 2021, hat uns wichtige Informationen tber den Erfolg unserer
Inokulationstechnik und den Zeitpunkt der Probennahme gegeben, die wir dann fir die Durchfiihrung
von Experiment 1 und 2 optimieren konnten. So erschien z.B. die Probennahme nach 7 Tagen im
Testexperiment recht frih, da noch nicht alle Proben eine deutliche Expressionsantwort zeigten. Aus
diesem Grunde wurden die Proben in Experiment 1 erst 17 Tage nach der Inokulation gesammelt.
Der Vergleich eines besonders anfélligen (UW1) und eines weniger anfalligen Genotyps (FAR3) der
Esche zeigte auch, dass vom toleranteren Genotyp deutlich weniger Gene differentiell exprimiert
wurden (Abbildung 15). Dies konnte darauf hinweisen, dass dieser eine spezifischere und dadurch
effektivere Antwort gegeniiber dem Pathogen zeigt. Da die Baume im Gewéachshaus nach einiger
Zeit von Spinnmilben attackiert wurden, haben wir entschieden die folgenden Experimente in
Klimakammern durchzufiihren.
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Abbildung 15 Differentielle Genexpression bei zwei Genotypen der Européischen Esche, die mehr (UW1) oder weniger
(FAR3) anfallig fur das Eschensterben sind. Die Blattrachis der Baume wurde mit sterilen oder infizierten Holzpfropfen
geimpft und nach sieben Tagen beprobt. A-B Volcanoplots fur FAR3 (A) und UW1 (B). Die X-Achse zeigt die log2-fachen
Veranderungswerte an; die Y-Achse zeigt den -log10 der P-Werte. Rote Kreise zeigen Gene mit einem p-angepassten
Wert < 0,05 und LFC > |1|. C Venn-Diagramm der differentiell exprimierten Gene (DEGS), die mit bereinigten P-Werten
von <0,05 und LFC > |1] hoch- oder herunterreguliert sind. Die blaue Farbskala zeigt die Anzahl der DEGs an. D
Angereichertes Balkendiagramm fir GO-Terme, die nach einer einfachen Anreicherungsanalyse (SEA) unter Verwendung
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der Liste der DEGs fiir UW1 ermittelt wurden. Die SEA-Ergebnisse fir FAR3 waren nicht signifikant und sind daher nicht
dargestellt. BP = biologischer Prozess; CC = zellulare Komponente; MF = molekulare Funktion.

Experiment 1

In Experiment 1 war unser Ziel die Genexpressionsantwort von 10 Genotypen mit unterschiedlicher
ETS-Anféalligkeit in der Klimakammer zu charakterisieren. Das Inokulationsexperiment war
erfolgreich und fir alle Genotypen konnten differentiell exprimierte Gene identifiziert werden.
Allerdings war die Expressionsantwort der einzelnen Genotypen sehr individuell (Abbildung 16), und
es wurden bislang keine bestandigen Unterschiede zwischen Genotypen unterschiedlicher
Anfalligkeit gefunden.
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Abbildung 16 Heatmap der LFC-Werte (Veranderungswerte) von 4484 DEGs mit einem adj. pWert < 0,05 und LFC > |2]|
in mindestens einem der 10 analysierten Genotypen. Die Gene sind nach ihren Expressionsprofilen in 10 Clustern gruppiert

(Zeilendendrogramm). Die Genotypen sind nach ihrer Anfalligkeit fir ADB in 3 Clustern (Saulendendrogramm)
zusammengefasst.

Experiment 2

In Experiment 2 war das Ziel den zeitlichen Verlauf der Genexpression 7, 14, 21 und 28 Tage nach
Inokulation, beispielhaft anhand zweier anfalliger (UW1 und UW2) und zweier toleranter (FAR3 und
FS36) Genotypen in der Klimakammer zu charakterisieren. Interessanterweise zeigte z.B. FAR 3, 7
Tage nach Inokulation eine deutlich h6here Anzahl differentiell exprimierter Gene als wahrend des
Testexperiments und auch als UW1 (anfélliger Genotyp) im selben Experiment. Dieses Ergebnis
steht im Kontrast zum Testexperiment und kénnte darauf hindeuten, dass die Inokulation mit
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Agarpfropfen (Exp. 1 und 2), statt mit Holzstlickchen (Testexperiment), deutlich besser funktioniert
hat und auch dass die Genexpressionsantwort in der Klimakammer, d.h. in einer deutlich stabileren
Umgebung, deutlicher ausgefallen ist. Insgesamt zeigten alle 4 Genotypen eine besonders starke
Expressionsantwort nach 7 Tagen, die in den beiden toleranten Genotypen mit der Zeit abnahm,
wahrend sie in den anfalligen Genotypen in den folgenden Wochen recht hoch blieb (Abbildung 17).

FAR3 FS36
14 dpi (236 DEGs)

21 dpi (438 DEGs) 14 dpi (418 DEGs}) 21 dpi (407 DEGs)
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14 dpi {252 DEGs)

21 dpi (447 DEG) 14 dpi (10 DEGs) 21 dpi (640 DEGs)

7 dpi (518 DEGs) 28 dpi (404 DEGs) 7 dpi (467 DEGS) 28 dpi (334 DEGs)

count

Abbildung 17 Venn-Diagramm mit der Anzahl der differentiell exprimierten Gene pro Genotyp und Zeitpunkt (7, 14, 21
und 28 Tage nach Inokulation). FAR3 und FS36 sind die beiden toleranten Genotypen, wahrend UW1 und UW2 sehr
anfallig sind. Die Starke der Farbung spiegelt die Starke der Genexpression (je dunkler desto mehr differentiell
exprimierte Gene) wider.
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Teilvornaben 7 HUB (2219WK21G4)

Ziel und Gegenstand des Teilvorhabens

Das Teilvorhaben 7 umfasste die Schwerpunkte in-vitro-Vermehrung und Sekundarstoffwechsel.

Im Teil in vitro wurden zum einen Meristeme feldresistenter Eschen zur Vermehrung kultiviert.
Bereits vorhandene Verfahren und Protokolle wurden Gberprift und weiterentwickelt. Zum anderen
wird ein Protokoll zur Induktion der somatischen Embryogenese, als alternative
Massenvermehrungsmethode wertvoller Genotypen, entwickelt.

Im Teil Sekundarstoffwechsel wurden die Profile an phenolischen Inhaltsstoffen in toleranten und
anfalligen Eschen qualitativ und quantitativ untersucht und mit der Infektionsanfélligkeit korreliert,
um Aussagen dartber zu treffen, ob das Auftreten des ETS mit dem Vorhandensein bzw. der Menge
bestimmter sekundérer phenolischer Inhaltsstoffe oder Inhaltsstoffgruppen in Verbindung steht. Die
Ergebnisse wurden weiterhin mit den im Unterverbund FraxMon untersuchten physiologischen
Biomarkern sowie in FraxGen untersuchten genetischen Resistenzmarkern in Verbindung gebracht.

Bearbeitete Arbeitspakete

AP 6, AP 10

Wesentliche Ergebnisse des Teilvorhabens
Teil in-vitro

Die Entwicklung eines Protokolls zur Induktion der somatischen Embryogenese war der
Schwerpunkt der Arbeiten in vitro an der HU Berlin. Als Ausgangsmaterial wurden hierfur zygotische
Embryonen aus Saatgut benutzt.

Erste Versuche 2020 wurden an Proben vom Thinen Institut in Waldsieversdorf durchgefiihrt. Es
handelte sich um reifes, frei abgebliihtes Saatgut. Eine Charge wurde 2018 geerntet und gefroren
gelagert (1494 Samen), die andere war von 2020 (1641). Als Medium wurde modifiziertes MS-
Medium genutzt. Zur hormonfreien Kontrolle wurde eine Variante mit Zusatz von 8,8 uM 2,4-
Dichlorphenoxyessigsaure (2,4-D) und 4,4 uM Benzylaminopurin (BAP) und eine Variante mit 26,84
UM Naphtalenessigsaure (NES) und 8,88 uM BAP. Daran lieRen sich keine somatische
Embryogenese (sSE) auslésen. Dies lie3 darauf schlieBen, dass reifes Saatgut nicht aus
Ausgangsmaterial geeignet ist.

Um den Einfluss des Embryostadiums auf die Induzierbarkeit der sE zu untersuchen, wurden im
Sommer 2021 in Berlin vier Baume, in vier aufeinander folgenden Wochen, beginnend in der 30.
KW beerntet. Insgesamt konnten 3493 Samen prapariert werden. Die Induktionsmedien basierten
diesmal auf dem Woody Plant Medium (WPM), da sich WPM in der Kultur der Mikrostecklinge von
Fraxinus excelsior bewahrt hatte. Die Kombination und Konzentration der Wachstumsregulatoren
wurden vom Versuch 2020 tbernommen. An zwei Explantaten kam es zur Bildung von somatischen
Embryonen. Diese lieRen sich aber nicht weiter vermehren.

Auf den Versuchen vom Vorjahr aufbauend wurde 2022 eine angepasste Versuchsreihe angelegt.
Vor Versuchsbeginn wurden drei andere Baume in Berlin ausgewahlt, da nicht dieselben fruktifiziert
hatten. AnschlieBend wurde Saatgut in sieben aufeinanderfolgenden Wochen schon in KW 26
beginnend geerntet. Als Induktionsmedium wurden zwei Varianten WPM mit BAP und 2,4D
verwendet. Insgesamt wurden 10980 Explantate aufgelegt, davon 900 Kontrolle. Die
Kontrollembryos keimten zu 21,6% aus. Es konnten 104 Klone durch sk induziert werden. Das
entspricht 1% der Proben. Die Kontaminationsrate war in diesem Experiment mit 22,6%
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Uberdurchschnittlich hoch, somit sind die statistischen Auswertungen nicht komplett belastbar.
Dennoch zeichnet sich KW 30 als bisher beste Erntewoche ab. Die sE-Kulturen konnten erfolgreich
subkultiviert werden. Die Klone unterscheiden sich stark in ihren Wuchseigenschaften. Manche
tendieren zur Spontanreifung und andere wachsen sehr langsam. Es konnten einige Klone gekeimt
und auch akklimatisiert werden. Die Zugabe von Abscisinsdure zum Medium, welches die
kontrollierte Reifung férdern sollte, fihrte zur Vitrifizierung und atypischem Wachstum.

Der Versuch aus 2022 wurde mit denselben Parametern auch 2023 wiederholt. Diesmal mussten
wegen mangelnder Fruktifikation wieder neue Baume ausgewahlt werden. Die Ernte wurde diesmal
auf funf Wochen, beginnend in KW 26 beschrankt. Es wurden insgesamt 10125 Explantate
aufgelegt, davon 675 auf Kontrollmedium. Die Kontrolle hatte eine niedrige Keimrate von 3,7%. Dies
deutet auf eine mangelnde Keimfahigkeit des Saatgutes hin. Bei 1,7% der Proben konnte s
induziert werden. Somit wurden 157 neue Klone etabliert. Die besten Induktionsergebnisse konnten
an Explantaten aus KW 28 festgestellt werden. Die Kontaminationsrate belief sich auf 3,6%.

Ein Problem bei der Kultur der somatischen Embryos bildet die Erhaltung der Kulturen. Diese
konnten noch nicht synchronisiert werden. Auch konnen Kulturen einbrechen oder ihre
Vermehrbarkeit stark sinken. Daflrr sollte kiinftig eine Methode der Langzeitlagerung in fliissigem
Stickstoff (Kryokonservierung) entwickelt werden.

Neben der Entwicklung des Protokolls zur somatischen Embryogenese wurden auch Versuche zur
direkten Vermehrung von ausgewahlten Baumen durchgefihrt. Hierfir wurden Knospen von
Altbaumen geerntet und deren Oberflache sterilisiert. AnschlieRend wurden die Deckschuppen und
auReren Blatter abprapariert und auf Medium gesetzt. Die Knospen auf Medium mit Gibberellinsaure
zeigten einen besseren Austrieb. Trotz Sterilisierung war Kontamination ein grof3es Problem. Zum
Teil sind 100% der Knospen eines Versuches kontaminiert. Auch erlitten viele der ausgetriebenen
Explantate eine Wuchsdepression nach einigen Wochen in Kultur und starben ab. Die Ubrigen
Proben konnten Uber Mikrostecklinge vermehrt und in der Kultur erhalten werden.

Andere Methoden, wie die Vermehrung tUber Organogenese an zuvor induziertem Kallus an Blattern
oder die Thin-Cell-Layer Methode wurden wegen geringen Erfolgsaussichten nach wenigen
Experimenten wieder eingestellt.

Teil Sekundarstoffwechsel

Zur Untersuchung des Sekundarstoffwechsels wurden verschiedene Proben genutzt. Dazu z&hlten
Proben von den IBF, von abgepfropften Klonen, aus ein Inokulationsversuchen und aus
Nachkommenschaften. Die schwerpunktméRige Untersuchung der IBF-Baume umfasste 245
Baume von 13 IBF, die je nach Flache in bis zu 4 Jahren analysiert wurden (im Fall von BB1). Von
den Pfropflingen, bei denen der Fokus auf mdglichst toleranten und mdaglichst anfalligen Eschen lag,
standen nach zwei Veredlungsjahren insgesamt 57 Klone mit meist mehreren Individuen zur
Verfligung. Ein Infektionsversuch mit 10 Genotypen wurde an der Uni Goéttingen durchgefiihrt und
der HU Blattproben zur Verfligung gestellt. Weiterhin konnten Triebproben von inokulierten Pflanzen
aus einem Versuch am JKI untersucht werden. Gemeinsam mit dem Tl wurden Proben in einer
Vollgeschwisternachkommenschaft mit 100 Individuen genommen. Es wurden je nach Verfligbarkeit
verschiedene Probenarten analysiert, welche Blatter, Triebe, Stamm und Rinde umfassten, wobei
der Schwerpunkt auf Blattproben lag.

Es wurde eine geeignete Extraktions- und HPLC-MS-Methode gefunden, um die Proben auf ihr
Phenolprofil zu untersuchen. Dabei wurden je nach Probenart Phenole aus dem Bereich der
Flavonoide, Phenolsauren, Phenylethanoidglykoside, Cumarine, Lignane und Secoiridoidglykoside
identifiziert. Ein grol3erer Teil der detektierten Substanzen konnte mit der verfiigbaren Methode nicht
naher identifiziert werden, wurde aber genauso in die Auswertungen einbezogen.

Die Ergebnisse zeigten zwar eine hohe Variabilitdt der Phenolgehalte, es konnte jedoch kein klarer
Zusammenhang mit der Infektionsanfalligkeit gegenliber dem ETS hergestellt werden. Tendenzen,
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die fur eine einzelne Flache, Herkunft oder ein Jahr auftraten, lie3en sich nicht verallgemeinern. Bei
der Untersuchung der IBF-Proben hatten beispielsweise die Flache und das Jahr einen groReren
Einfluss auf die Inhaltsstoffgehalte. Trends in Bezug auf Unterschiede zwischen Boniturstufen waren
inkonsistent und je nur bei einzelnen Flachen zu sehen. Es kam hinzu, dass Vergleiche zwischen
stark und nicht oder wenig geschadigten Baumen kaum mdoglich waren, da Baume in Boniturstufe 0
fehlten und in Stufe 1 ebenfalls kaum Individuen vorhanden waren. Bei den Pfropflingen
verschiedener Herkunft waren auch keine verallgemeinerbaren Trends zu beobachten. Hierbei ist
darauf hinzuweisen, dass Eschen zur Vermehrung schon zu Projektbeginn ausgewahlt werden
mussten. Langfristigere Daten zur Infektionsanfalligkeit inklusive Resistenztests lagen zu diesem
Zeitpunkt noch nicht vor, was die Belastbarkeit der Daten und damit Aussagen zur Verbindung
zwischen Toleranz und Inhaltsstoffgehalten einschrankt. Auch die Ergebnisse der Blattproben aus
dem Infektionsversuch waren sehr Genotyp- und Herkunftsspezifisch, sodass Zusammenhange mit
dem Phanotyp (Infektionsanfalligkeit) nicht Gbertragbar waren.

Bei der Untersuchung von inokulierten Trieben mit Nekrosen zeigte sich, dass sich die Gehalte
verschiedener Phenole zwischen dem nekrotischen Bereich und noch gesundem Triebmaterial
unterschieden. Bei den meisten Substanzen davon waren die Gehalte in der Nekrose hoher, bei
einigen jedoch auch umgekehrt. Da das zur Verfugung gestellte Material keine uninfizierte
Kontrollvariante und nur einen Klon umfasste und weitere Untersuchungen im Projektverlauf nicht
mdglich waren, sind die Beobachtungen nicht starker belastbar und geben keine Hinweise auf einen
Zusammenhang mit der Infektionsanfalligkeit. Sie indizieren jedoch, dass Phenole in Holz und Rinde
von Trieben in der Reaktion der Pflanze auf eine Infektion eine Rolle spielen kénnen. Triebe und
Stamm wurden auch an den Altbdumen auf den IBF analysiert, jedoch in geringerem Umfang als
die Blattproben. Da die Phenolgehalte in den Trieben relativ gering waren, wurden durch 2022 keine
Triebe mehr beprobt. Holzproben aus dem Stamm wurden u.a. bei vorhandenen Stammnekrosen
untersucht, wobei abfallende Phenolgehalte in der Nekrose festgestellt wurden.

Weitere Ausfilhrungen zu den Ergebnissen sowie Abbildungen finden sich im Teil 1l des
Schlussberichts.
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