Agrarholz 2010 Dr. K. Gebhardt

Nordwestdeutsche Forstliche Versuchanstalt

Neuziichtung und Erprobung bisher nicht registrierter Weidenklone
und -sorten.
Karl Gebhardt

Nordwestdeutsche Forstliche Versuchsanstalt, Abt. C
Prof. Oelkers-Str. 6, 34346 Hann. Miinden

Artenvielfalt und Besonderheiten der Gattung Salix

Die Gattung Salix umfaBBt weltweit 330 bis 500 Arten mit einem Genzentrum in China (ZHENFU et.
al. 1999) weiter Verbreitung in ganz Asien, Nordamerika, Europa und der frilheren Sowjetunion
(DICKMANN & KUzOVKINA 2008). Botaniker unterteilten die Gattung Salix, die zu den é&ltesten
voreiszeitlichen Blitenpflanzen zéhlt, entsprechend den Wuchsformen, baumartig, strauchartig und
kriechend in Artengruppen. Mit fortschreitender Anzahl molekularer Befunde sucht man heute nach
einer Gliederung entsprechend der Phylogenie. Abweichend von der friheren Untergliederung der
Salicaceaen in die Gattungen Salix, Populus, Chosenia und Toisusu werden heute 55 Gattungen mit
insgesamt ca. 1010 Arten zu den Weidengewéchsen gezéhlt (STEVENS 2008). Salix (Weide) ist in
Deutschland mit mehr als 40 Arten die wohl artenreichste einheimische Gehélzgattung. Die fir die
Biomasseproduktion weltweit interessanten 33 Weidenarten werden nach DICKMANN & KUZOVKINA
(2008) fiinfzehn verschiedenen Sektionen zugeordnet. Das Verbreitungsgebiet der Gattung
erstreckt sich iUber eine gewaltige 6kologische Amplitude von der arktischen Tundra iber die
geméfigte Zone bis in die Tropen und von der Meereskiiste bis in hochalpine Lagen. Die natiirliche
Verbreitung der Arten korreliert mit der artspezifischen Standortstoleranz. An den Boden stellen die
meisten Weidenarten kaum spezifische Anspriiche (LAUTENSCHLAGER 1989). Raschwiichsigkeit, hohe
Frostresistenz sowie Uberschwemmungstoleranz verschaffen Weiden an vielen Standorten

Konkurrenzvorteile gegeniiber anderen Baum- und Straucharten (Abb. 1).
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Abb. 1: Vergesellschaftung von Salix alba (links) und Salix fragilis (rechts) an der Weser.

ZANDER et al. (1995) weisen darauf hin, dass die Gattung Salix in Deutschland nicht nur reine Arten
aufweist, vielmehr existieren neben Artbastarden auch Mehrfachbastarde und hybridogene
Formenschwérme, die voll lebens- und konkurrenzfihig sind. Die ausgeprégte phénotypische
Variabilitét innerhalb der Arten erschwert die Artbestimmung. Phénotypisch variabel ist nicht nur die
Behaarung, es sind auch die Merkmale der Bliten, Blatter und der Rinde. Die vielféltigen
Nutzungsméglichkeiten der Weiden einschlieBBlich der Korbflechterei haben zu einer weltweiten

Verbreitung einzelner Klone beigetragen.

Weidenhybriden haben als Sorten fir den Kurzumtrieb und die Energieholzproduktion eine
zunehmend gréflere 6konomische Bedeutung. Die derzeit marktbeherrschende Stellung
schwedischer Weidensorten, die in ganz Europa vermarktet werden, kann den Anspriichen einer
Weidenwirtschaft mit zahlreichen Produktlinien und vielféltigsten 6kologischen Bedingungen siidlich
von Schweden nicht allein gerecht werden. Zwélf Jahre nach Beendigung des von LINDEGAARD &
BARKER (1997) beschriebenen European-Willow-Breeding-Programmes gibt es heute auch in
Deutschland erstmalig ein Weidenziichtungsprojekt, das vom Bundesminister fir Erndhrung,
Landwirtschaft und Verbraucherschutz (Projekttréger: Fachagentur fir nachwachsende Rohstoffe
e.V.) mit dem Titel ,,Neuziichtung und Erprobung bisher nicht registrierter Weidenklone und -sorten”
noch bis 30.9.2011 (FKZ: 22012409, http://www.weidenzuechtung.de) geférdert wird. An dieser
Stelle werden Grundlagen, Voraussetzungen und Ziichtungsstrategien diskutiert sowie erste

Aktivitaten des Projektes beschrieben.
Genetisches System

Das genetische System der Weiden erlaubt die Entstehung neuer Phénotypen und Arthybriden.
Damit ist sowohl die Erhaltung der Anpassungsféhigkeit als auch die Anpassung an wechselnde
Umweltbedingungen sichergestellt. Die Zweih&usigkeit der Gattung férdert das Auskreuzen. Die im
Vergleich zu Pappeln relativ groBen Pollen der Weiden werden hauptséchlich von Honigbienen,
Hummeln und anderen Insekten ibertragen, die ihrerseits von artspezifischen Diiften angelockt und
mit Nektar belohnt werden. Begiinstigende Wetterlagen kénnen aber auch eine Windbestdubung
ermdglichen. Der plastische und effiziente Bestdubungsmodus

(Insekten- und fakultative Windbestédubung), kombiniert mit Windausbreitung, bewirkt

einen hohen Genfluss innerhalb und zwischen Populationen und rasche Anderungen im Gen-Pool.
Obgleich Weidenarten als leicht hybridisierbar gelten, weisen CHMELAR & MEUSEL (1979) sowie
NEUMANN (1981) mit Recht daraufhin, dass eine natiirliche Hybridisierung von Weidenarten
keineswegs so héufig anzutreffen ist, wie allgemein angenommen wird. Morphologische
Unterschiede der Bliten- und Insektenorgane, unterschiedliche Blihzeiten, Arealunterschiede,
Standortpréferenzen und der daraus resultierenden unterschiedlichen innerartlichen Vergesellschaf-
tung, geringe Pollenproduktion, die Blitenstetigkeit von Insekten, die geringe Lebensféhigkeit des
Pollens und die geringe Neigung zur Windbestdubung schrénken eine natirliche Hybridisierung
potentiell kompatibler Partner ein. Treffen Gameten verschiedener Arten trotz aller genannten
Hindernisse aufeinander und verschmelzen dennoch nicht zu einer Zygote, sprechen die Botaniker
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(SPRINGER 2007) von einer gametischen Isolation. Auf der Plasmamembran der Samenzellen
beziehungsweise auf der Eihiille befinden sich artspezifische Makromolekile, die bei artgleicher
Paarung wie Schloss und Schlissel zueinander passen. Trifft nun artfremder Pollen zeitgleich mit
arteigenem auf die Narbe, muss der Pollenschlauch der fremden Art schneller wachsen als der des
arteigenen Pollens, um zur Befruchtung zu fishren. Schon die Versuche von WICHURA (1865) und
HERIBERT-NILSSON (1918) zeigen, dass zwischen den von RECHINGER (1958) beschriebenen
Untergattungen Amerina und Caprisalix eine unvollsténdige genetische Inkompatibilitat ausgebildet
ist. Auch die Entstehung von Untergattungshybriden wie Salix x hippophaefolia (triandra x

viminalis) wird beschrieben.

Unterschiedliche Ploidieverhdltnisse der Eltern kénnen sowohl eine fehlende Gametenproduktion als

auch eine héhere Bastardsterblichkeit bewirken.

Wie bei allen Salicaceaen ist die Ausbildung eines Endosperms auch bei Weiden unterentwickelt.
Die Keimung ist zwar generell lichtbediirftig, kann jedoch auch schon vorzeitig in der

geschlossenen Samenkapsel erfolgen (GEBHARDT 1992).
Kreuzungsarbeiten und Anzucht der Nachkommen

Aus diesen Gegebenheiten wurden praktische MafBnahmen abgeleitet, die sich als Voraussetzung

fir den Kreuzungserfolg bestétigt haben.

Antherenentwicklung kontrollieren, Pollen frihzeitig gewinnen,
trocken und kiihl (4 °C) lagern.

jedes mannliche Katzchen nutzen (Pollenmenge optimieren)
Triebe mit weiblichen Bliten bewurzeln

wiederholte, isolierte Kreuzungen im Gewéichshaus durchfiihren

alternativ freie Abbliiten sammeln (vor dem Platzen der Kapseln isolieren)

Fir die Kreuzungsarbeiten standen die im Salicetum und in weiteren Klonsammlungen der
Nordwestdeutschen forstlichen Versuchsanstalt, Abt. C in Hann. Miinden vorhandenen 350 Klone
von 40 Weidenarten, siche GEBHARDT (1992) zur Verfigung. Bevorzugt wurden jedoch baum- und
strauchartig wachsende Weidenklone mit hohem Potential fir Biomasseproduktion verwendet

(Abb. 2).
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Abb. 2: Einjéhrige, 3,40 m hohe Aufwiichse des Klons 154/68 S. alba cv. Rockanje an der B80 (auf 11j&hriger Wurzel).

Dazu zdhlen nach unseren Beobachtungen sowie Angaben aus der Literatur (WEGER et al. 2005,
WEGER & HAVLICKOVA 2009, BOELCKE 2006, SCHWARZE & ROHRICHT 2006, HORANDL et al. 2002)
Klone der Arten S. viminalis, S. alba, S. malisi, S. caprea, S. triandra, S. daphnoides, S. purpurea
sowie S. x smithiana, S. x rubens , S. x helix, S. x alopecuroides und dreifache Hybriden wie S.

dasyclados.

Einzelne baumartige Weiden, die im Salicetum Vaake seit iber 40 Jahren in 3jéhrigem Turnus
zuriickgeschnitten ~ wurden  entwickelten  dort auf sandigem  Lésslehm  bei  einer
Jahresdurchschnittstemperatur von 8,5 °C und durchschnittlich 750 mm Niederschlag (345 mm in
der Vegetationszeit) in den letzten 5 Vegetationsperioden (2005 -2010) Aufwiichse von iber 10 m
Héhe bei einem BHD von >14 cm, siche Abb. 3. Dies entspricht den Wuchsleistungen wie sie auch
von LATTKE (1967) fir Kreuzungsnachkommen und selektierte Klone von S. alba L. beschrieben

wurden.

Da die meisten Weidenarten an einjihrigen Aufwiichsen auf mehrjéhriger Wurzel ausreichend
Blitenknospen ansetzen, konnte auf die Nutzung mehrjéhriger Aufwiichse zur Blitenproduktion
meist verzichtet werden. In Tab. 1 und 2 sind die in diesem Jahr erfolgreich durchgefihrten
Kreuzungskombinationen und die aus freier Abbliite gewonnenen Nachkommenschaften aufgelistet:

Wie erwartet zeigten intraspezifische Kreuzungen (Abb. 3) die beste Fertilitét und produzierten

zahlreiche Samenstdnde (Abb. 4).
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o [ BHD[cm] 5jh. Aufwichse
12 L auf >40jh. Wurzel

" Abb.
4: Fruchtansatz bei einer Kreuzung (S. viminalis x smithiana) des Jahres 2010. Die Fruchtstinde enthalten geschétzt >1000
Keimlinge.
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Uberraschender Weise iberlebte Saatgut ohne jede Vorbehandlung sowohl die Lagerung bei -
20°C oder -40°C als auch das einmalige Einfrieren und Auftauen in Flissigstickstoff, siehe Abb. 5.

Abb. 5: Keimende Sémlinge nach Gefrierkonservierung der Samen in Fliissigstickstoff (-196°C). Die Samen keimen auf
Filterpapier.

Eine Optimierung der Keimungsbedingungen wurde durch die Verwendung von Seesand in
Petrischalen erreicht. Die Geféf3e wurden bis zum Auflaufen der Keimlinge im Klimaschrank bei
23°C und einem 12h - Tag unter wei3em Kunstlicht (ca. 1000 Lux) platziert. Das Pikieren der
Keimlinge erfolgte nach 4 bis 6 Wochen in schwach gediingte Erde in 4 cm Jiffy-Pot-Platten. Zur
Férderung der weiteren Entwicklung wurden die pikierten S&mlinge ca. 2-4 Wochen unter
Sprithnebel kultiviert und nach wenigstens einmonatiger Kultivierung bei Temperaturen von 23-26
°Cin 10 cm Biocontainer getopft. Bis zum Ende der Vegetationsperiode wurden ca. 4000 getopfte
Samlinge zur Uberwinterung im Glasgewéchshaus platziert und an Kalthausbedingungen adaptiert

(Abb. 6).
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Abb. 6: Anzucht der Kreuzungsprodukte des Jahres 2009 im Gewéchshaus.

Eine weitere Verbesserung der Keimung kann bei weiten Kreuzungen durch die Technik des
~embryo rescues” erfolgen. Dabei werden befruchtete Eianlagen oder unreife Samen aus den

Kapseln steril explantiert und auf kiinstlichen Néhrbéden kultiviert, siehe GEBHARDT (1992).
Zuchtziele und Ziichtungsstrategie

Wie bei den meisten Ziichtungsobjekten missen auch bei Weiden mehrere Eigenschaften
gleichzeitig beriicksichtigt und verbessert werden, also Ertrag, Krankheits- und Schédlingsresistenz,
Wouchseigenschaften und Holzqualitdt (Rindenanteil, Ligningehalt etc.). Der Versuch, so
unterschiedliche Eigenschaften allein mit dem Ziichterauge also phénotypisch zu erfassen, ist
fehlerbehaftet. Ziichtungsziel muss es sein, den méglichen genetischen Gewinn auszuschépfen und

dabei den zeitlichen Aufwand zu minimieren.

Nach dem Aufbau einer Basiskollektion mit Sémlingen, der mindestens zwei Jahre beansprucht,
kénnen  erstmals  Steckhélzer  gewonnen  werden.  Wesentliche =~ Merkmale,  wie
Bewurzelungsvermégen, Stockausschlag sowie Anzahl und Masse der Austriebe sind erst bei
Verwendung von Steckhdlzern aussagekréftig. Unterschiede in der Blattmasse und verschiedene
Resistenzen (Mehltau, Rost etc.) zeichnen sich oftmals schon im Sémlingsstadium oder den ersten

beiden Entwicklungsjahren ab, miissen jedoch unter Feldbedingungen verifiziert werden.
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Eine bewdhrte Strategie des Ziichters ist es, wie oben beschrieben, die Eigenschaften
unterschiedlicher Arten zu kombinieren und damit auch die Heterozygotie zu maximieren. Das wird
ermdglicht durch interspezifische Kreuzungen oder durch Rickkreuzung. Auch die genetische
Information von vier Arten lésst sich kombinieren, wenn man unterschiedliche F1-Hybriden kreuzt.
Hybridwachstum setzt aber nur dann ein, wenn entsprechend der Kopplungshypothese
unterschiedliche dominante, férdernde Gene aus eingekreuzten Arten/Linien mit den rezessiven
Allelen im Hybriden einen heterozygoten Zustand herausbilden (Kuckuck et. al., 1985). Damit steht
fest, dass dieser ideale Zustand nicht erreicht werden kann, wenn die Kreuzungspartner abnorme
Chromosomenséitze haben, wie das bei Weidenhybriden héufig nachgewiesen wurde (BUCHLER
1992). Auch chromosomale Strukturverénderungen kénnen zu Schleifenbildungen fihren, sodass
keine Paarung homologer Chromosomen méglich ist. Der Ziichter muss daraus schlie3en, dass
durch die Hybridisierung relativ schnell ein Zustand erreicht wird, in dem sich das Keimplasma nicht
mehr verbessern lésst. Deshalb haben die Ziichter immer daran gedacht, in einer langfristigen

Strategie die Zuchtpopulationen auch innerartlich zu verbessern.

Dies geschieht zum einen durch Erhaltung der noch ungenutzten genetischen Diversitdt und zum
anderen durch rekurrente Selektion indem solche Eltern fiir weitere Ziichtungsschritte verwendet
werden, deren Nachkommen die gewiinschten Eigenschaften zeigen (STETTLER et al. 1996, BISOFFI &
GULLBERG 1996).

Kurzfristig erfolgversprechend ist die Nutzung von mitosehemmenden Stoffen wie Kolchizin und
Oryzalin, die bei vielen Arten zur Erzeugung von Ploidiemutanten eingesetzt werden oder

Mutationen in Genen erzeugen, die ertragsrelevante Eigenschaften codieren.

Wie WEIH & NORDH (2005) zeigen konnten, ist die Blattfliche von einjéhrigen Sémlingen ein guter
Prédiktor der Biomasseleistung dreijéhriger Klone auf Kurzumtriebsflaéchen. Im Projekt werden
deshalb sowohl Sémlinge bei der Keimung als auch Spross-Kulturen in bewurzeltem und

unbewurzeltem Zustand mit dem Ziel der Polyploidisierung kolchiziniert.

Ein von TAYLOR et al. (2000) beschriebener Vergleich ziichterisch relevanter Eigenschaften von
schnell- und langsamwachsenden Weidenklonen bestétigte die Bedeutung sylleptischer Zweige und
der Blatifléiche. Die photosynthetische Aktivitét und die sog. ,Water use efficiency” unterschieden
sich hingegen nicht signifikant.

Amerkanische Ziichter (SMART et.al. 2005) setzen auf die Uberlegenheit einzelner Klone im
Vergleich zum Familienmittel der Wuchshéhen am Ende der ersten Rotaionsperiode. Da nach
THARAKAN et al. (2005) ein Zuwachsgewinn von 20 % die Bereitstellungskosten der Biomasse um

13 % verringert, beeinflusst die ziichterische Verbesserung unmittelbar den 6konomischen Erfolg.
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Zichtung und funktionale Genomik

Mit den heute entwickelten RNA- und DNA-basierten Techniken funktionaler und struktureller
Genomik wie Next-Generation-Sequencing, Mikroarray, PCR (Polymerase-Kettenreaktion), Real-
Time-PCR und Tilling (Targeting Induced Local Lesions IN Genomes) gelingt es die
Sequenzvariabilitdt anpassungs- und ertragsrelevanter Gene zu bestimmen. Nukleotid-
Polymorphismen, sog. SNP’s (single nucleotide polymorphisms) treten mit unterschiedlicher Dichte
im Genom aller Lebewesen auf und haben dann entsprechend ihrer Position in regulatorischen
Einheiten oder in Exon-Regionen der Gene unterschiedliche Wirkungen auf Proteinstrukturen und
den Phénotyp von Individuen oder Arten (FLADUNG 2006). Die Position von SNP’s kann in
Genkarten erfaf3t werden. Fir manche Gene kann aus der Position von SNP’s auf deren Wirkung

und Erbgang geschlossen werden.

Wir sehen in der Detektion von SNPs und Punktmutationen in ertragsrelevanten Genen eine neue
Méglichkeit der Selektion und Verkirzung der traditionellen Ziichtungswege. Die Technik des
Tillings kann sowohl an mutagen verédnderten Pflanzen als auch an Individuen von
Wildpopulationen angewandt werden. Durch die Méglichkeit des ,Poolens” von DNA verringert
sich der Arbeits-, Zeit- und Kostenaufwand (COMAI et al. 2004). Bei zahlreichen landwirtschaftlichen
Kulturen (Weizen, Reis, Mais, Gerste) sind solche Projekte in Arbeit oder wurden bereits mit Erfolg
durchgefihrt (FLADUNG & GEBHARDT 2010).

Weitere Projektarbeit, Warenzeichen-Schutz und Lizenzvermehrung

Parallel zur Neuziichtung wurde mit 34 erfolgversprechenden Sorten eine Feldprifung in Form
eines gezdunten Blockversuches mit drei Wiederholungen (N = 2448) zuziglich Randreihen
angelegt. Die schwedischen Sorten Tordis und Inger sowie die Sorte Salix. viminalis cv. ,Zieverich”

dienen als Referenzen.

Geeignete Methoden der In-vitro-Vermehrung von Weidenklonen wurden von GEBHARDT (1992)
sowie NAUJOKS & EWALD (2005) beschrieben. Fir erfolgversprechende Weidensorten werden nun
unter Beteiligung eines kommerziellen Labors (Baumschulen Oberdorla GmbH) Methoden der
Massenvermehrung in vitro weiterentwickelt, um méglichst schnell die fir bundesweite
Feldprifungen gewiinschten Stecklingsmengen produzieren zu kénnen. Nach Sichtung und
Bewertung von bereits durchgefiilhrien Versuchen anderer Versuchsansteller mit Weidenklonen aus
Hann. Minden wird fir einzelne Klone mithilfe eines geschiitzten Markenzeichens ein Warenschutz

angestrebt. Es werden Lizenznehmer fir die Vermehrung geschiitzter Klone gesucht.

Um die lizenzierte Vermehrung kontrollieren zu kdnnen, werden in Zusammenarbeit mit der
Universitét Marburg (Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Ziegenhagen) DNA-basierte Methoden des
Fingerprintings entwickelt. Mit dieser Technik sollie es méglich sein Duplikate zu identifizieren,
falsche Etikettierungen aufzudecken und zu berichtigen, die vorhandene genetische Variation
abzuschétzen, den Verwandtschaftsgrad zu bestimmen und bei freien Abbliten die mégliche

Elternschaft zu verifizieren.



Agrarholz 2010 Dr. K. Gebhardt

Nordwestdeutsche Forstliche Versuchanstalt

Hinweis:
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1.5.09 unter dem FKZ: 22012409 finanziell unterstiitzt. Die Verantwortung fiir den Inhalt liegt beim
Autor.
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Tabellen

Tabelle 1: Erfolgreich durchgeflihrte, gelenkte Kreuzungen des Reifejahres 2009

Nr. Mutter_Klon | Mutter_Art | Pollenspender | Pollen_Art Anz_getopft
09-39 83/55 | viminalis 21/91 triandra 35
09-44 722/51 | viminalis 5/76 alba 4
09-48 83/55 | viminalis 5/76 alba 27
09-63 83/55 | viminalis 21/91 triandra 7
09-21 722/51 | viminalis 6/87 viminalis 72
09-22 722/51 | viminalis 85/55 viminalis 44
09-23 722/51 | viminalis NW 9-1009 B viminalis 152
09-24 722/51 | viminalis 80/55 viminalis 141
09-26 83/55 | viminalis NW 9-994 H viminalis 151
09-28 722/51 | viminalis NW 9-1003 U viminalis 22
09-38 83/55 | viminalis NW 9-1009 B viminalis 32
09-40 83/55 | viminalis 85/55 viminalis 100
09-42 83/55 | viminalis 80/55 viminalis 12
09-54 722/51 | viminalis 85/55 viminalis 45
09-62 81/55 | x helix NW 9-957 N X smithiana 9
09-49 38/69 | x iorrata NW 9-957 N X smithiana 222
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Tabelle 2: Ausbeute freier Abbliten des Reifejahres 2009

Nr. Mutter_Klon | Mutter_Art Standort Anz_getopft
09-52 68/63 | alba Salicetum 17
09-53 36/63 | alba Salicetum 10
09-59 02/65 | alba Salicetum 10
09-61 73/63 | alba Salicetum 39
09-66 63/63 | alba Merbachfeld 9
09-68 107/63 | alba Merbachfeld 91
09-51 04/76 | alba Weserkamp 211
09-56 153/68 | alba Weserkamp 20
09-08 16/75 | caprea Bundesstr. 80 61
09-16 MF16 | caprea Merbachfeld 86
09-46 MF100 | caprea Merbachfeld 87
09-15 HF105 | cinerea Haferfeld 34
09-12 MF21 | cinerea Merbachfeld 15
09-20 MF104 | daphnoides Merbachfeld 104
09-34 MF104 | daphnoides Merbachfeld 26
09-64 MF104 | daphnoides Merbachfeld 4
09-09 39/69 | japonica Bundesstr. 80 81
09-11 39/69 | japonica Salicetum 116
09-07 39/69 | japonica Weserkamp 215
09-65 304/64 | pentandra Merbachfeld 17
09-69 304/64 | pentandra Merbachfeld 101
09-03 84/55 | viminalis Salicetum 17
09-04 82/55 | viminalis Salicetum 123
09-05 42/69 | viminalis Salicetum 125
09-18 722/51 | viminalis Salicetum 98
09-36 83/55 | viminalis Salicetum 12
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