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Etablierung einer stabilen in vitro-Kultur fiir Fagus sylvatica — Ein erster Schritt hin zur
Genomeditierung in Buchen

VIRGINIA ZAHN, ALICE-JEANNINE SIEVERS, MATTHIAS FLADUNG, TOBIAS BRUGMANN

Als dominante Laubbaumart der natirlichen Vegetation Mitteleuropas ist die Rotbuche (Fagus sylvatica) ein
wichtiger Bestandteil des Okosystems Wald und somit ein treibender wirtschaftlicher Faktor (ELLENBERG 1996;
HousTON DURRANT et al. 2016). In Deutschland ist die Rotbuche mit 15,4 % die flachenmaRig haufigste
Laubbaumart (THUNEN-INSTITUT 2012). Doch aufgrund klimatischer Veranderungen steht F. sylvatica in deutschen
Waldern vor grolRen Herausforderungen.

Bereits heute kommt es durch den global stattfindenden Klimawandel zum vermehrten Auftreten von
Extremwetterlagen (IPCC 2022). Auch in Deutschland werden Hitze- und Dirreperioden mit hoher
Wabhrscheinlichkeit zu einem regelmaRig auftauchenden Wetterphdanomen (UBA 2021). Die Kombination aus
hohen Temperaturen und zunehmenden Perioden von Trockenheit wahrend der Vegetationsperiode fiihrt zu
einer hohen Belastung fiir europdische Waldbestande (IPCC 2022). Baumarten wie die Buche, die sensitiv auf
eine geringe Wasserverfiigharkeit reagieren, konnen unter diesen Bedingungen an Vitalitdat und
Konkurrenzfahigkeit verlieren (GEIRER et al. 2007; LEUSCHNER 2020). Bestatigt wurde diese Prognose nach den
Hitzesommer 2018/19, zu deren Langzeitfolgen eine verminderte Wachstumsrate, eine erhohte
Schadanfalligkeit sowie Mortalitatsrate bei F. sylvatica gehorten (FREl et al. 2022; NEYCKEN et al. 2022).

Mit Hilfe moderner biotechnologischer Verfahren wie der Genomeditierung kann die genetische Grundlage von
Merkmalen durch Genfunktionsanalysen untersucht werden. Hierbei wird zum Beispiel durch gezielte Mutation
des zu untersuchenden Gens ein Knock-out erzielt, innerartliche Genvarianten gegeneinander ausgetauscht oder
diese zusatzlich integriert.

Erhaltene Pflanzen werden anschlieRend phanotypisch analysiert. Das gewonnene Wissen kann die Selektion auf
Pflanzgut mit dem gewiinschten Merkmal beschleunigen und eine prazisere Prognose Uber die Reaktion
vorhandener Bestdande auf Stressoren ermoglichen. Die Genomeditierung kann somit, wenn etabliert und
angewendet, einen Beitrag zur Steigerung der Widerstandsfahigkeit der Buche gegen den Klimawandel leisten.

Eine wesentliche Voraussetzung fiir die Genomeditierung und die spatere Vermehrung geeigneter Genotypen ist
ein effizientes in vitro-System, welches sich gerade bei holzigen Pflanzen haufig als Bottleneck herausstellt
(BENSON 2020). Dies trifft aufgrund ihrer Rekalzitranz gegeniiber der de novo-Organogenese auch auf Fagus
sylvatica zu (VIEITEZ et al. 1993). Um eine mogliche genetische Veranlagung fir die in vitro-Kultur zu prifen,
wurden verschiedene Buchengenotypen aus dem gesamten europdischen Verbreitungsgebiet Gber
wachstumsaktive Sprosse in die Gewebekultur Ubertragen (Herkunftsversuche von M. FORSTREUTER, Freie
Universitat Berlin, und M. LIESEBACH, Thinen-Institut fir Forstgenetik, GroRhansdorf). Es wurden keine
Zusammenhange zwischen der geographischen Herkunft und der in vitro-Kultivierbarkeit gefunden. Auch ein
Zusammenhang der in vitro Kultivierbarkeit zum Alter der Bdume (3-24 Jahre) konnte nicht bestatigt werden.
Jedoch war der Erntezeitpunkt von entscheidender Bedeutung fiir die Sprossaustrieb in vitro (unveréffentlicht).

Neben der direkten Uberfiihrung von Sprossen aus Freilandmaterial wurden aus Bucheckern gezogene Samlinge
in die in vitro-Kultur Gberflhrt. Fir diese wurden Kulturmedien mit unterschiedlichen Phytohormonzusatzen
getestet. Es konnte ein Uberfiihrungsmedium mit einer Austriebsrate von 90 % nach 4 Wochen Kultur sowie ein
vielversprechendes Sprosselongationsmedium ermittelt werden (unveréffentlicht). Das Verfahren ermoglicht die
Gewinnung von in vitro-Ausgangsmaterial, u. a. fr weiterfliihrende Versuche zur Genomeditierung.

Erste Schritte zur erfolgreichen Genomeditierung bei der Buche sollen Uber die genetische Transformation
erfolgen, die mittels Agrobacterium tumefaciens, Partikelkanone oder PEG-vermittelt mit Protoplasten
durchgefihrt werden sollen. Hierbei sollen optische Markersysteme, wie dem GUS- oder RUBY-Markersystem,
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Ubertragen und getestet werden. Um weiteres Ausgangsmaterial fir die Transformationsversuche zu generieren,
wurden Keimlingen verschiedene Gewebe fir die Kallusinduktion entnommen. Von diesen erwies sich das
Hypokotyl als das Gewebe mit der héchsten Kallusinduktionrate. Des Weiteren werden fiir die Optimierung der
Protoplastenisolation aus Blattern die Herkunft des Ausgangsmaterials, Dauer des Enzymverdaus sowie die Art
der Aufreinigung getestet. SchlieRlich wird die in planta-Transformation von Rotbuchensdamlingen als
Moglichkeit, die in vitro-Kultur zu umgehen, getestet.

Nach erfolgreicher Etablierung der genetischen Transformation ist die Genomeditierung der Buche mittels des
CRISPR/Cas-Systems geplant. Hierbei soll der Einfluss von Genen, die in Hinblick auf die Trockenstresstoleranz
zuvor in Pappeln getestet wurden, bei der Buche gepriift werden. Diese Analysen sollen zu einem verbesserten
Verstandnis der Trockenstressantwort der Buche beitragen, um eine genetische Grundlage fir die Identifikation
und Selektion klimawandelangepasster Buchen zu liefern.
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