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Molekulargenetische Unterscheidung und Identifizierung von
Schwarzpappeln und Hybridpappelklonen

B. HEINZE

Institut fiir Forstgenetik, Forstliche Bundesversuchsanstalt Wien

Kurzfassung. Molekulargenetische Methoden sind zur Untersuchung der groien Formenvielfalt der
Hybridpappeln und der schleichenden Einkreuzung von Hybridpappeln und damit méoglichen Gefihrdung
der Schwarzpappel geeignet. Bisher verwendete Verfahren werden dargestellt und Entwicklungsarbeiten von
Chloroplasten- und Zellkern-DNA-PCR-Markern beschrieben. Es konnten Unterschiede im Chloroplasten-
Genom und in drei Zellkern-Genen gefunden werden, die cine Zuordnung der Pflanzen und Gene zu
den verschiedenen Pappelarten erlaubten. In Schwarzpappel-Bestinden und -Verjingungen wurden
Hybridpappel-beeinflufite Pflanzen mit einem Anteil bis ca. 10 % gefunden. Samen von Hybridpappeln sind
durchaus keimfihig, und Pflanzen kénnen bis zum Baumalter prisent sein. Die PCR-Tests wurden auch zur
Zusammenfassung der zahlreichen Hybridpappel-Sorten in kleine Gruppen dhnlicher Klone verwendet,
Verfahren zur Unterscheidung innerhalb dieser Gruppen wurden angewendet. Diese Testmethoden kiénnen

in der Kontrolle des Pilanzen-Handels cingesetzt werden.

Schliisselworte: Schwarzpappel, Hybridpappel, Populus nigra, Populus x euramericana, Generhaltung, Sorten-
unterscheidung, molekulargenetische Marker

Abstract. [Molecular Genetic Differentiation and Identification of Black Poplars and Hybrid Poplar Clones)
Molecular genetic methods assist in investigating into the wide variety of hybrid poplar clones as well as into
the possible introgression of hybrids with black poplars. Based on a thorough review of described methods,
experiments for the development of chloroplast and nuclear DNA PCR markers are described. Genetic
differences between the poplar species regarding these markers were identified and applied. Black poplar
regeneration sites and stands contained up to approximately 10 % of hybrid-influenced plants. Seed from
hybrid poplars is ofien fertile, and plants may be present up to maturity. The PCR tests were also utilized in
classification of the many hybrid poplar clones into small groups. Approaches for the fine-scale differentiation
of clones are described. These methods can serve in the control of plant trade according to legal regulations.

Keywords:

1 Hybridpappel-Ziichtung und Erhaltung
der Schwarzpappel

Die wichtigsten, forstlich leistungsfihigen Hybrid-
pappelsorten stellen Kreuzungen der ersten
Generation zwischen der einheimischen Schwarz-
pappel (Populus nigra L.) und amerikanischen
Pappeln (wie P. deltoides Marsh., amerikanische
Schwarzpappel, oder P trichocarpa Torr & Gray,
westliche Balsampappel) oder asiatischen Arten (z.B.
P. maximowiczii Henry, ostasiatische Balsampappel)
dar (MUOLLER & SAUER 1957-1961, GUNzZL 1982,
STETTLER ET AL. 1996, PINON & VaLapon 1997,
RascHikA 1997). Diese Pappelsorten konnen aber
nicht immer iiber Jahrzehnte hinweg verwendet
werden, da ihre Krankheitsresistenzen im Lauf der

black poplar, hybrid poplar, Popitlus sigra, Populus x euramericana, gene conservation, variety
distinction, molecular genetic markers

Zeit durch die sich schnell weiterentwickelnden
Poplationen der Schiddlinge und Krankheitserreger
gebrochen werden (PiNON & VaLADON 1997}
Deshalb ist es notwendig, stiindig neue Sorten mit
verbesserten Eigenschaften zu ziichten. Hier ist die
genetische Vielfalt der Schwarzpappel als Lieferant
wichtiger Eigenschaften und Gene unverzichtbar.
Die Art sollte deshalb mit moglichst grofler
genetischer Vielfalt erhalten werden. Da die
heimischen Schwarzpappeln iiberdies zentrale
Elemente der fluBnahen Auwilder darstellen, ohne
die dieses Okosystem nicht denkbar wire, liegt ihre
Erhaltung auch im Interesse des Naturschutzes
(WWF OsTERREICH & NO. LANDSCHAFTSFOND 1998).
Uber Arbeiten zur Art- und Generhaltung wird in
einem parallel erscheinenden Band Dberichtet
(HEINZE 1998¢).



f FBV A-Berichte 105

Um die Art erhalten zu kénnen, muf sie zualler-
erst eindeutig von verwandten Arten unterschieden
werden konnen. Hier beginnen die Schwierigkeiten:
wie schon der Name sagt, unterscheidet sich etwa
die amerikanische Schwarzpappel (P deltoides)
duflerlich nur in wenigen botanischen Details von
der europidischen (P nigra). Die am weistesten
verbreiteten  Hybridpappelsorten  stellen  nun
Kreuzungen zwischen diesen beiden Arten dar,
wobei P. deltoides als Mutter und P, nigra als Pollen-
spender fungiert (in der anderen Richtung sind
Kreuzungsversuche bisher gescheitert). Diese
Kreuzungsprodukte werden unter dem Sammel-
namen P. x ewramericana (Dode) Guinier gefiihrt.
Da Nachkommen Merkmale beider Elternteile
erben, sind sie, zumindest fiir den Laien, noch etwas
schwerer von den Elternarten zu unterscheiden.
Rechnet man nun noch mit der Moglichkeit, dafl
sich solche gepflanzten Hybridpappeln mit ein-
heimischen Schwarzpappeln durch natiirlichen
Pollenflug kreuzen, kann man sich vorstellen, daf
die entstehenden Nachkommen nur mehr schwer
eindeutig einer Gruppe zugeordnet werden konnen,
da in den meisten Merkmalen flieBende Ubergiinge
entstehen.

Fir diese schwierige Artunterscheidung kénnen
molekulargenetische Marker herangezogen werden.
Die einzelnen Gene, die die Hybrid-Nachkommen
von ihren Elternarten geerbt haben, bleiben in den
Pflanzenzellen unverindert nebeneinander bestehen.
Thre Weitergabe im Lauf der Generationen ist durch
die Mendelschen Vererbungsregeln voraussagbar.
Genetische Marker im Sinne dieser Ausfithrungen
konnen zwar auch rein duBerliche Merkmale sein,
im speziellen versteht man darunter aber biochemi-
sche Verfahren (HENzE 1994b). Damit kénnen die
Genvarianten aufgrund der Stoffwechselvorginge,
die sie bewirken (Isoenzyme, Stoffwechselprodukte),
oder aber aufgrund der zugrundeliegenden Varia-
tion in der Erbsubstanz selbst, der DNA, unter-
schieden werden. Fiir dieses Projekt wurden DNA-
Analysen gewihlt, auch um diese relativ neuen
Verfahren fur eine Modellbaumart exemplarisch
anzuwenden. Kapitel 2 beschreibt, welche Verfahren
in der Literatur zu finden sind, und ihre jeweiligen
Vor- und Nachteile. Die Anpassung dieser
Methoden fiir die Untersuchungen dieses Projektes
wird in Kapitel 3 wiedergegeben. Die genetischen

Marker, die die Elternarten kennzeichnen, wurden
zur eindeutigen Bestimmung von einheimischen
Schwarzpappeln verwendet. Die Katalogisierung
solcher Schwarzpappeln in Osterreich zum Zweck
der Generhaltung und die Anlage einer Schwarz-
pappel-Klonsammlung werden in einem separaten
Band beschrieben (HEINZE 1998c¢). Es wurde jedoch
auch untersucht, inwieweit die einheimischen
Schwarzpappeln mit den Hybridpappeln in
genetischem Kontakt stehen oder ob es doch
genetische Barrieren gibt, die die véllige Ver-
mischung der Arten verzogern. Dazu waren groflere
Analysenserien mit einheimischen Schwarzpappeln
und deren Nachkommen notwendig, um eventuell
Einkreuzung (Introgression) aufzuzeigen. Auch
diese Arbeiten finden sich in Kapitel 3.

Ein weiterer Ansatzpunkt des vorliegenden
Projektes war es, mithilfe der molekulargenetischen
Verfahren Klarheit und Ubersicht in die Vielfalt der
Hybridpappelsorten zu bringen. Im Lauf der Jahr-
zehnte seit dem zweiten Weltkrieg sammelte sich in
den osterreichischen Baumschulen und Forst-
betrieben eine verwirrende Vielzahl solcher Sorten
an; derzeit werden im Versuchsgarten Tulln der
FBVA ca. 130 Sorten fitr Identifizierungszwecke bei
der Anerkennung von Vermehrungsgut bereitge-
halten. Die meisten dieser Sorten stellen jeweils
einen Klon dar: von einem einzigen Simling aus-
gehend, wurden sie immer nur durch Steckholz
vermehrt (der von manchen verwendete Ausdruck
~Mehrklonsorte™ bezeichnet eine Gruppe einander
dhnlicher Klone). Alle Pflanzen desselben Klons
besitzen daher idente Erbanlagen. Manche dieser
Sorten sind eng miteinander verwandt, da sie teil-
weise auf identische Elternsorten zurtickgefiihrt
werden konnen. Die Unterscheidung der vielen
Sorten in der Baumschule, aber auch im Bestand,
fillt selbst Fachleuten schwer. Durch die Analyse
einer Reihe von genetischen Markern kann man
sortentypische ,genetische Fingerabdriicke® er-
stellen und damit einzelne Pflanzen bestimmten
Klonen zuzuordnen versuchen. Dieselben Marker,
die zur Untersuchung der Introgression verwendet
wurden, konnten auch die Hybridpappel-Sorten in
unterschiedliche Gruppen teilen, innerhalb derer
dann die genetischen Fingerabdriicke fiir die Klon-
unterscheidung dienten. Diese Arbeiten sind in
Kapitel 4 beschrieben.
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2 Ubersicht iiber molekulargenetische
Untersuchungsmethoden fiir die
Pappelarten

Genetische Marker erlauben es, eine Reihe von
Genen einer Pflanzenart direkt zu studieren und
Aussagen (ber dic Verteilung genetischer Varianten
zu treffen. Bei genetischen Markern handelt es sich
um erbliche, biochemische und molekulargenetische
Merkmale, die im Labor analysiert werden konnen.
Einen Uberblick {iber molekulare Marker zur
Generhaltung geben Kare 1 al. (1997); eine
detailliertere  Behandlung geben WESTMANN &
Kresovich (1997). Im folgenden werden solche
Labortests beschrieben, die einerseits zur Unter-
scheidung der einheimischen  Schwarzpappel
(Populus nigra L.) von anderen Pappelarten ange-
wendet werden, andererseits auch solche, mit denen
die genetische Vielfalt innerhalb einer Pappelart
untersucht werden kann, sowie weiters Methoden,
die zur Unterscheidung von einzelnen eng
verwandten Klonen geeignet sind. Dabei wird der

Begriff ,,molekulare Marker® fiir Abbildung 2-1:

.Kodierende“ und steuernde DNA-Abschnitte
bilden zusammen ein Gen. In den ,kodierenden®
Abschnitten bilden jeweils drei hintereinander
gereihte Nukleotide ein ,Codon, welches einer der
20 Aminosiuren (Bausteine der Proteine) ent-
spricht. Die Abfolge der Codons bestimmt somit die
Abfolge der Aminosiuren im Protein. In dieser
Weise ist der Aufbau der Eiweiflstoffe der Zelle, die
den Stoffwechsel und das Wachstum quasi wie ein
»Maschinenpark®” steuern, in der Abfolge der DNA-
Nukleotide festgelegt.

Andere Abschnitte der Gene steuern Ort, Zeit-
punkt und Stirke der Aktivitit des betreffenden
Genes, also der Produktion von Proteinen. Allele -
die unterschiedlichen Varianten eines Genes - unter-
scheiden sich durch kleine Anderungen in der
Abfolge der DNA-Nukleotide, die manchmal auch
eine Anderung der Aminosiuren-Abfolge in den
Proteinen bewirken. Es gibt 64 Kombinations-
moglichkeiten der DNA-Nukleotide, 4 Nukleotide
hoch 3 im jeweiligen Codon, jedoch nur 20 ver-
schiedene Aminosduren, sodafl mehrere ver-
schiedene Codons dieselbe Aminosiiure kodieren.

Steuicrung von Wachstum und Stoffwechsel durch die DNA, und Maglichkeiten

DNA, RNA und Proteine,
wbiochemische — Marker”  fiir zur Analyse von Variation.
andere Stoffwechselprodukte

verwendet,
Gene und deren Varianten, die
Allele, sind in den Chromo-

somen im Zellkern {chromoso
male DNA) lokalisiert. Sie diri-
gieren die Produktion von RNA

* Chromosomen, Gene |

Struktur l Analyse I

DNA-Gehalt, Mikroskopie I

und Proteinen (Eiweifistoffen) in
den Zellen, die ihrerseits wieder
duflerliche Merkmale eines Lebe-
wesens bestimmen (Abb. 2-1).
Einen exzellenten Uberblick tiber

=

* DNA-Sequenz

RFLP-Analyse, PCR-Analyse
RAPD, AFLP. Mikrosateliten

das derzeitige Verstindnis der
cinzelnen Komponenten  des
Pflanzengenoms geben FLAVELL
& Moore (1996). Aufller den
Chromosomen enthalten  die

+ RNA

V

Chloroplasten und Mitochon-
drien der Pflanzenzellen auch
etwas eigenc DNA. Gene be-
stehen aus aneinandergereihten

N

Abfolgen von durchschnittlich
einigen Tausenden DNA-Bau-
steinen, den Nukleotiden. Es gibt
vier verschiedene Nukleotide
(meist mit A, G, T, C abgekiirzt).

= Proteine, Enzyme l Isoenzym-Analyse I
. Flavonoide,
AL phenolische Stoffe I
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Das heiflt, daf nicht alle Anderungen in der
Nukleotidabfolge sich auf die Aminosiureabfolge im
Protein auswirken. Der Austausch von Aminosiuren
in Proteinen kann sich einerseits auf die physio-
logischen Eigenschaften - die Stoffiechsel-
funktionen - oder vielleicht nur auf die Wande-
rungsgeschwindigkeit bei der elektrophoretischen
Analyse auswirken. Andererseits kann die Variation
aber auch nur in der DNA auftreten und keinen
Einfluf} auf die Proteine haben.

Um festzustellen, welche genetischen Varianten in
den einzelnen Pflanzen-Individuen vorhanden sind,
kann man prinzipiell die Stoffwechselprodukte der
Proteine eines bestimmten Genes, die Proteine
selbst, die chromosomale DNA oder die Chromo-
somen untersuchen (Abb. 2-1). Beispicle dafiir
werden im folgenden diskutiert.

Die Vererbung der chromosomalen DNA erfolgt
nach den bekannten Mendelschen Regein. Deshalb
finden sich in Hybriden der ersten Generation, mit
denen man es in der Gattung Populus oft zu tun hat,
Gene beider Elternarten im gleichen Verhiltnis
{biparentale Vererbung). In nachfolgenden Genera-
tionen jedoch spalten diese Gene auf. Im Gegensatz
dazu werden die Chloroplasten und Mitochondrien
mitsamt den in ihnen vorhandenen Erbinforma-
tionen bei den meisten bedecktsamigen Bliiten-
pflanzen von der Mutterpflanze allein auf die Nach-
kommen weitergegeben (uniparentale Vererbung).

21 Biochemische Marker

Borrrz (1962) untersuchte Prefsaft aus Pappelblit-
tern auf grofien Papierchromatogrammen. Bei dieser
Methode werden gefirbte Stoffe aus den Blittern
(Phenole, Flavonoide usw.) nach ihrer relativen Affi-
nitit zum FlieBmittel aufgetrennt. Es konnten so die
einzelnen Sektionen und Arten der Gattung Populus
unterschieden werden. Die Trennschiirfe reichte aber
nicht zur Differenzierung zwischen den einzelnen
P x euramericana Klonen, Seine Beschreibungen
beinhalteten  semi-quantitative ~ Komponenten
(.mehr®, ,weniger®, ,stirker", ...), wodurch sie fiir
[ntrogressionsstudien  weniger brauchbar sind.
ECKENWALDER (1982) verwendete eine zweidimen-
sionale Technik und konnte mittels solcher
Chromatogramme den Beitrag von P nigra zu
Pflanzen in Nordamerika, die durch freie
Bestiubung  entstanden  waren, nachweisen.
MaALvoLTi ET AL. (1991) konnten in einer Studie tiber
kontrollierte Kreuzungen - P deltoides x P. nigra -

ebenfalls mit zweidimensionalen  Chromato-
grammen Arten und Gruppen von Hybriden, nicht
jedoch Klone, unterscheiden. GREENAWAY ET AL, (z.B.
1991) haben solche Komponenten mittels Gas-
chromatographie und Massenspektroskopie analy-
siert und berichten tiber Hybrid-Identifizierung.

Zusammenfassend ergibt sich, daf die Analyse
von Blatt- und Knospenextrakten die Unter-
scheidung reiner Arten und manchmal die Zu-
ordnung von Hybriden erlaubt. Variation konnte
innerhalb der Arten, zwischen Klonen der einzelnen
Arten, und fallweise zwischen Hybridklonen mit
gleichen Elternarten gefunden werden. Die Zu-
ordnung cinzelner Komponenten der Blattextrakte
zur Wirkung einzelner Gene, wie dies mit den
Monoterpenen in manchen Koniferen moglich ist,
wurde in keiner der Studien vorgenommen.

2.2 Isoenzyme
Mit Hilfe von Isoenzymen wurden Klonunter-
scheidung, Artunterscheidung, Introgression und
genetische Variation in verschiedenen Arten der
Gattung Populus untersucht (siehe Ubersicht in
Tabelle 2-1). Bis zu 30 Genorte (Loci) konnten in
manchen Studien analysiert werden. Fir diese
verschiedenen Anwendungen in den einzelnen
Pappelarten wurden jedoch nicht immer dieselben
Enzyme und Loci erfolgreich eingesetzt. Ein
genauerer Blick auf die Resultate dieser Unter-
suchungen enthiillt auch, da verschiedene Labors
zu durchaus unterschiedlichen Ergebnissen in bezug
auf die Verwendbarkeit mancher Enzymsysteme und
Loci kommen - sogar direkte Widerspriiche kénnen
entdeckt werden (HEINZE 1998b). In einigen dieser
Fille scheint es, als sei der Grund in zu geringen
Anzahlen an untersuchten Pflanzen zu suchen: so
haben Labors in Europa oft nur wenige P. deltoides
Genotypen zur Untersuchung der Introgression mit
P. nigra zur Verfiigung, wihrend nordamerikanische
Labors vor dem entgegengesetzten Problem stehen.
Aus diesem Grund konnen seltene Varianten in
einer Art iibersehen oder mit Markern fiir Intro-
gression verwechselt werden (LEGIONNET & LEFEVRE
1996) - ein unldsbares Dilemma, da Probenmaterial
des ,Urzustandes” vor der Einfithrung standorts-
fremder Baumarten nicht mehr vorhanden ist.
Wihrend dieser Sachverhalt fur alle genetischen
Markertypen zutrifft, scheint das Problem bei [soen-
zymen grofer zu sein als bei DNA-Markern, da die
Moglichkeiten fiir Mutationen in  funktionellen
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Enzymen eingeschrinkt sind und die Protein-
Abfolgen noch langsamer mutieren als die DNA-
Sequenzen. Das Aufireten seltener Varianten konnte
also auf gemeinsame Vorfahren zurtickgehen. Dieser
Sachverhalt erleichtert andererseits phylogenetische
Vergleiche zwischen nahe verwandten Arten mit
[soenzymen. Manche Unstimmigkeiten konnten auch
auf mangelnde Auflosung zuriickzufithren sein
(HENZE 1998b), da die Trennschirfe in den jeweils
verwendeten Elektrophoresesystemen verschieden ist.

Fiir die Analyse genetischer Variation innerhalb
der Populus-Arten haben sich isoenzymatische
Methoden jedoch durchaus bewihrt. Auch die
Unterscheidung und Identifizierung von Klonen war
in manchen Fillen erfolgreich. Praktische Schwierig-
keiten traten in jenen Fillen auf, bei denen nahe
verwandte Klone (BERGMANN 1981) oder sehr viele
Individuen (LEGIONNET ET AL. 1996) untersucht
wurden.

RaJjora (1990a) und MOLLER-STARCK (1992) unter-
suchten die Kopplung von Isoenzym-Loci in
kontrollierten Kreuzungen, Im Probenmaterial von
MOLLER-STARCK  (1992) konnten 3 Kopplungs-
gruppen ermittelt werden, wovon eine auch in den
Untersuchungen der Korbweide durch THORSEN
ET AL. (1997) auftrat. Die Bedeutung der Erhaltung
von Kopplungsgruppen, also gleichbleibender
Anordnung der Gene auf den Chromosomen, Gber
evolutiondre Zeitriume liegt darin, dal nach ver-
gleichenden Kopplungsstudien genetische Erkennt-
nisse aus einer Art sehr direkt auf die anderen Arten
iibertragen werden kénnen,

Isoenzyme sind also fir die Analyse von Intro-
gression und genetischer Variation innerhalb der
Arten (z.B. RAJORA 1989a) geeignet. Der Vergleich
von Resultaten zwischen verschiedenen Labors
bleibt problematisch, soferne dieser die tatsichlichen
Bandenmuster  betrifft; abgeleitete  genetische
Parameter jedoch liegen haufig im vergleichbaren
Groéflenbereich.

2.3  DNA-Methoden - Analysenprinzipien
DNA-DNA Hybridisierung

Diese Analysentechnik war eine der ersten, mit
welcher DNA verwandter Arten verglichen wurde.
DNA bestcht aus gegengleichen Doppelstringen, in
denen sich die Nukleotidsequenz eines Stranges mit
der des Gegenstranges wie Original und Spiegelbild
erginzen. Dabei erginzen sich jeweils A und T sowie

G und C. Durch Erhitzen kann die Doppelstrang-
DNA in die Einzelstringe getrennt (,.geschmolzen®)
werden. Beim langsamen Abkithlen finden die
zueinander passenden Abschnitte wieder zusammen
und bilden Doppelstringe. Einzelstringig gemachte
DNA kann auch mit anderer DNA oder kiinstlichen
DNA-Sonden zusammengebracht werden, und je
nach der Stirke der Ubereinstimmung zwischen den
Nukleotidsequenzen lagern sich passende anein-
ander und bilden mehr oder weniger stabile
Komplexe.

In der DNA-DNA Hybridisierung wird DNA von
zwei zu vergleichenden Arten gereinigt und zusam-
mengebracht, dann erhitzt und langsam abgekahlt.
Dabei lagern sich die Stringe, die beim Erhitzen
getrennt werden, umso schneller wieder zusammen,
je dhnlicher sich die DNA-Sequenzen der beiden
Arten sind. Die Zusammenlagerung kann spektro-
skopisch mitverfolgt werden. Wihrend diese
Methode an Bedeutung verloren hat, besonders
deshalb, weil relativ viel DNA einzusetzen ist,
kénnen modernere Verfahren, die auf #hnlichen
Prinzipien beruhen, durchaus erfolgversprechend
fur die Untersuchung von Introgression angewandt
werden. Die ,dot-blot“- oder ,slot-blot“-Techniken
zum Beispiel messen das Ausmaf der Hybridi-
sierung zweier DNA-Praparationen. Eine der DNAs
wird an ein Membranfilter gebunden, die zweite
DNA wird radioaktiv oder mit Farbstoffen markiert
und mit dem Filter inkubiert. Das Ausmafl der
Ubereinstimmung zwischen den DNA-Proben kann
aufgrund der Stirke der gebundenen Radioaktivitit
bzw. der Farbintensitiit geschiitzt werden.

Restriktionsanalyse

Restriktionsenzyme sind biologische Wirkstoffe, die
DNA-Stringe an genau definierten Stellen ausein-
anderschneiden. Diese Stellen sind durch eine
bestimmte kurze Basenabfolge gekennzeichnet,
meist in Form eines Palindroms, d.h. einer Folge von
Nukleotiden, die aus jeder Richtung, also im Strang
und Gegenstrang gelesen, gleich lautet (Abb, 2-2).
DNA wird durch Behandlung mit Restriktions-
Enzymen in ein Gemisch von unterschiedlich langen
Bruchstiicken zerschnitten, das elektrophoretisch
nach der Grofle getrennt werden kann. Chromo-
somen enthalten sehr viel DNA, und das entste-
hende Gemisch von Fragmenten kann durch
normale Elektrophoresetechniken nicht in separate
Banden getrennt werden. Aus den Chloroplasten
gereinigte DNA jedoch kann in separate Banden
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Abbildung 2-2:
Restriktions-Schuittstellen in DNA mit Palindrom-
Sequenzen.
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getrennt werden. Oft zeigen dann verwandte
Pflanzenarten voneinander abweichende Muster. Bei
Pappelarten wurde dieses Prinzip von SapscH (1992)
angewendet.

RFLP: restriction fragment length polymorphism

Bei dieser Analysentechnik wird das oben ge-
schilderte Problem der Uberlagerung der vielen
Fragmente dadurch gelost, daB aus dem Gemisch
der Fragmente nur einzelne sichtbar gemacht
werden. Dazu bedient man sich wieder des Hybridi-
sierungsprinzips. Das in der Elektrophorese
getrennte Fragmentgemisch wird auf eine Membran
tibertragen, die dann mit einer DNA-Sonde inku-
biert wird. Diese Sonde ist ein Stiick einzelstringiger
DNA, die sich genau dort an die DNA an der
Membran anlagert, wo sich ein gegengleiches Stiick
mit entsprechender Ubereinstimmung befindet. Die
Sonde ist radioaktiv oder chemisch farbmarkiert,
und nach der Entwicklung zeigt sich ein Muster, das
hinsichtlich etwaiger Unterschiede ausgewertet
werden kann.

Als Sonden kénnen DNA-Fragmente aus Chloro-
plasten, Mitochondrien und Chromosomen
verwendet werden, entweder von derselben oder
einer nahe verwandten Art, bei entwicklungs-
geschichtlich konservativen DNA-Bereichen auch
solche von entfernt verwandten Arten. Diese Sonden
werden meist in Bakterien vermehrt; manchmal sind
zusiitzliche Informationen wie z.B. die genaue DNA-
Sequenz bekannt, oder man weif3, um welche Gene
es sich handelt. In Populus-Arten kann man

erwarten, dafl Sonden von einer Art auch fir die
meisten anderen Arten eingesetzt werden konnen.

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit dieser neuen Methode kann man DNA im
Reagenzglas vervielfiltigen, und zwar auf dhnliche
Art und Weise, wie das in der Zelle vor der Zelltei-
lung geschieht. Man bedient sich dabei des Enzyms
»Taq-Polymerase® aus Bakterien, das bereits
industriell hergestellt und vertrieben wird. Dieses
Enzym bendtigt aufler der DNA-,Vorlage®, die
vermehrt werden soll, noch die Einzelbausteine
(Nukleotide) und kurze Startsequenzen, sogenannte
~Primer*, die als Ausgangspunkte fiir die Ver-
lingerung des DNA-Stranges dienen. Durch
geschickte Auswahl solcher Primer Kkann ein
Abschnitt der DNA exponentiell vermehrt werden.
Dazu mufd nur die Temperaturfolge fir das Ausein-
andertrennen der Doppelstringe (ca. 93°C), das
Anlagern der Primer (ca. 45-65°C) und das Ver-
lingern (70-75°C) eingehalten werden, solange alle
anderen Reaktionskomponenten im Uberschufl
vorhanden sind. Innerhalb weniger Stunden kénnen
so von Nanogramm an Ausgangsmaterial sichtbare
Mengen eines bestimmten DNA-Abschnittes her-
gestellt werden.

2.4  Chloroplasten- und Mitochondrien-
Analysen in der Gattung Populus

Die  Reiniguing von  Chloroplasten  und
Mitochondrien aus Pflanzenmaterial ist nicht mehr
iiblich. Damit konnte die Grife der Populus-
Chloroplasten-DNA bestimmt werden (ca. 150-156
Kilobasenpaare, kbp; SaBscH 1992). Auch der
miitterliche Erbgang beider Zellorganellen wurde so
bestitigt (MENARTOWICZ 1991, SaABSCH 1992).
Spezifische, nur auf einzelne Chloroplasten-DNA-
Abschnitte  ansprechende RFLP- und PCR-
Methoden mit Gesamt-DNA  (Chromosomen,
Chloroplasten, Mitochondrien) haben dieses
Verfahren mittlerweile abgeltst. RFLP-Methoden
wurden auflerdem von SmiTH & SyTsma (1990),
MEeNarTOwWICZ (1991), SasscH (1992), Rajora &
Dancik (1992b), VORNAM ET AL. (1994) und RajorA
& DANCIK (1995a, b, c) fiir Chloroplasten-DNA und
von RADETZKY {1990}, PAIGE ET AL. {1991), RAJORA
e AL (1992) und BARRETT ET AL. (1993) fiir
Mitochondrien-DNA angewendet. Dabei wurden
von manchen Autoren DNA-Sonden aus Petunia
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oder anderen nur entfernt verwandten Pflanzen
angewendet.

SMITH & SyTsaa (1990) stellten aufgrund der von
ihnen erhobenen Daten die ungewéhnliche
Hypothese von der Beteiligung von P. alba an der
Artentstehung von P. nigra auf (mit Hilfe des soge-
nannten ,chloroplast capture® Mechanismus).
MENARTOWICZ (1991, s.a. SABSCH 1992) konnte mit
kontrollierten Kreuzungen zwischen Balsampappel-
klonen den miitterlichen Erbgang dieser Zell-
organellen nachweisen, In SasscH (1992) wird auch
iiber innerartliche Variation des Chloroplasten-
Genoms in P trichocarpa berichtet. Rajora &
DancIK (1992b; 1995a, b, ¢) und VORNAM ET AL.
(1994) konnten den miitterlichen Erbgang auch
fir andere Kreuzungskombinationen von Popidus-
Arten bestitigen, im besonderen fiir Kreuzungen
P. deltoides x P. nigra. Auch innerartliche Variation
konnte festgestellt werden (was sicher mit der
Anzahl und der Herkunft der untersuchten Biume
zusammenhingt). Allerdings fallen bei genauem
Vergleich der Daten kleinere Unstimmigkeiten
zwischen den Arbeitsgruppen auf, die somit auf
unterschiedliche Handhabung der Analysen zuriick-
zufithren sein miissen.

Chloroplasten-DNA zeigt also Variation zwischen
und innerhalb der Pappel-Arten, wobei letztere mit
dem geographischen Ursprung der Proben
korrelieren kann. Die angewendete RFLP-Methode,
die sehr viele Arbeitsschritte erfordert, macht
allerdings die Analyse groBer Probenserien
extrem aufwendig. Gleiches gilt fiir Mitochondrien-
DNA, wobei aber noch die vermutete hiufige Reor-
ganisation des Mitochondrien-DNA-Ringes er-
schwerend dazukommt.

2.5  Genomische DNA-Marker

RFLP-Analyse ribosomaler RNA-Gene

Ribosomen, die Orte der Proteinsynthese in den
Zellen, bestehen hauptsiichlich aus ribosomaler RNA,
die von speziellen Genen (rDNA) kodiert wird. Diese
Gene sind zwischen den Arten sehr stark konserviert,
und zwar vermutlich aus zwei Griinden: erstens sind
Mutationen in diesen Genen offenbar sehr schidlich,
da dann meist die Proteinsynthese betroffen ist, unter
Umstinden sogar unmoglich wird. Zweitens sind in
den Chromosomen diese Gene in grofler Anzahl
vorhanden, und zwar direkt hintereinander gereiht,
nur durch ,Abstandhalter-DNA" (.spacer DNA®)

getrennt, oft in hunderten Kopien, manchmal sogar
auf mehreren Chromosomen. Solche Gene zeigen
jedoch eine extrem langsame Mutationsrate, da sich
zufillig entstandene Anderungen der Sequenz an
einer Stelle nur sehr schwer im Lauf der Entwicklung
gegen die ,,Ubermacht” der anderen, unverinderten
Genkopien ,durchsetzen” konnen. Einige Besonder-
heiten machen die Einzel-Locus-Analyse von rDNA
schwierig bis unmoglich: die Méoglichkeiten des
ungleichen Chromosomensegment-Austausches in
der Meiose (,unequal crossing-over”), der Gen-
konvertierung (,.gene conversion“) und der Ent-
wicklung nicht funktioneller Pseudogene. Fiir
entwicklungsgeschichtliche  Fragestellungen  (Art-
entstehung, Artunterscheidung, Artverwandtschaft)
wird rDNA jedoch gerne eingesetzt.

SautH &Svrsma (1990} fanden bei ihrer RFLP-
Analyse verschiedener Pappelarten Unterschiede in
der rDNA. D'OviDio ET AL, (1990, 1991) unter-
suchten den Sachverhalt genauver und fanden
mehrere rDNA-Varianten auch innerhaib der Arten,
wobei anscheinend verschieden grofle Genkomplex-
Varianten bestehen (,major and minor loci®).
Hybriden erben die Varianten beider Eltern. Auch
FAIVRE-RAMPANT ET AL, (1992) konstruierten
Genkarten aufgrund der gefundenen Restriktions-
enzym-Schnittstellen, wobei sich diese Karten teil-
weise mit denen in D’OviDIO ET AL (1991) decken.
Klone konnten korrekt P. nigra, P, deltoides oder P. x
euramericana  F1-Hybriden zugeordnet werden.
STOEHR & SINGH (1993) prisentierten eine Genkarte
fir rDNA von P balsamifera, einer nahen
Verwandten von P. trichocarpa. Diese Karte stimmt
zumindest in der fir die RNA kodierenden Region
mit den vorher besprochenen Karten uberein. Die
Autoren berichten auch iiber Lingenvariation in der
»spacer DNA® zwischen den Genkopien, die bei der
Analyse einer Populationsstichprobe evident wurde.
Prabo ET AL. (1996) bewiesen schlieRlich mit mikro-
skopischen = Chromosom-Priiparaten, dafl in
manchen Pappelarten mehr als ein Locus fiir
tDNA zu finden ist. Die Technik der .in situ-
Hybridisierung” verwendet dazu Sonden #hnlich
denen in der RFLP-Analyse. Fir P nigra und
P. deltoides wurden je ein ,.grdBerer und ein ,klei-
nerer” Locus detektiert, deren F1-Hybriden zeigten
jedoch zusitzlich zum ,,groferen” Locus beide ,klei-
nere” Loci. P. balsamifera zeigte zwei ,,grofere” und
zwei ,kleinere” Loci, P alba iberhaupt nur einen
Locus.

Die ..in situ-Hybridisierung” eignet sich nicht fiir
Reihenuntersuchungen. RFLP-Untersuchungen wie
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die oben beschriebenen sind mit grofleren Proben-
zahlen moglich, kénnen aber in Bezug auf Schnellig-
keit und Kosten nicht mit PCR-Methoden
mithalten. Langfristig wire daher die Entwicklung
von PCR-Methoden zur Analyse der rDNA
wiinschenswert.

RFLP-Analysen mit anderen DNA-Sonden

Kemm ET AL (1989) verwendeten DNA-Sonden aus
Pappeln, die in Bakterien vermehrt (,kloniert")

wurden. Damit konnte die unidirektionale
Introgression in P angustifolia - P fremontii
Hybridschwiirmen nachgewiesen werden, d.h.

F1-Hybriden kreuzten sich nur mit einer der Eltern-
arten. BRADSHAW ET AL. (1994) verwendeten dhnliche
DNA-Fragmente zur Konstruktion einer genetischen
Kopplungskarte der Chromosomen in einer
P, deltoides - P. trichocarpa Kreuzung,.

PCR anonymer DNA-Sequenzen

RAPD, AP-PCR und DAF (WILLIAMS ET AL. 1990,
WELSH & MCCLELLAND 1990, CAETANO-ANOLLES ET
AL. 1991) sind drei einander sehr dhnliche Verfahren
zur Darstellung genetischer Marker mit Hilfe der
Polymerase-Kettenreaktion und einzelner, zufillig
gewihlter Primersequenzen. Es entstehen bei diesen
Verfahren DNA-Banden in Elektrophoresegelen, die
durch ihre An- oder Abwesenheit auf das Vor-
handensein der betreffenden DNA-Sequenz - iiber
die man nicht mehr als diese Tatsache weif} -
hinweisen. Da fiir diese Analysen keine Vorkennt-
nisse oder Vorarbeiten, wie die Isolierung von DNA-
Sonden, notwendig sind, kénnen sie sehr schnell fiir
verschiedene Pflanzenarten adaptiert werden. Die
Qualitiit der so erhaltenen Information ist zwar
nicht so hoch wie bei anderen Markertypen - leichte
Anderungen im Analysenprotokoll kénnen Auswir-
kungen auf die Analsenergebnisse haben. Die
Schnelligkeit der Analyse und die grofle Anzahl
moglicher Marker machen aber manches wett. Die
iiblichen populationsgenetischen Parameter kénnen
nur unter verschiedenen Annahmen berechnet
werden. Ob diese Annahmen berechtigt sind, kann
nicht tberpriift werden. Allerdings kann man auf
andere Parameter ausweichen, die besser an die
Qualitit der Daten angepafit sind. Vielfach wird
dabei die ,Cluster”-Analyse verwendet, ein
Verfahren zur Datenreduktion, das auf berechneten
~Ahnlichkeits-Abstinden” beruht. Dendrogramme,
die Ergebnisse solcher Analysen, geben aber, abge-

sehen von spezifischen Schwierigkeiten bei der
Berechnung der Abstinde mit RAPD-Markern, die
swahren" Beziehungen der Proben untereinander
nur verkiirzt wieder. Bei Populus wurden diese Tech-
niken hauptsichlich zur Klondifferenzierung einge-
setzt (z.B. LiN ET AL. 1994, BUENO ET AL. 1997). YEH
ET AL, (1995) und Liu & Furnier (1993) verglichen
RAPD mit anderen Methoden zur Detektion von
Variation innerhalb und zwischen Populationen in
P tremuloides, wihrend TuskaN ET AL. (1996) ihre
populationsgenetischen Berechnungen in derselben
Art alleine auf der Basis von RAPD-Daten durch-
fithrten.

AFLP (Vos ET AL. 1995) ist eine Methode, die
manche Nachteile der RAPD-Analyse vermeidet: die
zu analysiecrende DNA wird vor der PCR mit
Restriktionsenzymen verdaut, deren spezifische
Erkennungssequenzen zur ,,Verankerung” der PCR-
Primer dienen. Da eine grofle Vielfalt von Frag-
menten entsteht, ist die Verwendung von
Polyacrylamid-Sequenziergelen zu deren Auftren-
nung notwendig. CERVERA ET AL. (1996) fanden
damit DNA-Marker fiir Resistenzgene in einem
Hybridpappel-Stammbaum (. deltoides x P. nigra).
STORME & BOERJAN (personliche Mitteilung) haben
mit dieser Methode eine Sammlung von P. nigra
#ltalica“-Klonen untersucht und haben fiir diese
eine fast 100 prozentige Ubereinstimmung der
Bandenmuster festgestellt, wihrend andere Schwarz-
pappelkione aufgrund der Muster voneinander und
von den ,ltalica“-Klonen unterschieden werden
konnten. Uber die Eignung von AFLP-Analysen far
populationsgenetische Aufgaben besteht noch wenig
Erfahrung.

PCR von DNA mit bekannter Sequenz

In der wissenschaftlichen Literatur sowie in den
internationalen DNA-Sequenz-Datenbanken, die
{iber das Internet abrufbar sind, finden sich fiir die
als Modellbaumart dienende Pappel zahlreiche Daten
iiber DNA-Fragmente. Dazu zihlen die PCR-Primer,
die von BRADSHAW ET AL. (1994) in der Analyse der
P trichocarpa - P. deltoides Kreuzung verwendet
wurden (29 Primerpaare), sowie Gensequenzen von
ca. 100 Genen oder Fragmenten mit groBtenteils
bekannter Funktion in den groflen DNA-Sequenz-
Datenbanken GenBank, EBI und DDB].

Die von BRaDSHAW ET AL. (1994) entwickelten
Primer wurden teilweise auch fiir andere Pappel-
arten als P. trichocarpa und P. deltoides getestet. Nach
der Vermehrung mittels PCR diente die Behandlung
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mit verschiedenen Restriktionsenzymen zur Detek-
tion von Polymorphismen, also genetischer Varia-
tion. Diese Fragmente zeigten groitenteils Variation
zwischen den Arten. LEGIONNET ET AL. (1997) und
FAIVRE-RAMPANT ET aL. (1995, und personliche
Mitteilung) konnten mit einigen dieser Fragmente
auch Variation innerhalb der Arten P nmigra und
P deltoides entdecken. Manche der Fragmente
scheinen auf Introgression von P deltoides-Genen
iiber Hybridpappeln in den Genpool der P. nigra
hinzuweisen.

Ahnlich wie dies von BrRaDsSHAW ET AL. (1994)
vorgezeigt wurde, kann man auch auf der Basis der
DNA-Sequenzen in den internationalen Daten-
banken Primer entwerfen und untersuchen, ob diese
far andere Pappelarten geeignet sind bzw. ob sich
genetische Variation damit detektieren lait.

PCR-Analyse hochvariabier Mikrosatelliten-DNA

Bei Mikrosatelliten-DNA handelt es sich um kurze
DNA-Sequenzen, die aufgrund hoher Mutationsrate
fir gewdhnlich zahlreiche Allele aufiveisen. Diese
Tatsache macht sie fur Fragestellungen, die eine hohe
genctische Trennschiirfe erfordern, besonders ge-
eignet. LEXER ET AL. (1997) stellten zum Beispiel
Vaterschaftsanalysen fiir Eichen auf der Grundlage
solcher Mikrosatelliten-DNA vor. WANG ET AL. (1996)
beschrieben eine solche Sequenz fiir P. nigra. Rajora
(1997) stellte laufende Arbeiten iiber Mikrosatelliten
in P. tremuloides vor. Drei Mikrosatelliten-Sequenzen
konnten auch bei P. migra angewendet werden.
Mikrosatelliten, obwohl technisch schwieriger zu
analysieren, wirden fiir Zwecke der Klonidentifizie-
rung ideale Instrumente darstellen. Es ist sogar
denkbar, auf ihrer Grundlage Datenbanken zu-
sammenzustellen, die international die einheitliche
Identifizierung von Pappelklonen ermoglichen
konnten.

2.6  Zytologie
Der DNA-Gehalt pro Zelle betrigt fiir Pappeln ca.

1,1 pg (WaNG & HaLL 1995). Die direkte Beobach-
tung der Chromosomen im Mikroskop zeigt keine

morphologische Variation. Als bisher einzige Arbeit,
die zytologische Unterschiede zwischen Pappelarten
beschreibt, ist die oben erwihnte von PRADO ET AL.
(1996) bekannt, in der in-situ-Hybridisierung ange-
wendet wurde.

2.7 Auswahl von Verfahren fiir die
Untersuchungen des Projektes

Fiir die Ziele des Projektes boten sich Analysen-
methoden auf der Grundlage der Polymerase-
Kettenreaktion besonders an: Griinde dafiir sind die
vorhandene Laborausstattung, die Eignung fur
Reihenuntersuchungen, die geringe Entwicklungs-
arbeit, die Vergleichbarkeit mit Daten anderer
Labors und die relativ geringen Kosten.

Fir die Untersuchung der Introgression zwischen
P mgra und P. x euramericana boten sich dabei
Methoden zur Analyse der Variation in der Chloro-
plasten-DNA an. TABERLET ET AL. (1991}, DEMESURE
ET AL. (1995) und DUMOLIN-LAPEGUE ET AL. {(1997)
stellten Primersequenzen vor, die nahezu ,,universell*
in vielen Pflanzenarten die Vermehrung bestimmter
DNA-Abschnitte der Chloroplasten ermiglichen.
Dabei wird von den relativ konservierten DNA-
Sequenzen der Chloroplasten-Gene ausgegangen, um
die dazwischenliegenden Abschnitte, die stirker
mutieren, darzustellen. Bisher sind aus den er-
wihnten Arbeiten 16 Primerpaare bekannt. Die Ent-
wicklung weiterer Primerpaare kann auf der Grund-
lage veroffentlichter DNA-Sequenzen (z.B. Tabak,
Reis, japanische Schwarzkiefer) mittels spezieller
Computersoftware auch selbst durchgefiihrt werden.

Ebenfalls zur Untersuchung der Introgression, aber
auch zur Identifikation der Hybridpappelklone,
wurden PCR-Methoden auf der Grundlage bekannter
DNA-Sequenzen ausgewihlt. Dieser Ansatz er-
forderte den geringsten Aufivand fir Methodenent-
wicklung. Im Gegensatz dazu wire die Entwicklung
neuer Mikrosatelliten-DNA-Marker, die fur die Iden-
tifizierung an sich geeigneter wiiren, in der Laufzeit
des Projektes zeitlich nicht moglich gewesen. Zusétz-
lich hitte die Laborausstattung erweitert werden
missen (mikrobiologisches und gentechnisches
Arbeiten).
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3 Introgression
Schwarzpappel - Hybridpappel

3.1  Chloroplasten-DNA als

Unterscheidungsmerkmal der Pappelarten

Wie bereits in Kapitel 2 erwiihnt, ist zu erwarten, dafl
sich die Analyse der Chloroplasten-DNA besonders
fir die Unterscheidung der Arten gut eignet. Die
Abfolge der Gene auf dem Chloroplasten-DNA-Ring
unterscheidet sich innerhalb der bedecktsamigen
Bliitenpflanzen nur wenig und daher auch nur gering
von der Reihenfolge, die durch die Aufklirung der
kompletten Sequenz des Tabak-Chloroplasten be-
kannt ist (Suclura 1992). Aufgrund der Daten in
SapscH (1992) und Rajora & DaNcIk (1995a, b, ¢)
war zu erwarten, dafl Variation hauptsiichlich
zwischen den Pappelarten, in geringerem Ausmaf
auch innerhalb der Pappelarten auftritt. Ergebnisse
bej anderen Baumarten wie z.B. der Buche (DEMESURE
ET AL. 1996) lassen iiberdies erwarten, daBl die Mehi-
zahl der Mutationen in den Abstandhalter (,,spacer®)-
Regionen zwischen den Genen der Chloroplasten-
DNA zu finden sein wird, und da es sich dabei
vermehrt um Einschitbe bzw. Verluste sehr kurzer
DNA-Abschnitte handeln wird. Mutationen, die zu

Tabelle 3-1:

solcher Variation fiihren, treten im Lauf der Ent-

wicklungsgeschichte einer Pflanzenart fortwithrend

auf. Es wird im allgemeinen angenommen, daf} die

Mutationsrate im Lauf der Evolution annihernd

konstant bleibt. Analog zu der Buche (DEMESURE ET

AL. 1996) wurde im vorliegenden Projekt fir die

Untersuchungen der Pappel die Methode der PCR mit

konservierten Primersequenzen (TABERLET ET AL

1991, DEMESURE ET AL. 1995, DUMOLIN-LAPEGUE ET AL.

1997) gewihit. Es war zu priifen:

1) ob die PCR-Primer aus den angegebenen
Literaturstellen fiir die Pappel angewendet
werden kénnen;

2) ob und mit welchen Restriktionsenzymen
Variation detektiert werden kann;

3) ob zur Detektion von Variation in Pappeln zu-
sitzliche Primerpaare entworfen werden kénnen.

3.1.1 Material und Methoden

Die in dieser Untersuchung hauptsiichlich verwen-
deten Pappelklone sind in Tabelle 3-1 aufgelistet.
Falls nicht anders angegeben, stammten diese aus
den Versuchsgirten der FBVA in Mariabrunn und
Tulln. Fiir die Reinigung der DNA aus Knospen und
Blittern der Pflanzen wurden im wesentlichen die
Methoden von HEiNzZE & GEBUREK (1995) und O1T10
ET AL. (1994) angewendet.

Pappelkione, die fiir das Testen von Methoden hauptsiichlich verwendet wurden

Kion-Bezeichnung

5-9-2

$-307-24

Lébény 211

»Italica

»Vereecken"

»Vert de Garonne”

T 3 ,Rochester"”

T 4,,Geneva“

»Robusta®

~Marilandica”

»Aukonig"

T 107 1214

»Max 3"

72/51 ,Kamabuchi"

69/2 ,Mubhle-Larsen 45/54"

I/5 ,Marabrunn 1*

Kontrollierte Kreuzung ,S4rvar 1%: Sv i-... (13 Klone)
Kontrollierte Kreuzung ,Sarvir 2*: Sv 2-_.. (13 Klone)

Beschreibung

P. deltoides

P. deltoides

P. nigra

P nigra

P. nigra

P. nigra

P. maximowiczii x P. nigra ,,Plantierensis"(?)
P. maximowiczii x P. x berolinensis
P. x euramericana

P. x euramericana

P. x eurmericana ?

P. x euramericana

P. nigra x P. maximowiczii

P. nigra x P. maximowiczii

P. trichocarpa

P. trichocarpa

$-9-2 x Lébény 211

5-307-24 x Lébény 211
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Tabelle 3-2:

Chioroplasten-Primer aus der Literatur

Primer 1 Sequenz &'-3' Primer 2 Sequenz 5-3 Ter::?&r L G{ggf

trnH ACG GGA ATT GAA CCC GCGCA  trmK1  CCG ACT AGT TCC GGG TTGC GA 62,0 1825
trnK2  CAA CGG TAG AGT ACT CGG CTT TTA 53,5 2557

trnD ACC AAT TGA ACT ACA ATC CC trnT CTA CCA CTG AGT TAA AAG GG 54,5 1719

psbC  GGT CGT GAC CAA CAA ACC AC tmn S GGT TCG AAT CCC TCT CTC TC 57,0 1628

trnS GAG AGA GAG GGA TTC GAA CC trnfM CAT MC CTT GAG GTC CG GG 62,0 1603
psaA  ATT CGT TCG CCG GAA CCA GAA GT 47,5 5148

trnS CGA GGG TTC GAA TCC CTC TC  trnT AGA GCA TCG CAT TTG TAA TG 575 1319

ucpa  CAT TCA AAA TGC GAT GCT CT  uwepd GGG GAT AGA GGG ACT TGA AC 50-55

ucpc  CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG  wepd GGG GAT AGA GGG ACT TGA AC 50-55

Tabelle 3-3:

Selbstentworfene Chloroplasten-Primer

Vorwarts-
Primer

ORF62-P CTT GCT TTC CAA TTG GCT GT

Sequenz 5°-3"

trnG-P GCC AAG GAG AAG ATG CGG G
psbAS’  TAC GTT CGT GCA TAA CTT CC
rpi23p  TAA GAC AGA AAT AAA GCA TTG CGT CGA AC

Die von TABERLET ET AL. {1991), DEMESURE ET AL.
(1995) und DuMOLIN-LAPEGUE ET aL. (1997) ent-
worfenen Primerpaare, die in dieser Studie verwendet
wurden, sind in Tabelle 3-2 angefiihrt. Diese Primer-
paare decken ungefihr die Hilfte der Sequenzregion
der ,large single copy region“ im Chloroplasten-
DNA-Ring ab (SuGiura 1992). Weitere Primerpaare
wurden aufgrund von Vergleichen (,alignments”)
dieser Tabak (Nicotiana tabacum)-Chloroplasten-
DNA-Sequenzen mit denen von Reis (Oryza sativa)
und japanischer Schwarzkiefer (Pinus thunbergii)
entworfen. Dazu wurden aus dem Programmpaket
PC/GENE 6.85 (Oxford Molecular) die folgenden
Programme verwendet: NALIGN, NMATPUST,
CLUSTAL, PCRPLAN und QSEARCH. Diese Primer
sind in Tabelle 3-3 wiedergegeben.

Die standardmiflig verwendeten Bedingungen fiir
die PCR waren: 10-50 ng DNA pro Ansatz (10-20
uL); 200 nM von jedem Primer; 2,0 mM MgCls, 200
uM dNTPs, 10-50 ng/uL RNAase A (HEINZE 1994a)
und 0,5 U DNA-Polymerase (DynaZyme, Finn-
Zymes Oy oder AmpliTaq Gold, Perkin Elmer) in 1
x Reaktionspuffer wie mit dem Enzym mitgeliefert.
Die folgenden PCR-Gerite und -Programme
wurden verwendet:

* M] Research PTC 100-96V, M] Research PTC 100-

60 oder Hybaid Touchdown;

Rﬁ;ﬁxi?s‘ Sequenz §'-3'

ORF62-M TTG GTT TTG GGT CGT CGA C
trnG-M AAC CCG CAT CIT CTC CTT GG
psbA3’ CTA GCA CTG AMA ACC GTC TT

* 94°C (50 Sek.), 55°C (50 Sek.), 70°C (2 Min.) fiir
35 Zyklen, 4°C bis zur Elektrophorese;

* 94°C (50 Sek.}, 70°C (1 Min.) fiir 10 Zyklen, dann
94°C (30 Sek.), 55°C (50 Sek.), 70°C (2 Min.) fir
35 Zyklen, 4°C bis zur Elektrophorese;

* 94°C (8 Min.), Temperatur 1 (empfohlene
Temperatur fiir den jeweiligen Primer + ca. 10°C -
45 Sek), 70°C (1 Min.), 94°C (45 Sek.) fir
10 Zyklen, dann Temperatur 2 (empfohlene
Temperatur fir den jeweiligen Primer - 45 Sek.),
70°C (1 Min.}, 94°C (45 Sek.) fiir 35 Zyklen, 4°C
bis zur Elektrophorese.

Tabelle 3-4 nennt die Restriktionsenzyme, die fir
die jeweiligen DNA-Abschnitte verwendet wurden.
Dabei handelt es sich einerseits um Enzyme mit einer
Abfolge von 4 Basen als Erkennungssequenz (z.B. Msp
1, Hinf I, Hae 111, Rsa I), die bevorzugt fir die Analyse
kurzer DNA-Fragmente verwendet werden, anderer-
seits um Enzyme mit 6 Basen als Erkennungssequenz
(z.B. Eco RI, Dra I), die seltenere Schnittstellen
erkennen und damit fiir die Analyse lingerer DNA-
Abschnitte geeigneter sind. Zur Restriktionsanalyse
wurde nach Beendigung der PCR-Reaktion die
Konzentration von Mg durch Zugabe von MgCl, auf
mindestens 10 mM gebracht und die Restriktionsen-
zyme direkt zugefiigt (0,1 Enzym-Einheit pro 10 pL
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Tabelle 3-4:

Eingesetzte Primerpaare, ungefihre Fragmentgrofie und verwendete Restriktions- Enzyme. Fragmente mit variabler

Liinge in kursiv, polymorphe Restriktions-Schnittstellen fett.

Restriktions-
Enzyme

Hae I
Hha t
Msp |
Rsa |

Bam Hi
Bagtl
Eco Rl
Hae ill
Hha |
Hind Il
Msp i
Pst |
Xhol

Bam HI
Ball
Eco RI
Hind 1
Pst |
Xhol
Hha §
Msp !
Rsa |
Hinf |
Hae 0l
Hhal
Hinf |
Msp |

Rsa |

Msp !
Rsa |

ungeféhre
Griike (bp)

1050

Primer-Paar

ucpa+ucpd

ucpc +ucpd 650

psbA B + unk2 6000

psbA B + tnK1 1350

psbA B’ + psbA 3' 900
psbA 3 + mpi23p 3000

1300
1800

psbA 3" + tinH

trnH + trnk

Bam Hi
Bgll
Dral
Eco Rl
Hae Il
Hha |
Hinf 1
Msp |
Pst |
Rsal
Xhol

tnS + trnfd 1600

PCR-Reaktion). Nach 3-15 Stunden bei 37°C wurden
dic Reaktionsprodukte in 1,5-2,5 % Standard-
Agarose-Gelen nach ihrer Grofie (= Anzahl der Basen-
paare) aufgetrennt. Die Feststellung der Molekiil-
grofBen der Bruchstiicke erfolgte computergestiitzt mit
Hilfe der Gel-Dokumentations-Anlage (GPIl 2000,
MWG Biotech) und dem Programm RFLPScan
(Scanalytics). Der Durchschnitt mehrerer Analysen
diente als Grundlage fur die Kartierung einzelner
Abschnitte.  Zusitzlich wurden einzelne  DNA-
Abschnitte mittels ,single strand conformation poly-
morphism-Analyse® (SSCP) untersucht, wobei nach
den Angaben in HEeinze (1997a) vorgegangen wurde.

Restriktions-
Enzyme

Bam HI
Eco RI
Hae Il
Hha l
Hinf |
Rsal
Xhol

ungefahre
Grole (bp)

1040

Primer-Paar

ORFE2-P + trnfM

ORFE2-P + tmG-M 800 Dral
Eco Ri
Real
trnG-P + trnfM 250 Bam HI
Bol |
Eco Rl
Hae Il
Hha |
Hinf |
Msp |
Xba |
Xhol
3500 Hae Il
Hha i
Hinf |

trnG-P + psaA

850 bzw. 1050 Hinf 1
Msp |
Rsa |

Xbal

trnD + trnT

1600 Hinf }

Xba |

psbC + trnS

1700 Bam HI
Bgll
EcoRI
Hae (il
Hha |
Hind HI
Hinf |
Msp |
Pst !
Rsa |
Xho |

trnS + trnT

Bei dieser Analyse werden die beiden DNA-Striinge
cines einzelnen DNA-Molekils durch  Erhitzen
voneinander getrennt. Sofortiges Abkiihlen auf ca. 0°C
bewirkt, daB sich die Einzelstriinge nicht wieder anein-
ander lagern, sondern jeder fir sich eine sequenzspezi-
fische Konformation einnchmen. In gecigneten
Polyacrylamid-Elektrophoresegelen (0,5 oder 0,75 x
MDE - Fa. FMC) wandern diese Einzelstringe dann
verschieden schnell.  Kleine Sequenz-Verschieden-
heiten zwischen DNA-Striingen konnen so detektiert
werden, auch wenn sie sich nicht auf Restriktions-
Enzyme auswirken, oder wenn keine in Agarose-
Gelen detektierbaren Lingenunterschiede auftreten.



18 FBVA-Berichte 105

3.1.2 Ergebnisse

Die in der Tabelle 3-4 angefithrten DNA-Abschnitte
lieen sich ohne besondere Schwierigkeiten mit allen
Proben vermehren, soferne die Qualitit der DNA-
Priparation den Anforderungen geniigte. Zusam-
mengerechnet summierten sich die Abschnitte bei
nur einmaliger Zihlung tiberlappender Abschnitte zu
ca. 18 000 Basenpaaren Linge auf (HEINZE 1998a).

Es zeigte sich, dafl von den analysierten Chloro-
plasten-DNA-Abschnitten nur die  wenigsten
Variation aufwiesen (Tab. 3-4). Es wurden insgesamt
6 variable Restriktions-Schnittstellen gefunden (fett-
gedruckt in Tab., 3-4), und Lingeninderungen,
manchmal duflerst geringfiigiger Art, traten insge-
samt in 3 Bereichen auf. Ein Beispiel fiir nicht
variable DNA-Abschnitte ist in Abbildung 3-1 abge-
bildet. Abbildung 3-2 hingegen zeigt die Analyse
eines variablen DNA-Fragmentes, Die untersuchten
Klone von P. x euramericana stimmten dabei mit
den P. deltoides-Klonen uberein. Auffallend war das
gehiufte Auftreten von Polymorphismen in der
Region zwischen den Primern trnS und trnfM. Hier
wurde eine variable Restriktions-Schnittstelle des
Enzyms Rsa 1 gefunden: die Schnittstelle war in
P. nigra und P. maximowiczii-Klonen vorhanden, in
P. deltoides und P. x euramericana fehlte sie. Beim
Verdau mit anderen Restriktions-Enzymen wurden
zusitzlich Langenanderungen deutlich, wobei es sich

Abbildung 3-1: 1
Beispiel cines nicht-variablen
DNA-Abschnittes
(rpl23p + psbA 3), analysicrt
mit Restriktions-Enzym Hinf 1.
Pappelarten:
- P. deltoides (1, 2 3, 4),
< Ponigra(7.8,9.10, 11,12, 13),
+ P x enrantericanna

(3,6 14,1516, 17, 18).

um bereits mehrmals fiir Chloroplasten-DNA
beschriebene sogenannte ,insertions/deletions”
handelte. Das sind kurze Einschiibe bzw. Verluste
kurzer DNA-Abschnitte, oft nur wenige Basen lang.

Diese Region wurde mit zusitzlich entworfenen
Primern genauer untersucht. Die Reihenfolge der
Gene in diesem Bereich ist nach SuGiura (1992)
psbC-trnS-ORF105-ORF62-trnG-trnfM-rpsl4-
psaB-psaA. Durch Sequenzvergleiche zwischen den
Reis- und Tabak-DNA-Sequenzen aus der Daten-
bank konnten im Bereich von ORF62 und trnG
solche Primer entworfen werden (Tab. 3-3),
wihrend sich bei ORF105 keine geniigende Uberein-
stimmung zwischen den Arten ergab. Die An-
wendung der zusitzlichen Primer sowie eine
Restriktions-Kartierung  durch  einfache und
doppelte Restriktions-Verdaue fiithrte zur Konstruk-
tion der Karte in Abbildung 3-3. Darin sind die Lage
der Primer und der Restriktions-Schnittstellen
relativ zueinander eingezeichnet.

Wie zu sehen ist, konnte die variable Region auf
den Bereich zwischen ORF62 und trnG lokalisiert
werden. In diesem Bereich divergieren die drei
hauptsichlich untersuchten Pappelarten P nigra,
P. deltoides und P. maximowiczii voneinander. Die
variable Restriktionsschnittstelle Rsa -4 fiel mit
Lingenanderungen zwischen den Klonen zu-
sammen, was darauf hinweist, dafl eine
»insertion/deletion Mutation der wahrscheinliche

2 34 567 8 9 10 111213 1415 16 1718 |
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| Abbildung 3-2:
Beispiel fiir variabien DNA-
Abschnitt (truS-trnfM),
analysiert mit den Restriktions-
Enzymien Eco RI wnd Ban HI
Pappelarten:
« P deltoides (1, 2),
* Ponigra (3,4, 12, 13),
|« P.omaximowiczii x P. nigra
» T3 Rochester™ (5),
+ Pomaxitowiczif X
« P x berolinensis T4 Geneva™ (6),
« Pox euramericana (7, 9, 10),
« P angra x P, niaxtinowiczii
WM 3 - NAT 103 (14),
* P trichocarpa (15).
Pfeile weisen anf besonders
varialle DNA-Fragimente,

Grund fiir die Variation ist. Im gegenteiligen Fall
ciner sogenannten Punktmutation, also der Ande-
rung nur einer Base der Erkennungssequenz des
Enzyms Rsa 1 an dieser Stelle, wiiren dic obrigen
Abschnitte in ihrer Linge unverindert geblicben.
Kurze Lingeninderungen betrafen auch manche
Klone der bestuntersuchten Art P migra: cine
Gruppe von Klonen aus Japan mit P nigra-Mutter
(.NM 101" bis ,NM 106“ bzw. ,Max1" bis ,Max5"
und ,,Kamabuchi®) sowic ein P nigra-Klon ,\Vert de
Garonne® unterschieden sich von allen anderen
P nigra-Klonen. Weiters konnte schr nahe dicses
Abschnittes eine weitere Mutation festgestellt werden,
die die bekannte Pyramiden-, Siulen- oder Spitz-

Abbildung 3-3:

15 M |

pappel P. nigra ,Italica® betraf: diese unterschied sich
durch eine kleine Lingeniinderung (ca. 16 Basen) von
allen anderen untersuchten Pappelklonen.

Die variable Region zwischen ORF62P und trnfM
wurde auch in einer SSCP-Analyse untersucht. Wie
aus Abbildung 3-4 ersichtlich, zeigen Klone mit
gleichen Restriktionsverdau-Mustern auch  gleich
weit gewanderte Banden in der SSCP-Analyse. Alle
verschiedenen Typen, die in der Restriktions-Karte
(Abb. 3-3} erkennbar sind, haben ¢in voneinander
unterscheidbares  SSCP-Erscheinungsbild.  Im
Gegensatz dazu  zeigte die SSCP-Analyse cines
anderen Abschnittes, niamlich desjenigen zwischen
den Primern ucp-a und ucp-b, keine Variation.

Restriktionskarte des variablen DNA-Abschnities truS-trnfM mit Position und Orienticrung der Prineer (Pfeile).

trnG-M
-—
trng-P ORF62-P tmG-P) trnf-M
366 hp P deltoides
68bp| 176 bp 312 bp, 68bp| 127 bp  |220 bpR nigra, 272 bp £ nigra 21bp 239 bp
328 bpP nigra “Htafica” 204 bp R delt., {286 bp in “NMs®, .
209 bp B maxim.| “"Kamabuchi®, 70 bp B nigra
“Vert de Garonne®}, FBO bpP maxim.
329 bp £ maxim.
Rsal-1  Rsal-2 Rsal-3 Dral EcoRli Rsal-4 {nur P nigra, P maxim.}
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Weitere Polymorphismen betrafen die folgenden
DNA-Abschnitte und Klone: psbA3’-rpl23p in den
bereits erwihnten ,NM*“- bzw. ,Max“-Klonen (eine
Hha I-Schnittstelle fehlt, wihrend die Restriktions-
Muster mit Hae III, Hinf I und Msp I unverindert
sind) und trnD-trnT in allen P deltoides- und
P. x euramericana-Klonen  (Lingeninderung um
¢a.200bp, verbunden mit Hinf I und Xba
[-Polymorphismen).

3.1.3 Diskussion

PCR-Primer

Die Primerkombinationen in Tabelle 3-2 konnten
grofitenteils problemlos aus der Literatur iber-
nommen werden, wenngleich Kleine Anpassungen im

| Abbildung 3-4: 1

l SSCP-Aunalysci des

| nieht-variablen Abschnittes tcpa-ucpb (A)

| und des variablen DNA-Abschuities
ORF62P-trnfM (B).

A

+ P onigra (1),

« P xenramrericnin (2, 3, 4, 5,6, 7, 8),
« P trichocarpa (9, 10).

M123 4 567

B:
< Podeltosdes (1, 2),
* Posigra (3.4, 10, 11),
« Pommaximowiczii x P, nigra
o T3 Rochester™ (3],
* Poamaximowiczi x P,
xberolinensis T4 Geneva™ (6),
* Poxenramericana (7, 8, 9,
+ Ponigra x Pomaxanowiczii (12),
P trichocarpa (13).

M: Marker fiir DNA-Grife,

Analysenprotokoll notwendig waren. Als zielfithrend
erwies sich die Verwendung eines PCR-Programmes
mit einer Anfangsphase bei hohen ,,annealing“-Tempe-
raturen (HeckEr & Roux 1996). Dadurch konnte in der
zweiten Phase eine einheitliche Temperatur fiir viele
der Primer eingesetzt werden. Die selbstentworfenen
Primer konnten mit Ausnahme von ORF62M in den
sich aus der Abfolge der Gene ergebenden Kombina-
tionen (Tab. 3-3) erfolgreich verwendet werden, Aus
diesen Tatsachen ist zu schliefen, daf die Abfolge der
Gene zwischen Tabak und Pappelarten im unter-
suchten Bereich im wesentlichen identisch ist.

Gel-Auflésung

Agarose-Gele zeigen im allgemeinen Auflésungs-
Genauigkeiten im Bereich von + 5 %; dieser Sachver-

9 10|

MMS8 9 101112 13M




halt bestitigte sich auch in den vorliegenden Unter-
suchungen. Somit kann zwar keine absolute GroRe
fir die analysierten DNA-Fragmente angegeben
werden, der Durchschnitt aus mehreren Analysen,
der in die Berechnung der Restriktions-Karte (Abb.
3-3) einging, kann jedoch als Schiitzung mit akzepta-
bler Genauigkeit angesehen werden. Fiir den
Vergleich von DNA-Abschnitten verschiedener Klone
heiBt das, dafl bei Unterschieden im Bereich von 0-5
% diese Klone Seite an Seite analysiert werden
sollten, um die experimentell bedingte Variabilitiit
der Meflwerte zu minimieren, wie es auch in der
vorliegenden Arbeit durchgefithrt wurde.

Struktur der Polymorphismen

Kleine Lingenmutationen, sogenannte ,insertions/
deletions", stellten die grolere Gruppe der gefundenen
Mutationen dar. Diese waren teilweise erst nach
»Verkiirzen® der DNA-Fragmente mittels Rest-
riktionsanalyse erkennbar. Punktmutationen an Rest-
riktions-Enzym-Schnittstellen waren in der Minder-
zahl. Drei der gefundenen Restriktionsstellen-Muta-
tionen (Rsa I-4 in der variablen Region, s. Abb. 3-3,
und Xba I sowie Hinf I im Bereich trnD-trn’T) fielen
mit Lingeninderungen zusammen. In diesen Fillen
kann man davon ausgehen, daf} durch die Lingenin-
derung die Restriktions-Schnittstelle verindert wurde,
somit eine ,insertion/ deletion” vorliegt und keine
Punktmutation. Als einzige Punktmutation blieb
somit die Hha I-Restriktionsstelle im Bereich psbA-
rpl23  iibrig. Bei dieser Mutation waren die
resultierenden DINA-Fragmente ca. 800 + 1400 bp
bzw. iiber 2000 bp lang. Aufgrund dieser Werte
konnten kleinere Lingeninderungen im Bereich von
vielleicht 40-100 bp (= 5 % von 800 bzw. 2000 bp)
nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden. Die
Analyse dieses Abschnittes mit anderen Restriktions-
Enzymen, die jeweils mehrere Schnittstellen erkennbar
machten und deshalb eine griBere Anzahl von klei-
neren Bruchstiicken erzeugten (Hae I1l, Hinf I, Msp I),
ergab jedoch keinen Verdacht auf Langeniinderungen.

Die Polymorphismen waren nicht regellos iiber den
untersuchten Chloroplasten-DNA-Bereich  verteilt,
sondern hiuften sich in einem bestimmten Abschnitt.
Fur dhnliche Phinomene wird in der Literatur der
Ausdruck ,mutation hot spots* verwendet (z.B.
JoHNsON & HATTORI 1996, FIIPKINS ET AL. 1995). Da in
der vorliegenden Arbeit nur ein Teilbereich der
Pappel-Chloroplasten-DNA  untersucht  werden
konnte {ca. 18 000 bp von ca. 155 000 bp insgesamt,
das entspricht ca. 11,6 %), erscheint es noch nicht als
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gerechtfertigt, die variable Region trnS-trnfM als
solchen ,hot spot™ zu bezeichnen.

Der Polymorphismus zwischen trnS und ORF62 in
der Pyramidenpappel ,ltalica® wurde in keiner
anderen der untersuchten Schwarzpappeln gefunden.
Diese stammten alle aus Mittel- oder Westeuropa.
Man kann daher vermuten, daf die Pyramiden-
pappel nicht in dieser Region heimisch ist. Ein
Vergleich mit autochthonen Schwarzpappel-Klonen
aus Italien, West- und Zentralasien anhand dieses
Markers konnte moglicherweise die Frage der in der
Fachwelt seit langem umstrittenen geographischen
Herkunft des Pyramidenpappel-Klones kliren.

Riickschliisse auf die Evolution und Verwandtschaft
der Pappel-Arten

Unter der einigermafen berechtigten Annahme, daf3
die Hiufigkeit von Mutationen im Laufe der
Entwicklungsgeschichte der Pappelarten konstant
geblieben ist, kann der Verwandtschaftsgrad zweier
Arten auf der Grundlage der Anzahl der diese unter-
scheidenden Mutationen versuchsweise berechnet
werden. Auf diesem Ansatz basieren Berechnungs-
methoden wie jene von NEI (1987), bei welcher
Mutationen in Restriktions-Schnittstellen mit der
Linge der Erkennungssequenz der entsprechenden
Restriktions-Enzyme gewichtet werden. Dadurch
ergibt sich eine Nukleotid-Divergenz, die in Bezie-
hung zum entwicklungsgeschichtlichen Abstand der
Arten gesetzt werden kann. Dieser Ansatz wurde von
einigen Forschergruppen gewihlt, die mit der RFLP-
Methode die Pappel-Chloroplasten-DNA unter-
suchten (s. Diskussion in HEINZE 1998a, b). Wenn
nun nach den vorliegenden Ergebnissen kleine
Lingeninderungen den tiberwiegenden Anteil der
Mutationen in den Chloroplasten-Spacern stellen,
miissen die Ergebnisse dieser Untersuchungen revi-
diert werden. Die Anwendung der Berechnungsme-
thode von NEt (1987) auf der Grundlage von solchen
Lingeninderungen ist in der Fachwelt umstritten.
Eine solche Mutation stellt ebenso wie eine Punkt-
mutation ein einmaliges Mutationsereignis dar.
Allerdings kann nicht festgestellt werden, ob und
mit welcher Wahrscheinlichkeit nachtriiglich noch
Mutationen im Bereich der urspriinglichen Lingen-
mutation stattgefunden haben, wihrend fiir Punkt-
mutationen eine Wahrscheinlichkeit fir Riickmuta-
tionen angegeben werden kann und der Formel von
Nel (1987) zugrunde liegt. AuBerdem konnte kiirz-
lich gezeigt werden, daf die Mutationsrate in Chlo-
roplasten-Spacer-DNA-Abschnitten zweier Griser



22 FBVA-Berichie 105

stark von den benachbarten Nukleotiden an jeder
Stelle abhingt und daher mit Interdependenzen
verbunden ist, die das Geschehen sehr komplex
machen {(MORTON ET AL. 1997), wodurch sich der
evolutionidre Abstand einer einfachen Berechnung
wie im Modell von NEI (1987} entzieht. Fiir eine
eingehendere Diskussion dieses Sachverhaltes bei
Pappeln wird auf HEINZE (19984, b) verwiesen.

Praktische Verwendungsmdéglichkeiten

Vorrangiges Ziel der Untersuchungen war es,
genetische Marker zu finden, die die rasche und
zuverlissige Detektion von Chloroplasten-Typen
von Hybridpappeln bei Pappelnachkommen ermog-
lichen. Die vorgestellten Marker eignen sich alle fiir
diese Art von Analyse, da zwischen der hauptsich-
lich verbreiteten P. x euramericana und ihrer
Mutterart P. deltoides einerseits und den einheimi-
schen Schwarzpappeln P migra andererseits einige
Unterschiede im Chloroplasten-Genom detektierbar
sind. Vom Arbeitsaufivand her gesehen ist die
Analyse des Abschnittes trnD-trnT am schnellsten
durchzufithren, da der Polymorphismus bereits bei
PCR ohne anschliefenden Restriktions-Verdau
sichtbar wird. Fiir die Reihenuntersuchungen von
Schwarzpappel-Nachkommenschaften, iber die in
Kapitel 3-3 berichtet wird, wurde daher dieser
Marker vorrangig verwendet.

Auch Balsampappeln, die in Osterreich immer mehr
forstliche Verwendung finden (RascHKa 1997),
konnen auf Grund von Chloroplasten-DNA-Analysen
von Schwarzpappeln unterschieden werden. Dabei ist
bemerkenswert, daff die Balsampappeln in sich sehr
einheitliche Muster aufiveisen, obwohl es sich um
verschiedene Arten handelt (P trichocarpa und
P. maximowiczii wurden hauptsichlich untersucht).

Die Einkreuzung von Pyramidenpappeln in die
einheimischen Schwarzpappeln stellt ein bislang
nicht untersuchtes Problem dar, das fir die Gen-
erhaltung wichtig ist. Die Analyse des Poly-
morphismus, der die Pyramidenpappel ,.Italica® von
den anderen untersuchten Pappeln unterscheidet,
kann jedoch zu diesem Zweck nicht herangezogen
werden. Wie bereits in Kapitel 2 diskutiert, wird das
Chloroplasten-Genom in den Pappeln nach bisher
vorliegenden Erkenntnissen von der Mutter, also
dem Samenbaum, an die Nachkommen weiterge-
geben. Der in Osterreich weitverbreitete Pyramiden-
pappel-Klon ist jedoch minnlich und kann seine
Erbsubstanz somit nur iiber den Weg des Pollens
weitergeben.

3.2  Chromosomale DNA als
Unterscheidungsmerkmal

Eine Ubersicht tiber DNA-Marker aus dem Zellkern

wurde bereits im Kapitel 2.5 gegeben. Es soll nun die

Entwicklung von PCR-Tests fiir die molekular-

genetischen  Untersuchungen der Pappeln  be-

schrieben werden. Die notwendigen DNA-Sequenzen
stammten dabei aus den folgenden Quellen:

1) Primerpaare aus der Arbeit von BRADSHAW ET AL.
(1994);

2) DNA-Sequenzen in den internationalen DNA-
Datenbanken, die von Pappelarten isoliert
wurden und deren Funktion bekannt ist;

3) Primersequenzen fir rDNA mit weitem An-
wendungsspektrum aus der Literatur.

3.2.1 PCR-Primer und Untersuchungsmaterial

Tabelle 3-5 fithrt die einzelnen Primer, ihre

Sequenzen und die in der PCR getesteten Tempera-

turen fiir das ,annealing” an. Die selbstentworfenen

Primer wurden mit Hilfe des Computer-Programmes

PCRPLAN des Paketes PC/GENE 6.85 (Oxford

Molecular) ausgesucht bzw. auf allgemeine Eignung

getestet (Bindung an die DNA-Sequenz, Bindung an

sich selbst, optimale ,annealing"-Temperatur usw.).

Die ibrigen PCR-Bedingungen waren identisch mit

den in 3.1 angefishrten. Zusitzlich wurde in manchen

Versuchen das Enzympriparat ,AmpliTagGold*

{Perkin-Elmer} samt mitgelieferter Puffer verwendet.

Zuerst wurden 12-18 Pappelklone gepriift, die

Exemplare von P. nigra, P. deltoides, P. x euramericana

und Balsampappelkreuzungen enthielten (Tabelle 3-1).

Nach erfolgreicher Amplifikation eines DNA-Frag-

mentes im erwarteten Grofenbereich wurden etwaige

GroBenunterschiede zwischen den Klonen mittels

Agarose-Elektrophorese  gesucht.  Weiters wurde

versucht, Polymorphismen innerhalb der Sequenzen

mittels Restriktions-Enzym-Analyse (s. 3.1) darzu-
stellen. Die Interpretation der erhaltenen Muster hatte
dabei darauf Riicksicht zu nehmen, dafl in einem

DNA-Fragment mehrere Restriktions-Schnittstellen

auftreten kénnen, daf in einem Individuum zwei

Varianten {Allele) am selben Genlocus verhanden

sein kénnen und daf manche Genloci in sehr dhn-

lichen Varianten zwei- oder mehrfach im Kerngenom
vorhanden sein kénnen. Diese Tatsachen ergeben
komplexere Bandenmuster, als es bei der Analyse der

Chloroplasten-DNA der Fall ist. Fir die Interpre-

tation solcher Bandenmuster wurden kontrollierte

Kreuzungen (Tabelle 3-1) herangezogen.
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Tabelle 3-5:
Primer fiir nukleare DNA-Marker

Bezeichnung DNA-Sequenz 5°-3'

win3-P CCC GM GTG TCC AGA GC
win3-M CCC ACT CAA ATA GTC TAC
P757-P TIG CAG CAA GAA AGA ATG
P757-M TGC AGG ATC AAT TCC CIC
P767-P CTG CAG GCT AAT GTA CCC CTG
P767-M CTG CAG AAG AGG AAC TTC ACG A
P1018-P TAT TGT TGG TGG AGC TAACAT G
P1018-M MG GGG GAT GTA AAT GAMA A T
PPAL-P1 CAA GGC GGT GCT CTT CAG MG G
PPAL-M1 GCT GAG TGA GGC AGT GTG TGG C
POPX-P5 GTC CAA ATG TGA GCA GCA TTA TCC
PCOPX-M25 ATC AGT CTG AAG CAG GCC TCG
ITS 1 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G
ITS 4 GGA AGT MAAGT CGT AMC MG G
ITS5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC

Selbstentworfene Primer

In der internationalen DNA-Sequenz-Datenbank
GenBank finden sich eine DNA-Sequenz cines Gens
(mRNA) fur die Phenylalanin-Ammonium-Lyase
(PAL) eines P trichocarpa x P deltoides Hybrids
{SUBRAMANIANM  ET AL, 1993), sowie mehrere
Sequenzen desselben Gens {genomische DNA) aus
ciner Hybrid-Aspe, Populus x kitakamiensis (P,
sieboldii x P. grandidentata, OSAKABE ET AL. 1995).
Das Produkt (Enzym) des PAL-Gens spiclt eine
Rolle im Ligninaufbau in Pflanzen. Die DNA-
Sequenzen wurden zur Entwicklung eines Markers
harangezogen. Der genaue Vergleich der Sequenzen
mit Hilfe des Computer-Programms NALIGN aus
dem PC/GENE Programmpaket ergab, dafl die
Sequenzen aneinandergereiht  werden  konnten,
wenn die Position des Introns bei der Aspe in der
anderen Art iiberbriickt wurde. Introns unterliegen
im Laufe der Evolution nicht denselben rigiden
Selektionskriterien wie die exprimierten Teile des
Gens, die Exons. Es ist also in den Introns mehr
genetische Variation zu erwarten als in den Exons.
Dennoch bleibt die Position der Introns in den
Genen meist tiber evolutionire Zeitriume erhalten.
Deshalb  wurden mit Hilfe des Programmes
PCRPLAN aus PC/GENE Primer entworfen, die
dieses PAL-Intron flankieren und fiir die B tricho-
carpa x P. deltoides-Sequenz passen, da dieser Hybrid
der P. nigra und der P. x curamericana entwicklungs-
geschichtlich niher als die Aspe ist. Zwei geeignete
Primer-Sequenzen konnten so gefunden werden.

Tgrpr‘ltri::l?alfur Quelie
50°C Bradshaw et al. 1994
55°C Bradshaw et al. 1994
55°C Bradshaw et al. 1994
55°C Bradshaw et al. 1994
65¢C eigener Entwusf auf Basis GenBank Nr. POPPALGA
62°C eigener Entwurd auf Basis GenBank Nr. POPPO2
58-65°C White et al. (1950}

Diese sollten aus der Aspen-DNA ein Fragment mit
ca. 1000 bp amplifizieren, welches das gesamte
Intron und die angrenzenden Teile des Exons
umfaBt. Unter der Voraussetzung, daBl die Primer-
sequenzen in den verschiedenen Arten gentigend
stark iibercinstimmen, sollten die Primer auch aus
den hier interessierenden Schwarz- und Hybrid-
pappeln dieses Fragment amplifizieren.

Peroxidasen spielen wichtige Rollen im  Stoff-
wechsel von  Pflanzen. Peroxidase-Enzyme und
~Gene kommen in groBerer Anzahl in den einzelnen
Arten vor, man spricht deshalb von einer Gen-
familie, Diese  Genfamilie  kann  nach  der
Substratspezifitit der Enzyme, dem Wanderungsver-
halten der Enzyme in Elektrophoresegelen oder nach
Verwandtschaftsgraden der Gensequenzen unterteilt
werden. Nach der Substratspezifitat gibt es z.B.
Peroxidasen fur spezielle intermedidre Stoffwechsel-
produkte wie z.B. Ascorbinsiure, oder andere mit
breiteren Substratspektren. Peroxidasen konnen im
clektrischen  Feld zu  unterschiedlichen  Polen
wandern und werden danach in kathodische und
anodische Enzyme unterteilt. Eine Einteilung
pflanzlicher Peroxidasen in verschieden nahe mitein-
ander verwandte Gruppen aufgrund von Gense-
quenzen steckt bisher noch in den Ansiitzen (Simon
ET AL 1996). Offensichtlich sind noch nicht genug
Sequenzen bekannt, um  klare Abgrenzungen
vornchmen zu koénnen, was sicher damit zusam-
menhingt, daBl erst manche Pflanzenarten wie z.B.
Kren und Tabak in dieser Hinsicht viel besser unter-
sucht sind als der groBe Rest der Pflanzenarten. In
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jiingster Zeit (1996 und 1997)  Tabelle 3-6:

wurden in den internationalen  Pappel (Populus)-Peroxidase- DNA-Sequenzen in imternationalen Datenbanken
DNA-Sequenz-Datenbanken auch  yymmer Beschreibung
nzen dies er-
ch.uc ¢ SRELIUET \.er [POPP2] Aspen prvAda gene for peroxidase komplettes Gen - DNA
schiedenen Pappelarten deponiert ; :
e ; (POPPOI] Poputus nigra mRNA for peroxidase mRNA komplett
(s. Tab. 3-6). Primer wurden aus ) , i )
der Seauenz der Peroxidase von [POPPOZ] Poputus nigra peroxidase gene kompleties Gen - DNA
b q ltalica®. wie sie in | (POPPRYAL}  P.x kitakamiensis gene for peroxidase kornplettes Gen - DNA
+ BT NG, YT Sic 1N Japan [POPPA] Populus x kitakamiensis mRNA for peroxtdase — partiell, mRNA
untersucht wurde (s. GenBank — . )
A N POPPO i kel frorre) Populus x kitakamiensis mRNA for peroxidase  partiell, mRNA
lfcb 51' 2), entwickelt fporp1] Aspen priA3a gene for peroxidase kompleties Gen - DNA
(Tab. 3-5). [POPHPOX14]  P. x kitakamiensis gene for peroxidase partielles Ges - DNA, Exons 2, 3 and 4,
[PTPXPIPER]  P.trichocarpa mRNA for anionic peroxidase partiell, mRNA
[PTPXP2PER]  P.arichocampa mRNA for anionic peroxidase artiell, mRNA
p
|PTPXP3PER] P trichocarpa mRNA for anionic peroxidase partiell, mRNA
[PTPXP4PER]  P.irichocarpa mRNA for anionic peroxidase  partiell, mRNA

3.2.2 Ergebnisse
Primer aus BRADSHAW ET AL. (1994)

Von den 4 getesteten Primerpaaren aus BRADSHAW ET
AL {1994) wurden mit win3 dic besten Ergebnisse
erzielt: aus allen untersuchten Pappelkionen
konnten ein oder mehrere DNA-Fragmente von
100-300 bp Lange amplifiziert werden (s. unten).

Die uibrigen Bradshaw-Primer (P757, P767, P1018)
brachten unterschiedliche Ergebnisse in der PCR. Oft
wurden nur bei wenigen Klonen Banden amplifiziert,
manchmal bei gar keinen. Mit P767 wurden bessere
Ergebnisse erzielt, sobald ein qualitativ hochwertigeres
PCR-Enzym, AmpliTag Gold (Fa. Perkin-Elmer) ver-
wendet wurde. Es zeigten sich weniger Artefakte, wie
sic oft bei PCR-Reaktionen auftauchen. Dennoch

Abbildung 3-5:

Typische Bandeimmuster von win3.

« P trichocarpa (1, 2

« P maximowiczii x P. trichocarpa T2 Androscoggin’
(3)

P maximowiczit x P. nigra (?) T3, Rochester™ (4}

+ P maximowiczit x P x berolinensis T4 . Geneva®
(3)

P. nigra x P maxinowiczii (6, 7, 8, 9, 10)

P. trichocarpa x P, deltoides (11, 12)

P. nigra (13, 14), P. deloides (15, 16).

.

.

I
&

i

e
L
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e
L
St
—

konnten mit diesen drei Primerpaaren keine eindeutig
auswertbaren Ergebnisse erzielt werden.

win3

win3 stellt sich in P. deltoides bei der Agarose-Elek-
trophorese als einzelne Bande bei ca. 265 bp dar,
wihrend diese Bande in den abrigen Pappelarten
aufler P nigra bei ca. 165 bp lag. In P nigra traten
cine oder zwei Banden auf, wovon dic eine mit der
165 bp-Bande der Gbrigen Arten (aufler P. deltoides)
tbereinstimmte. Die andere, nicht in allen unter-
suchten P. nigra-Individuen auftretende Bande lag
bei ca. 210 bp. Schlieflich zeigten P. x enramericana-
Klone cin Muster mit den Elementen aus P nigra,
P deltoides und ciner zusitzlichen Bande oberhalb
von 300 bp (Abb. 3-5; HEINZE 1997).

M12 345 6 78 810 111213141516M

BRI °

I L Ergid
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Abbildung 3-6:

wAlignment” (Schema und Detail-Analyse) der win3-Sequenzen aus P. deltoides und P. trichocarpa.

15

Grafik P. deltoides - P. trichocarpa win3 255 b|p_
Litngencinschub - schematisch.

b:

P deltoides
P, trichocarpa

27 bp repeat

166 bp

Detaillierter Vergleich - ,alignment” - zwischen den beiden DNA-Sequenzen mittels Programm PC/GENE-NALIGN,
Priwerpositionen sind fett, die ,repeats™ in P. deltoides sind unterstrichen gekennzeichnet.

The two Bequences to be aligned are:

PTPROINH.

DE POPULUS DELTOIDES SERINE/PROTEINASE INHIBITOR (WIM3.12) GENE,
DE COMPLETE CDS.

0Ss POPULUS TRICEOCARPA X POPULUS DELTOIDES

Total number of bases: 1589,

PTGWIN3,

DE POPULUS TRICHOCARPA WOUND RESPONSIVE GWIN3 GENE
os PQPULUS TRICBOCARPA
Total number of bases: 1509

Open gap cost:100
Unit gap cost:10

The character to show that two aligned residues are identical is /|’

PTPROINH

PTGWIN3
PTPROINH

PTGWIN3
PTPROINH

PTGWIN3
PTPROINH

PTGWIN3
PTPROINH
PTGWIN3
PTPROINH
PTGWIN3
PTPROINH
PTGWINJ
PTPROINH

PTGWIN3
PTPROINH

PTGWIN3

AAGCTICCAACATCAATGATTATCTCTCAATAARCCATGATTTGGCCTAAR - 50
CELLDERREEEEE FEEEERRRLTTERET TN T R TR T TH
AAGCTTCCAACAT-AATGATTATCTCTCAATAACCATGATTTGGTCAAAA - 49
TAGTTTCTGTGCAAAAACAAAACTTTAGAATTAAARCTAAGARARACCAG -~ 100
CELECERVEERTER T PR R TR T ECEL TR
TAGTTTCTGTGCAAAAACAAA-CTTTAGAATTAARACTAAGARARACCAG - 98
win3p
TTATTGAARGCARACTAACCTATATTATTGATTAATCAGGTCTCCCGAAGT - 150
HIII[IIIIIIHI]IIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIHIIII
TTATTGAAGCARACTAACCTATATTATTGATTARTCAGGTC TCCCGAAGT - 148
GICCAGBBCAAATAAATGGACCAAAACGTTTTTAGAATACTTGAACGTGT ~ 200
lIIIIIIIIIIIHIIII||IIIIIIHII|IIIIIIIII||||I|IIII
GTCCAGAGCAAATAAATGGACCAAAACGTTTTTAGAATACTTGAACGTGT - 198
repeat {27 bp)
AATCTCATTTTARATGACTGGTTATGACCTTGACAGCT CACACTGTTCAT - 250
LHVEEVTETEE LT e II[IIIIIIIIIIIIII
AATCTCATTTTAAATGACTGATTATGAGCTTGACAGC Tmmm mm = e mmm e - 236
GCTTTCTCTTTTTTATTTTTATGTATTCTCGACTTCAACAAARAARRRRAR - 300
- 236
repeat (27 bp)
TAAATTTGATTTGAAGGTGTAAT - 350
LELERVEREELT LT RRNTEET
TARATTTGATTTGAAGGTGTAAT - 259
win3M
TAGTAGTTTTAATTGAAGTTATTTATAAAGTAGACTATTTGAGTGGGTIT - 400
PIERRTLILTEEI L IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TAGTAGTTTTAATTGAACTTATTTATAAAGTAGACTATTTGAGTGGGTIT - 309
TGITCAAMATACATGGTGTMATI‘ITTGAGTTGTCAAG‘ITCACCAAT - 450
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII]IIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TGTTCAATTTTATACATGGTGTTTATTTTTGAGTTGTCAAGTTCA - 359
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Zur Aufklirung der Vererbungsmodalititen dieser
Banden wurde die SSCP-Analyse eingesetzt (s. 3.1).
Bei dieser Elektrophoresetechnik wird die in Einzel-
stringe getrennte DNA in speziellen Polyacrylamid-
gelen nach ihren Sequenzeigenschaften aufgetrennt.
Fiir P, deltoides oder P. trichocarpa traten jeweils zwei
Banden auf, die deutlich voneinander getrennt
waren. P. nigra zeigte zwei bis vier einzelne Banden,
die im Bereich der P trichocarpa-Banden lagen und
zwischen den untersuchten P. nigra-Klonen Varia-
tion zeigten. Hybridklone aus P. deltoides und P
nigra zeigten in dieser Analyse ein additives Muster
aus den beiden Elternarten ohne zusitzliche Banden,
wie sie bei der Agarose-Elektrophorese aufgetreten
waren. Die Analyse einer kontrollierten Kreuzung
aus P deltoides x P migra (.Sarvir 1*, GERGACZ
1988/89) zeigte, dafl alle Banden der Eltern sich auch
in den Nachkommen finden.

In den internationalen DNA-Gen-Datenbanken
sind Beispiclsequenzen dieses Abschnittes aus
P. deltoides und P. trichocarpa zu finden. Es handelt
sich um ein Gen mit der vermuteten Funktion eines
Serin-Proteinase-Inhibitors, das bei Verwundungen
des Pflanzengewebes aktiviert wird (HoLuck &
GORDON 1995). Bei einem detaillierten Vergleich
dieser Sequenzen (,alignment“-Analyse) fallt auf,
dal sich der Groflenunterschied zwischen den
Fragmenten beider Arten, der tatsichlich 255 zu 165
bp betrigt, am einfachsten durch die Annahme eines
Einschubes von ca. 90 bp in P. deftoides erkliren laGit,
der mit einer Verdoppelung einer Sequenz von 27 bp
(wrepeat”™) einhergeht (Abb. 3-6). Die Daten aus der
Agarose-Elektrophorese tiberschitzen die Linge der
DNA-Sequenz um 3,9 bzw. 0,6 %. Das kann auf die
der Agarose-Elektrophorese innewohnende Un-
genauigkeit {(+ 5 %) und/ oder auf Polymorphismen
zwischen den von HoLLick & Gorpon (1995) und
in dieser Arbeit analysierten Klonen zuriickzufiihren
sein.

Somit bietet sich als Erklirungsmaéglichkeit fiir die
Elektrophorese-Muster folgender Sachverhalt an: die
Sequenz dieses Genes hat im Lauf der Evolution der
Pappelarten in P. deltoides einen Einschub von ca. 90
bp erhalten, der mit der Verdoppelung von 27 bp
einherging. So entstanden in den reinen Arten
P, deltoides und P, trichocarpa Fragmente unterschied-
licher Linge. Die Banden in P. nigra sind am einfach-
sten durch eine Genverdoppelung zu erkliren. Die
alternative Annahme von unterschiedlichen Allelen
an nur einem Locus in P. nigra erscheint durch die
SSCP-Analyse der kontrollierten Kreuzung widerlegt,
da in deren Nachkommen diese Allele nicht segre-

gieren. Wiahrend nun P. x euramericana-Klone in der
SSCP-Analyse additive Muster der Elternarten
aufweisen, treten in der Agarose-Elektrophorese
Banden auf, die in keinem Elternteil vorkommen.
Diese konnen am besten durch die Bildung von
Heteroduplex-DNA-Molekiilen in den letzten Zyklen
der PCR erklirt werden. Dabei lagern sich je ein
Einzelstrang der P. deltoides- und der P. nigra-eigenen
DNA zusammen und bilden einen Hybrid-Doppel-
strang. Dessen Bildung wird durch die hohere
Konzentration an DNA in den letzten PCR-Zyklen
begiinstigt. Dieser Hybrid-Doppelstrang konnte
durch einige Basen am Ende des repeats stabilisiert
werden (Abb. 3-7). In der Agarose-Elektrophorese
wiirde dieser Hybrid-Doppelstrang durch die abste-
hende Schleife verlangsamt werden, wodurch sich die
scheinbar hohermolekulare Bande bei iiber 300 bp
erkliren liee. In der SSCP-Analyse liegen Einzel-
stringe vor; die Hybrid-Doppelstrang-Bande kann
also nicht beobachtet werden.

Abbildung 3-7:
Modell fiir die Schieifenbildung von Heteroduplex-DNA
bet der Analyse von Hybridpappeln mit win3.

(Schleife)

AC G.
BCT-ACA
C-G
G-C
-GCTTGACA-TTAA. ..
+GCTTGACA TTAA... s

G-C

P. deltoides we..
P. nigra,

P. trichocarpa

PPAL: Phenylalanin-Ammonium-Lyase

PCR-Reaktionen mit den entworfenen Primern und
12 Pappelklonen zeigten eine Bande bei ca. 1000 bp.
Bei Verdau mit dem Restriktions-Enzym Hinf I
entstanden daraus zwei Banden bei ca. 800 und 200
bp. Auch die Restriktions-Enzyme Rsa I und Msp 1
bewirkten einen Abbau des Fragmentes. Beim Ansatz
mit Hae 1II zeigten sich Banden bei ca. 350 und
650 bp, wobei im Bereich 350 bp bei manchen Klonen
mehrere Banden zu sehen waren. Meist handelte es
sich dabei um P x curamericana-Hybride oder
P. deltoides-Klone. Deshalb wurde versucht, mit Hilfe
der kontrollierten Kreuzungen den Erbgang der Frag-
mente dieses Gens nachzuvollzichen. Dabei fiel



Molekulargenetische Unterscheidung und Identifizierung von Schwarzpappeln und Hybridpappelklonen 27

zunichst ein segregierendes Allel in der P. deltoides S-
307-24 und ihren Nachkommen (Familie ,,Sdrvir 2%
GERGACZ 1988/89) auf, bei dem die 650 bp-Bande in
zwei Teile von ca. 220 und 420 bp zerfiel. Dieses Allel
wurde mit ,D2" bezeichnet. Die Interpretation der
{ibrigen Banden bei etwa 350 bp gestaltete sich etwas
schwieriger; hier war dic Beizichung der vom Istituto
Sperimentazione di Poppicultura (Casale Monferrato,
Italien) zur Verfiigung gestellten Rickkreuzung
(P deltoides x P. nigra) x P nigra hilfreich. Die
plausibelste Erklirung fiir die beobachteten Banden-
muster ist die Annahme unterschiedlicher Allele in
den Arten P nigra und P. deltoides, wobei jenes der
P, deltoides (D1} etwas linger sein diirfte. Ahnlich wie
schon bei win3 entstehen wahrscheinlich  wieder
durch die Ancinanderlagerung von ihnlichen, aber
nicht vollkommen komplementiren Einzelstringen
zusiitzliche, in den Eltern nicht nachweisbare Banden.
Dieser Genabschnitt liefert also einen zusitzlichen
Marker fiur die Introgression von Allelen der
P deltoides in den Genpool von P nigra. Deshalb
wurde cine Reihe von osterreichischen P nigra-
Herkiinften damit untersucht {Kap. 3.3).

POPX: Peroxidase

Die Primer (Tab. 3-5) amplifizierten cine Bande
oder ¢in unscharf getrenntes Gemisch von Banden
bei ca. 1100-1250 bp. Diese Amplifikations-
Produkte wurden mit mehreren Restriktions-
Enzymen behandelt, um so mogliche Polymor-
phismen zu finden. Es konnte cine Reihe solcher
Polymorphismen gefunden werden.

Abildung 3-8:

Typische Bandenmuster von POPX
- Msp L Pfeife weisen anf die
entsprechend bezeichneten Banden.

—

2 deltoides (1, 2, 8, 9)

2 nigra (3,4, 5, 13, 14)

Y x curamericana (10, 1, 12)
« P nigra x P, maximowiczii (15)
2 trichocarpa (16)

.
—

_—

—

M123456 78 9101121314 15

Bei Behandlung mit dem Enzym Msp [ zeigten
sich invariante Banden bei ca. 200 bp und 1000 bp.
Polymorphismen traten in Form von Banden bei
ca. 300, 650, 700 und 800 bp auf (Abb. 3-8). Von
diesen war die Bande bei 800 bp in P nigra und
P. x euramericana, jene bei ca. 700 bp vornehmlich
in P. trichocarpa-Klonen zu finden. Verdau mit Hinf
I brachte 4 invariante Banden (2 x ca. 200 bp, 300 bp
und 450 bp} und 3 variable Banden zutage (ca.
310 bp, 400 bp, 500 bp).

Eine genauere Betrachtung ergab, dafl die Banden
650 bp (Msp I-Verdau) + 400 bp (Hinf I-Verdau)
cinerseits sowie 500 bp (Msp I} + 700 bp {Hinf I)
jeweils in der Mehrzahl der umtersuchten Klone
zusammen vorkamen (70 von 72 bzw. 68 von 72
Klonen). Es handelt sich also hochstwahrscheinlich
um dieselben Allele, die mit unterschiedlichen
Enzymen detektierbar sind. Die wenigen Aus-
nahmen konnten auf Beurteilungs- oder Analysen-
fehler zuriickgehen, oder weitere Allele darstellen.
Mit diesen Banden stehen also Marker far Balsam-
pappeln zur Verfiigung, und solche, die innerhalb
der P. nigra Variabilitit aufzeigen.

ITS

Diese Primer wurden fiir dic Amplifizierung der
internen ,,Spacer” (Abstandhalter-DNA) der rDNA
entworfen (WHITE ET AL, 1990; s. Kapitel 2.5).
Urspriinglich dienten pilzliche DNA-Sequenzen als
Grundlage fiir das Primer-Design. Spiter stellte sich
heraus, da3 auch Pflanzen-rDNA damit analysiert
werden kann. Dabei kann es aber zu Komplika-

16 M
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tionen durch Verunreinigungen der DNA-Priparate
kommen, etwa durch pilzliche Endophyten in
Biumen (CAMACHO ET AL. 1997).

Bei der Analyse dieser Sequenzen in Pappeln
traten mehrere Banden im Bereich von 600-800 bp
auf. Hierbei ist der von PRADO ET AL. (1996) festge-
stellte Sachverhait, wonach in manchen Pappelarten
mehrere rDNA-Genloci auftreten, in Erinnerung zu
rufen. Eine einfache genetische Interpretation war
demnach nicht moglich. Die Muster waren nicht
eindeutig wiederholbar und konnten daher nicht zur
Analyse herangezogen werden.

3.2.3 Diskussion

Mit den vorgestellten Markern kann genetische
Variation auf mehreren Ebenen analysiert werden.
Die ca. 250 bp-Bande von win3 und eine Bande in
POPX - Msp I stellen Marker fir die Arten
P. deltoides bzw. P. trichocarpa und andere Balsam-
pappeln dar. Die Marker finden sich in den reinen
Arten und in allen Hybriden der ersten Generation.
Zur Untersuchung der Introgression sind sie inso-
fern bestens geeignet, als bei ihrer Anwesenheit
zwingend auf eine Beteiligung der betreffenden Art
am untersuchten Individuum geschlossen werden
kann. Der Umkehrschluff gilt nicht: Abwesenheit
des Markers ist in Hybriden der zweiten und
spéteren Generationen mit den Mendelschen Verer-
bungsregeln maglich. Allerdings erlaubt die gleich-
zeitige  Betrachtung  michrerer solcher Marker
Aussagen iiber die Walrscheinlichkeit, ob tatsichlich
keine Introgression vorliegt. Die Sicherheit der
Aussage steigt mit der Anzahl der Marker.

Daneben gibt es Marker, die innerhalb von Arten
Polymorphismen zeigen. Dazu gehort die oberste
variable Bande im Muster POPX - Msp I und die fall-
weise aufiretende zweite Bande in win3, die in
B nigra polymorph sind, und die Bande D2 in PPAL,
die auf P. deltoides zuriickgeht. Diese Banden finden
sich in manchen, aber nicht allen Hybriden, an
denen die jeweiligen reinen Arten beteiligt sind. Far
die Beurteilung der Introgression bicten sie etwas
weniger Sicherheit, da aus ihrer Abwesenheit nicht
unbedingt auf Abwesenheit von Introgression
geschlossen werden kann. Sie erlauben aber Aussagen
iiber die Einheitlichkeit von beernteten Bestinden.
Sobald sich zwei Varianten innerhalb eines Bestandes
finden, kann es sich nicht um einkloniges Material
handeln. Durch die Kombination mehrerer einzelner
Marker-Genotypen ergeben sich im Falle von nicht
verklonten Pflanzen, die aus Samen entstanden sind,

meist weitere unterscheidbare Genotypen. Die varia-
blen und die artspezifischen Banden koénnen auch
zur Charakterisierung von Hybridpappeln verwendet
werden. Artspezifische Banden legen den Typ der
Kreuzung fest, wihrend die variablen Banden Klone
unterscheidbar machen.

Die Marker trnD-trnT, win3 und PPAL - Hae IlI
wurden deshalb zur Beschreibung von Introgression
in Restvorkommen der Schwarzpappel eingesetzt
{Kapitel 3.3). Zusitzlich zu diesen Markern wurden
auch POPX - Msp I und POPX - Hinf I zur Charak-
terisierung der Hybridpappeln verwendet (Kapitel 4).

3.3 Reihenuntersuchungen zur Introgression

Die in den Kapiteln 3.1 und 3.2 diskutierten
Analysen wurden zur Beurteilung der Introgression
von Hybridpappeln mit der einheimischen P. nigra
herangezogen. Dabei wurde Untersuchungsmaterial
aus den folgenden Quellen bezogen:

1) Knospen aus vier Bestinden unterschiedlichen
Alters im Wiener Raum;

2} Knospen von Steckholzern aus einem Grofiteil
des osterreichischen Verbreitungsgebietes, die fur
die Anlage ciner reprisentativen Klonsammlung
gesammelt wurden (HEINZE 1998 c};

3) Knospen- und Blattmaterial von Simlingen, die
aus selbstgeerntetem Saatgut gezogen wurden.

Die dkologischen Bedingungen der einzelnen Stand-
orte, von denen das Probenmaterial stammt, reichen
von einzelnstchenden Baumen in der Kultur-
landschaft bis zu alten Bestinden im Nationalpark
Donau-Auen.
3.3.1 Untersuchte Klone und DNA-Marker
Ortsbezeichnungen und die genauen geographi-
schen Koordinaten des Untersuchungsmaterials sind
in Tabelle 3-7 angefiihrt. Es wurden sowohl Knospen
und Blitter von Biumen nahezu jeden Alters als
auch Keimlinge oder im Versuchsgarten aus Samen
gezogene Pflanzen untersucht.

Es wurden die in Kapitel 3.1 und 3.2 vorgestellten
Marker angewendet. Dabei diente fiir die Beurteilung
der Chloroplasten-DNA hauptsiichlich nur Primer-
paar trnD-trnT, da die Unterschiede zwischen P. nigra
einerseits und P deltoides und P x euramericana
andererseits mit diesem Marker bereits ohne Durch-
fuhrung der Restriktions-Analyse darstellbar sind. Von
den nuklearen Markern wurde annihernd das gesamte
Material mit win3, ein GroBteil auch mit PPAL - Hae
Il (Kapitel 3.2) untersucht. Andere in Kapitel 3.2
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Tabelle 3-8:

Analysiertes Material fiir Introgression (Anzahl Pflanzen fiir jeden Marker)

Herkunft/
Standort

Anthering

Dstermiething - Ettenau

Miihlheim

Feldkirchen

Traun

Puchanau

Steyr

Melk

Zidbing/ Kamp

Keivarienbarp Stiefarn-Schinbarg/ Kamp
Krems

Grafenegg Saebarn

Ochsenhurg

Prauwitz

Klosterneuburg

Schwanztackenau

Frisdensbrilcke, Spittalay
Donaukanal-Radweq “Minze”
Donaukanal-Radwegq Spittelau norddstl. Briicke
Donauvkenal-Radwep Boky Neuban
Donaukenzl-Radweg Attbaum zw. Spittelau und Friedensbrilcke
Donaukenal-Redweg "Gdsser-Minze”
Brigittaspitz

Donavinse] Mitta

Donauinsel Nord

MB Hybrid Samlinga

MB WienfluBaufsicht

Das Schwarze Loch Lobay

Lobau Altpappeln bei Hybridpappsl-Plantage
Lettenhaufan

Untere Lobau

Lobau Kreuzgrund

Lobau HeiRl&nde Kihwidrther Wehr
Lobau Kreuzgrund Heillinda

Lobau dihafen Donau-Oder-Kanal
Lobau Génshaufen

Lobau Rettungshaus

Albam

Mannswirth

Fischamend

Haslau

Patronell

Hainburg

Eckartsau

Steiermark

$§t. Johann - Flecker-Kreuz

Material

Blétter
Blatter
Blatter
Knospen
Knospan
Knospen
Knaspan
junge Blétter
Knospen
Knospen
Knospen
Knospen
junge Blétter
Knospen
Knospen
Knospen
Knospen
Keimlinge
Knospea
Knospen
Knospen
Knospen
junge Bldtter
junge Bldtter
junge Blatter
junge Blétiar
Knospen
junge Blattar
Keimlinge
Knospen
Knospen
junge Blittar
Knospen
Knospen
Knospen
Knaspen
Knospen
Knospen
Knospen
Knospen
Knospen
Knospen
Knaespen
Knospan
Knospen

Knospen

win3

- = HOHE oMo N MmN

) ) = -
= = th @ wm

trnD-
traT

~ w8 oo

45
12

PPAL -
Hae I

(LR CTRR R o S CREE T - S X

- W B

andare

trnfM-tmS: 5

POPX - Msp 1: 46

POPX - Msp {: 12, POPX - Hinf : 16

POPX - Msp I: 37

rGM-DRFG2P: 35, POPX - Msp 1 47

tmGM-0RFG2P: 33, POPX - Msp | 36

POPX-Msp L9
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erwihnte Marker wurden nur fiir wenige Herkiinfte
angewendet. Eine Ubersicht gibt Tabelle 3-8,

Eine Pflanze wurde dann als nicht mehr ,reine®
Schwarzpappel qualifiziert, wenn mindestens einer
der untersuchten Marker die fir P. deltoides /
P. x euramericana typische Ausprigung aufwies. In
dhnlicher Weise wurden Bestinde beurteilt. Der
Anteil von Hybridpappel-beeinflufiten Pflanzen im
Bestand wurde als Prozentsatz der Pflanzen mit
Chloroplasten-Markern oder Kern-DNA-Markern
berechnet, die nicht der Schwarzpappel entsprechen.

3.3.2 Ergebnisse

Der iiberwiegende Teil der untersuchten Pflanzen
und Herkiinfte wies in allen untersuchten Merk-
malen die far P nigra typischen Marker auf. Die
gefundenen Abweichungen von dieser genetischen
Konstellation sind in Tabelle 3-9 angefithrt. Dabei
handelt es sich um:

1) Samenpartien direkt von Hybridpappeln geerntet
oder unter alten Hybridpappeln aufgelesen;

2) einen Bestand im oberen Murtal / Steiermark
aulerhalb des natiirlichen Verbreitungsgebietes,
der somit vermutlich aus gesetzten Hybrid-
pappeln besteht;

3) einzelne offensichtlich aus Samenanflug hervorge-
gangene Biume vorwiegend jungeren Alters (bis
ca. 20 Jahre) und

4) um moglicherweise durch Ausschlag von Hybrid-
pappel-Wurzelstcken entstandene Baume.

Diese letztere Kategorie betraf z.B. zwei Baume auf
einer ca. 60jahrigen Fliche in Wien.

Bei den direkt von weiblichen Hybridpappeln ge-
wonnenen Samen (Fall 1), die zum Grofteil keim-
fihig sind, wurde ein buntes Sammelsurium von
genetischen Konstellationen gefunden. Das wird
aufgrund der Mendelschen Vererbungsregeln dann
erwartet, wenn Kreuzungen von Hybridpappeln
untereinander oder mit Schwarzpappeln stattge-
funden haben. Es fanden sich darunter auch Kern-
DNA-Marker der P deltoides in der reinerbigen
Konstellation (z.B. Samencharge ,.Melk"). Eine
solche Konstellation kana nur entstehen, wenn sich
P deltoides oder ihre Hybriden untereinander
kreuzen. Im vorliegenden Fall handelt es sich also
mit hochster Wahrscheinlichkeit um Nachkommen
einer Kreuzung P x euramericana X P. x eurameri-
cana. Bei den Fillen 2 und 4 zeigten die Marker die
fir Hybridpappeln der ersten Generation typische
Konsteliation: die Chloroplasten-Marker entspra-
chen P. deltoides, und die untersuchten Kern-DNA-
Marker wiesen je ein Allel von P. nigra und eines von
P deltoides auf. Daraus kann geschlossen werden,
daf es sich bei diesem Material tatsichlich um
Hybriden der ersten Generation handelt, die durch
Pflanzung dort etabliert wurden und sich z.B. durch
Stockausschlag auch nach der ersten Umtriebszeit
halten konnten. Der Fall 3 betrifft die eigentliche

Tabelle 3-9:
Individuen it Hybridpappel-beeinflufitenr Mustern
Mindest-Anteil
Herkunft Nummer Chloroplasten-Typ untersuchte nukleare Marker; Typ Hybridpappel
Grafenegy/ Seebarn  4,5,6 P. nigra P. nigra (win3); P. x euramericana (PPAL) ? 3/50 {6 %} ?
Metk 1-24 P. deltoides Segregation: 100 %
win3-Tpyen: 14 x P. nigra, 8 x P. x euramericana,
1x P. deltoides;,
PPAL - Msp |- Typen: 7 x P. nigra, 14 x P. x euramericana,
2 x P. deltoides
Klosterneuburg 14 F. deitoides P. x euramericana 1/17 15,8 %)
Mariabrunn Hybrid- 1-15 P. deltoides win3-Typen; 8 x P. nigra, 4 x P. x euramaricana, 100 %
pappel Siidgartan 2 x P. deltoides
Albern 10, 13,41 P. deltoides P. x euramericana {win3, PPAL} 3/39 {76 %)
45 P. deltoides F. nigra{win3|, P. euramericana (PPAL) 2/50 (4 %)
R 8 P.deltoides  P. deltoides (win3, PPAL)
Steiermark 4,6,7  P.deltoides  P.dehoides|win3, PPAL) 3/3 (100 %)

{Puxer Au)
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Introgression, also die schleichende Vermischung
der Arten. Auf diesen Umstand weist die cigen-
tiimliche Marker-Konstellation an manchen dieser
Pflanzen hin. Es wurde nimlich an manchen
Genmarkern die P. nigra - typische, an anderen die
auf Hybriden hinweisende Konstellation gefunden.
Daraus lifft sich schlieBen, daf es sich um
Kreuzungen Hybrid x Schwarzpappel handelt. Der
Chloroplasten-Marker weist darauf hin, daf in den
bisher aufgetretenen Fiillen Hybridpappelklone als
Samenbiume anzunehmen sind. Die Bestiubung
erfolgte demnach durch P, nigra - Pollen. Der um-
gekehrte Fall der Bestiubung einer weiblichen
P nigra durch Hybridpappel-Pollen minnlicher
Klone trat im Untersuchungsmaterial nur bei drei
Pflanzen aus Stockausschlag im Revier Seebarn der
Forstverwaltung Grafenegg auf: Am PPAL - Hae Lii -
Marker wiesen diese das typische Hybrid-Muster
auf, wiihrend alle anderen Marker auf typische
P, nigra hinwiesen. Dieser Fall konnte aber nicht nur
eine Einkreuzung, sondern alternativ auch ein bisher
nicht entdecktes P. nigra - Allel darstellen.

3.3.3 Diskussion

Die Ergebnisse lassen die folgenden Schliisse zu:
Hybridpappeln vermehren sich auch auf genera-
tivem Weg; Samlinge von Hybridpappeln kénnen
sich auch unter natiirlichen Bedingungen halten;
und gepflanzte Hybridpappeln oder Stockausschlige
konnen refativ leicht mit einheimischen Schwarz-
pappeln verwechselt werden. Dennoch besteht die
iiberwiegende Mehrheit des untersuchten Materials
aus ,reinen Schwarzpappeln, wofiir verschiedene
Faktoren verantwortlich sein kénnen.

Die Moglichkeit, daf sich Hybridpappeln auf
generativem Weg, also iiber Samen und Pollen,
vermehren kénnen, wurde offenbar bisher unter-
schiitzt. Hybridpappeln wurden teilweise fiir steril
gehalten, teilweise hielt man sie deswegen fiir fort-
pflanzungsunfihig, weil nach Entfernung der
Schwarzpappeln in der Nihe minnlicher Sorten
keine Verjiingung gefunden wurde (WENDELBERGER-
ZELINKA 1952). Tatsiichlich aber scheint es keine
generelle Sterilitat der Hybridpappelklone zu geben.
Hybridpappeln lassen sich untereinander in
verschiedenen Kombinationen und mit Schwarz-
pappeln im Glashavs kiinstlich kreuzen. Allenfalls
konnte man herabgesetzte Fertilitit vermuten. Die
vorliegenden Ergebnisse beweisen, daB solche
Kreuzungen auch unter natiirlichen Bedingungen
am Standort vorkommen. Dabei kreuzen sich

sowohl Hybridpappeln untercinander, wie in der
Samencharge ,,Melk", als auch weibliche Hybrid-
pappeln mit einheimischen Schwarzpappeln, wie
zumindest eine am Standort Mannsworth aufge-
fundene  Pflanze zwingend Dbeweist. Diese
Kreuzungen sind rein duflerlich nicht von Schwarz-
pappel-Siamlingen zu unterscheiden.

Eine Selektion am natiirlichen Standort gegen
diese Produkte der Introgression scheint mdéglich
(LEGIONNET & LEFEVRE 1996), liflt sich aus den
vorliegenden Daten jedoch nicht ableiten. Immerhin
sei festgehalten, dafl unter den im Versuchsgarten
gezogenen Simlingen solche von Hybridpappeln
eine etwas hohere Ausfallsrate zu zeigen scheinen.

Wihrend die generative Vermehrung weiblicher
Hybridpappeln nachgewiesen werden konnte, fehlen
zwingende Nachweise fir dic Bestiubung von
Schwarzpappeln durch Pollen miinnlicher Hybrid-
pappeln. Nur im Fall der Hybridpappel-Absaaten
muf} Hybridpappel-Pollen beteiligt gewesen sein
(die drei eigentimlichen Seebarner PPAL - Hae III -
Muster konnten, miissen aber nicht auf Hybrid-
pappel-Pollen zuriickzufithren sein). Die Moglich-
keit der Bestiubung von weiblichen P nigra -
Biumen durch Hybridpappel-Pollen kann aber
aufgrund der erhobenen Daten keinesfalls generell
ausgeschlossen werden. Im Gegenteil scheint eine
solche Konstellation aus statistischen Uberlegungen
plausibel. Es wurden aufler unter weiblichen
Hybridpappeln  nur  wenige Exemplare von
Kreuzungen weiblicher Hybridpappeln mit Schwarz-
pappel-Pollen gefunden. Wenn Kreuzungsprodukte
von weiblichen P. nigra mit P. x euramericana-Pollen
dhnlich selten sind, kénnten sie rein zufillig nicht in
den Stichproben vorhanden gewesen sein.

Eine Erklirungsmoglichkeit fiir  tatsichliche
Hiufigkeitsunterschiede zwischen den beiden
Richtungen der Riickkreuzung wire in der Dauer
und im Zeitpunkt der Blithperiode zu suchen. Ein
Bestand weiblicher Hybridpappeln, meist nur aus
cinem Klon bestehend, der dann in einem relativ
engem Zeitintervall blithen wiirde, kann durch die
kontinuierliche Pollenproduktion eines natiirlichen
Schwarzpappelbestandes leicht bestiubt werden.
Eine Anzahl weiblicher Schwarzpappeln, die zu
unterschiedlichen Zeiten blithen und auf die relativ
enge Blihperiode eines minnlichen einklonigen
Hybridpappelbestandes angewiesen wiiren, wiirde
wahrscheinlich eher von vorhandenen ménnlichen
Schwarzpappeln  mit  kontinuierlicher  Pollen-
produktion bestiubt als vom Hybridpappelklon mit
der engeren Blithperiode.
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Ein weiterer Grund fir die Seltenheit von
Kreuzungen P. nigra X P. x euramericana kinnten
spezifische genetische Unvertriglichkeiten sein. Es
ist denkbar, dafl manche P. deltoides-stimmige Gene
fur die korrekte Kooperation mit P deltoides-
stimmigen Chloroplasten, die mitterlich vererbt
werden, notwendig sind.

Die enge Verwandtschaft vieler ,alter* Hybrid-
pappelklone untereinander kénnte die gegenseitige
Befruchtungsrate  verringern (Inzuchtdepression)
und Schwarzpappeln bei der Bestiubung weiblicher
Hybridpappein bevorzugen. Das konnte ebenfalls
den hohen Anteil von P. nigra-Genkombinationen
in Hybrid-Absaaten erkliren.

Samlinge aus solchen Kreuzungen konnen sich
unter ,natirlichen Schwarzpappelanflug mischen
und am natiirlichen Standort zumindest die ersten
Jahre mit den ,echten” Schwarzpappelsimlingen
mithalten. LEGIONNET & LEFEVRE (1996) vermuten,
daf sich der Anteil solcher eingekreuzter Nach-
kommen mit der Zeit verringert, diese also verstarkt
ausfallen. Demgegeniiber erscheint es aber durchaus
moglich, dal z.B. bei Anflug geringerer Dichte
einzelne cingekreuzte Individuen in den Bestand mit
einwachsen, oder dafl Simlinge, die sich schon im
fruhen Alter gegen die Konkurrenz durchgesetzt
haben, dies auch weiterhin tun werden. Dies wire
eine alternative Erklirungsmoglichkeit fir die
60jihrigen Pappeln mit Hybrid-Muster auf der
Fliche in Albern.

Maogliche Faktoren, die den Antesl solcher ein-
gekreuzter Individuen an Verjiingungen bestimmen,
sind: das Dichteverhiltnis Schwarzpappeln/Hybrid-
pappeln, das Alters- und Kronenvolumensver-
haltnis, die Geschlechterverteilung, die klon-
spezifischen Blithperioden, und die Verfiigbarkeit
von Ansamungsflichen. Da man davon ausgehen
kann, dafl Hybridpappelbestinde meist einklonig
sind, ist eine Gruppe ,natiirlich” entstandener
Schwarzpappeln meist dahingehend bevorteilt, sich
eher untereinander zu kreuzen: beide Geschlechter
kommen vor, und die Blithperioden sind iiber einen
lingeren Zeitraum verteilt. Bei gemischtklonigen
Hybridpappel-Flichen spielen diese Faktoren eben-
falls eine Rolle. Im Nationalpark Donau-Auen z.B.
bestehen viele Flichen aus den beiden Klonen
wHarff-Regenerata® (weiblich) und ,Robusta®
{minnlich). Da sich deren Bliihperiode anscheinend

tberschneidet, ist durchaus mit Kreuzungsnach-

kommen zu rechnen. Andererseits verfiigen gerade

in diesem Bereich die verbliebenen alten Schwarz-
pappeln iber groflere Kronen, sie stehen oft freier
und weisen oft ein grofleres Alter auf, alles Faktoren,

die die Bluhwilligkeit der Bdume erhhen. Im

Gegensatz dazu neigen Hybridpappeln geringeren

Alters im engen Verband weniger zur Bliitenbildung.

In den vorliegenden Untersuchungen lagen die
Anteile von Hybridpappel-beeinflufiten Pflanzen
unter Schwarzpappeln zwischen 0 und ca. 10 %.
Allerdings ist zu bemerken, daf8 manchmal nur auf-
grund der groflen Stichproben diese Pflanzen erfaflt
wurden. Die tatsichlich mogliche ,,Dunkelziffer” kann
daher durchaus auch mehr betragen. Diese subtile
wEinwanderung” oder Introgression der Hybridpap-
peln in den Genpool der heimischen Schwarzpappel
ist aufgrund morphologischer Betrachtung sicher nur
schwer nachzuvollziehen, vor allem bei Aufnahmen
im Gelinde. Aus dem Fehlen duflerer Hybridpappel-
Merkmale in Schwarzpappel-Verjingung sollte also
nicht automatisch auf der ,Reinheit“ von Hybrid-
pappel-Genen geschlossen werden.

Die Pyramidenpappel P. nigra ,ltalica®, die
praktisch in ganz Osterreich verbreitet ist, konnte
durch Einkreuzung den Genpool der Schwarzpappel
ebenfalls stark einschrinken. Dieser Klon wurde in
die Untersuchungen mit einbezogen. Aus den
vorliegenden Daten konnen allerdings keine
Aussagen uber eine solche Einkreuzung abgeleitet
werden: Keiner der untersuchten Marker war fiir
diesen Klon typisch. Das kénnte mehrere Griinde
haben:

1) Der Klon, der schon seit Jahrhunderten in
Europa prisent ist, hat seine Gene bereits so weit
in den Genpool eingebracht, da er sich gene-
tisch nicht mehr besonders auffillig unter-
scheidet. Im Gegensatz dazu zeigt z.B. der wenig
verbreitete weibliche Klon ,Femina®, die weib-
liche Spitzpappel, ein abweichendes Muster am
Marker win3.

2) Deutliche Unterschiede konnten in weiteren,
bisher nicht untersuchten Genen vorhanden sein.

3) Der Klon, der aus West- oder Zentralasien
stammt, unterscheidet sich tatsichlich nur wenig
vom europiischen Genpool.

Bessere Markersysteme wie etwa Mikrosatelliten

wiiren notwendig, um diese Fragen zu klaren.
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4 Klonunterscheidung und
Identifizierung von Hybridpappeln

4.1  Einleitung

Hybridpappel-Forstwirtschaft stellt fur viele Auwald-
betriebe eine unverzichtbare Bewirtschaftungsart dar.
Es gibt in der Au Pappel-Zwangsstandorte, auf denen
keine andere Baumart dieselben Ertrige bringt. Diese
Betricbe sind auf die stindige Entwicklung neuer
Sorten angewiesen. Solche Sorten sind seit der zufil-
ligen Entdeckung von raschwiichsigen Kreuzungen
amerikanischer (P deltoides) und europiischer
(P. nigra) Schwarzpappeln laufend entstanden; zuerst
spontan, dann durch die Arbeit von Pappel-
Zichtungsinstituten (s. HEINZE 1998c). Allerdings
haben viele Neuentwicklungen nicht das ver-
sprochen, was man ihnen nach nur kurzer Testung
zuschrieb. Aufierdem eignen sich nicht alle Klone fiir
jeden Standort. Deshalb ist es fiir den Pflanzenkiufer
wichtig, uber die Identitit des Pflanzenmaterials
genau Bescheid zu wissen.

Die langwierige und miihsame Kontrolle auf
Identitidt von Sorten im Pflanzgarten war selbst mit
vollstindigen Datensitzen schwierig (HATTEMER
1966). Die grofite Schwierigkeit bereitet der physio-
logische Zustand des Untersuchungsmaterials. Nur
Pflanzen desselben Entwicklungszustandes konnen
einwandfrei verglichen werden - in der Praxis meist
Aufwiichse im Mutterquartier. Selbst bei Ver-
wendung vorvermehrten Materials vermutete man
manchmal noch Unterschiede zwischen Herkiinften
desselben Klons {(WETTSTEIN & VIEGHOFER 1958).
Die internationale Sortenschutz-Vereinigung UPOV
arbeitete Richtlinien zur Beschreibung der Sorten
aus (urov 1981). Die Notwendigkeit zur Ent-
wicklung neuer Unterscheidungsmethoden wird von
dieser Vereinigung lingst gesehen.

An Material mit verschiedenem Entwicklungs-
zustand, etwa beim Vergleich von Alt- und Jung-
pflanzen, sind morphologische Methoden ziemlich
aussichtslos. Deshalb war auch ein Ansatzpunkt
biochemischer und genetischer Untersuchungen die
Unterscheidung von einzelnen Klonen. Die Methodik
wurde bereits besprochen (Kapitel 2). Chromato-
graphische Untersuchungen von Blatt- oder
Knospenextrakien sind zur Klonunterscheidung
groBtenteils ungeeignet. Es kénnen nur Arten und
Hybridkombinationen ermittelt werden. Bessere

Ergebnisse liefern Isoenzymuntersuchungen (Rajora
1989h, BERGMANN 1987). RaJORA (1989b) konnte nur
zwei von 31 Klonen nicht unterscheiden konnte, die
aber vermutlich idente Klone unter zwei verschic-
denen Namen darstellten (Kap. 2). Auch BERGMANN
{1987) konnte nur zwei eng miteinander verwandte
Aspenklone aus einer Gruppe von 20 Klonen
aufgrund der Isoenzymmuster nicht voneinander
unterscheiden. CASTIGLIONE ET AL. (1993) verwen-
deten die RAPD-Methode, um die Verwands-
schaftsverhiltnisse in einer Gruppe von Hybrid-
pappelklonen zu untersuchen. RAPD-Muster miissen
Seite-an-Seite auf demselben Elektrophorese-Gel
verglichen werden, um die betrichtlichen Schwan-
kungen von Analyse zu Analyse einzuschrinken.
Dadurch wird eine Anlage von Datenbanken mit den
Analysendaten nicht moglich. Bei jeder Analyse einer
zusitzlichen Pflanze wiren simtliche Klone ebenfalls
neu zu untersuchen. Dieser Arbeitsaufwand zur Iden-
tifizierung unbekannter Proben ist enorm, da cigent-
lich alle Vergleichsklone mit der unbekannten Sorte
analysiert werden miifiten.

Es war deshalb ein Ziel dieser Untersuchung, fest-
zustellen, ob und in welchem Ausmafl andere DNA-
Methoden fihig sind, Datenbank-taugliche Ergebnisse
zu liefern und die Vielzahl auch eng verwandter
Hybridpappeln in kleinere Gruppen zu unterteilen.

4.2  Material und Methoden

Das Pflanzenmaterial stammte aus den Versuchs-
girten in Tulln (Hybridpappel-Klonsammlung der
FBVA) und Mariabrunn (Referenz-Klone des
EUFORGEN-Netzwerkes, kontrollierte Kreuzungen).
Die kontrollierten Kreuzungen wurden von
Prof. S. Bisoffi, Casale Monferrato, Italien, Dr. J. van
Slycken, Geraardsbergen, Belgien und Dr. J. Gergicz,
Sarvar, Ungarn zur Verfiigung gestellt. DNA wurde
nach den Methoden, die in den vorangegangenen
Kapiteln bereits vorgestellt wurden, pripariert.

Die in Kapitel 3 beschriebenen Marker win3, trnD-
trnT, PPAL, und POPX wurden zur Klassifizierung der
Hybridpappeln herangezogen. RAPD-Muster wurden
nach den Protokollen von HEINZE {1994a) erstellt.

Die Daten wurden als vorhandene oder nicht vorhan-
dene Banden aufgenommen, entsprechend kodiert
und mit den Programmen WinWord (Tabellen-
sortierung) und SPSS fir Windows (Abstands-,
Ahnlichkeits- und Clusteranalysen} analysiert.
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4.3  Ergebnisse

Die Bandenmuster, die mit den Markern win3,
trnD-traT, PPAL - Hae 111, POPX -Msp T und POPX
- Hinf I crhalten wurden, sind in den Kapiteln 3.1
und 3.2 bereits beschrieben. Einzelne Banden in den
jeweiligen Mustern wurden nach An- oder Abwesen-
heit mit ,1* oder ,,0“ bonitiert. Fiir win3 wurden 4
Banden als Variable ausgewertet: die typische
P nigra - Bande bei ca. 157 bp; die etwas grofiere
Bande, die in den meisten P nigra - Exemplaren
vorkam; dic P. deltoides - typische Bande; und die
Hybridbande {s. Kap. 3.2). Beim Marker trnD-trnT
wurde nach den Mustern von P. nigra, P deltoides
und Balsampappeln unterschieden (s. Kap. 3.1).
Beim Marker PPAL - Hae Il dienten die beiden
P. deltoides - spezifischen Banden D1 und D2, die
typische Bande fiir P. nigra und Balsampappeln und
schlieBlich das Auftreten von Hybrid-typischen
Mechrfachbanden als Variable (s. Kap. 3.2). Der
Marker POPX - Msp 1 wurde nach den 4 variablen
Banden ausgewertet (ca. 300, 650, 700 und 800 bp),
die fortlaufend mit ,,1° bis ,,4" bezeichnet wurden.
In ihnlicher Weise wurden die drei variablen
Banden nach Hinf T - Verdau (ca. 310, 400 und
500 bp) bezeichnet und ausgewertet.

Die Daten von einem Grofiteil der verfiigbaren
Pflanzen (ca. 190 Klone) wurden aufgenommen.
Vollstindig auswertbare Datensiitze wurden von
73 Klonen erhalten. Schon bei oberflichiger
Betrachtung schicnen einige Markerbanden auch in
dieser Sammlung von Hybridpappel-Klonen fir
bestimmte Gruppen von Klonen spezifisch zu sein.
Abgeschen von den win3- und trnD-trnT-Mustern
waren dies Banden bei PPAL, die fiir P deltoides und
P. x euramericana spezifisch waren. Die Banden-
kombination D2 (Abb. 4-1) war in den beiden
genannten Gruppen polymorph. Eine Bande bei
POPX - Msp 1 (ca. 800 bp) war in cinigen P nigra
und P x ewramericana  z7u finden, eine andere in
diesem Muster (ca. 700 bp) schien auf P, trichocarpa
und andere Balsampappeln hinzuweisen.

Die Hybridpappelklone wurden deshalb nach
folgenden Kriterien gruppiert:

1) An- oder Abwesenheit der P, deftoides - spezifischen
win3-Bande. Dadurch wurden die reinen
P. deltoides - Klone und Hybriden mit P, deltoides
als miitterlicher Komponente von den restlichen
Klonen abgetrennt.

2) Trennung reiner P deltoides von Hybriden:
An- oder Abwesenheit der Hybrid-spezifischen
win3-Bande.

3} Trennung P nigra (+ Hybriden) von Balsam-
pappeln: chloroplastischer Marker trnD-trnT.

4) Trennung der P nigra - Gruppe mittels der
variablen Banden in PPAL - Hae III, POPX -
Hinf 1 und win3.

5) Trennung der Balsampappeln mit denselben
Markern wie unter 4.

6) Auftrennung reiner P deltoides mittels  der
polymorphen Marker D2 und POPX - Hinf 1.

7) Auftrennung der ,win3-Hybriden* nach dem
Chloroplasten-Typen (P deltoides, P. nigra oder
Balsam-Typ).

8) Auftrennung der P x euramericana - Gruppe
nach den variablen Banden in PPAL - Hae III
und POPX - Msp 1 bzw. POPX - Hinf 1.

Dadurch wurden die 73 Klone mit vollstindigen

Daten in 43 Untergruppen eingeteilt. Innerhalb der

grofiten Gruppe der 38 P x euramericana -Klone

wurden 25 Untergruppen festgestellt.  Diesselben

Gruppen bildeten sich auch nach Clusteranalysen.

Ein Beispicldendrogramm einer Clusteranalyse zeigt

Abb. 4-1. Mit Hilfe dieser Methode war es auch relativ

leicht, Klone mit fehienden Daten einzuordnen.

Einige Detailergebnisse  seien  hervorgehoben:
Dic 4 ,,Robusta®-Klone der Tullner Sammiung zeigten
voneinander nicht unterscheidbare Muster. Das
deutet darauf hin, daB es sich entweder um identische
Klone mit nicht gerechtfertigten Zusatzbezeich-
nungen (,vernirubens®, P K% ,Gostynin“) oder
um Sprofimutanten eines einzigen Klons handelt.
Eine Reihe von anderen Klonen, die unter ver-
schiedenen Namen in Tulln vorhanden sind, zeigten
erwartungsgemaB ebenfalls identische Muster. In den
wenigen Fillen, bei denen Unterschiede in den
Urdaten auftraten, waren diese meist auf Rest-
Unsicherheiten bei der Auswertung der Banden
zuritckzufithren und konnten anhand der Original-
fotos geklirt werden. Wiederholungsanalysen konnen
solche Unklarheiten ebenfalls beseitigen.

Ein gegenteiliger Fall trat bei einer Pflanze der
Bezeichnung ,,79/25 Blanc du Poitou® auf. Diese
Pflanze, die schon rein morphologisch cher zu den
Balsampappeln gerechnet wiirde, war vollig ver
schieden von der ,Blanc du Poitou®, die in der
EUFORGEN-Sammlung enthalten ist, ,79/25"
gruppierte sich mit den Balsampappeln, wihrend
die andere ,Blanc du Poitou - EUFORGEN® als
typische P, x euramericana identifiziert wurde.

Der ,Aukonig” aus Haslau, eine aite Hybridpappel
im Gebiet des Nationalparkes Donau-Auen (siche
Kap. 3.3), konnte keiner der zur Verfugung stehenden
Vergleichssorten zugeordnet werden. Da jedoch im
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| Abbilditng 4-2:
RAPD-Analyse ciner kontroflierten Krenzung (A)
und eimiger Pappelsorten (B).

Al

Vollgeschwisterfamilie .Sarvar 1* {3 bis 15}
samt Eltern ,$-9-2% (P deftoides, 16) und
~Lébény 211% (P. migra, 17) und weiterer
P. deftoides - Klone {1, 2, 18).

B:

Analyse von 5 .Robusta® - Klonen (14 bis 18:
.Robusta® EUFORGEN, T215, T217, T251,
+Robusta  Gostynin") und den  Klonen
~68/8 Knoblochsaue® (1}, ,Vert de Garonne™
(2), Wltalica” (3, 4), .Vereecken” (5), P. migra
Mosonmagyaroviar (6, 7] und P migra

Tullner Sortiment ecinige typische ,Altsorten” mit
ehemals weiter Verbreitung (MOLLER & Sauer 1957-
1961) fehlen, konnte eine Analyse unter Einbe-
zichung solcher Klone das Ritsel durchaus losen.

Manche der Marker waren auch in Material mit
sehr enger Verwandtschaft polymorph. Die
ungarische Kreuzungsfamilie ,Sarvar 2% zeigte
Segregation am Marker PPAL - Hae III - D2. Die
Rickkreuzungen P x euramericana x P. nigra aus
Belgien und ltalien spalteten erwartungsgemafs in
den P deltoides zurechenbaren Markern 1:1 auf.
Einige weitere Feinheiten in den Mustern, die nicht
fir die Auswertung herangezogen wurden, kénnen
auch noch weitere Trennhilfen liefern. Innerhalb von
Gruppen, die mit den hier besprochenen Markern
nicht aufgelost werden konnen, bieten sich noch
immer RAPD-Analysen als weiteres Instrument an.
Beispicle dafiir sind in Abb. 4-2 zu sehen. Da in so
einem Fall nur mehr die relativ wenigen Gruppen-
Mitglieder miteinander verglichen werden miissen,
ist diese Vorgangsweise zur Klonidentifizierung
durchaus empfehlenswert.

4.4 Diskussion

Die hier vorgestellten Marker haben gegeniiber

bisher verwendeten Systemen zahlreiche Vorteile:

1} Die Unabhingigkeit vom entwicklungsphysiolo-
gischen Zustand des untersuchten Materials. Es

M1234567891011121314151617 18 M|

M123456789101112131415161718M|

kénnen als Extremfall Altbiume mit Baumschul-
pflanzen oder Steckholzern verglichen werden.

2) Der geringe Bedarf an Probenmaterial: eine
einzelne Knospe oder eine Triebspitze reicht far
alle Analysen aus.

3) Die Schnelligkeit der Analysen, die innerhalb
zweier Tage vorliegen kénnen.

4} Die Moglichkeit des Aufbaus einer Datenbank
samt weltweitern Austausch der Daten. Da schon
die Analysenmethoden durch die Beschreibung
der Primer, der Reaktionsbedingungen und der
Muster eindeutig festgelegt sind, ist die Methode
sehr leicht mit anderen Untersuchungslabors
abzustimmen.

5) Die relativ einfache technische Durchfiihrbarkeit.
Dies ist ein Vorteil gegeniiber anderen molekul-
arbiologischen Systemen wie RFLP und Mikro-
satelliten.

6) Dic Moglichkeit, mit diesen Methoden reine
Arten und Hybriden zu unterscheiden, und fiir
die Hybriden den mitterlichen Elternteil fest-
legen zu konnen.

7) Der Polymorphiegrad, der manchmal sogar inner-
halb von Vollgeschwistern zur Differenzierung
fithrt. Ein zu hoher Polymorphiegrad, wie er bei
manchen Isoenzymsystemen oder bei Mikro-
satelliten zu erwarten ist, erhoht die Anfilligkeit
des Systems fiir Analysenfehler. Allerdings ist hier
festzuhalten, dafl bei einem erheblichen An-
wachsen der Datensitze die Polymorphismen nicht
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mehr ausreichen werden, das Material in relativ
kleine Gruppen zu unterteilen. In solch einem Fall
wire die schrittweise Entwicklung neuer Marker
auf dhnlicher Grundlage empfehlenswert.

Praktische Einsatzmdglichkeiten, Empfehlungen
Wihrend iibereinstimmende Muster noch kein
zwingender Grund fiir die Identitiit zweier getesteter
Sorten sind, kann man bei ungleichen Mustern
davon ausgehen, daf es sich um verschiedene Sorten
handelt. Eine derartige Untersuchung kann somit
unterstitzende Daten fir die Feststellung der
Klonidentitit und der Sortenreinheit, wie sie das
Forstliche Vermehrungsgutgesetz fordert (FORsT-
LICHES VERMEHRUNGSGUTGESETZ 1996, FORSTLICHE
VERMEHRUNGSGUT-VERORDNUNG 1996}, liefern. Die
urspriinglich in Osterreich zum Handel zugelassenen
Pappelsorten konnen mit den hier vorgestellten
Markern zum Grofiteil voneinander unterschieden
werden. Die Ausnahme der ,,Robusta“-Klone wurde
bereits erwihnt. Da seit dem EU-Beitritt Osterreichs
jedoch auch die insgesamt ca. 130 Sorten aus den
einzelnen Mitgliedslindern gehandelt werden diirfen
(A. Varapon, CEMAGREF, F persénliche Mit-
teilung), konnen allenfalls eingehendere Unter-
suchungen dieser Klone vorteilhaft sein.

Diese Verbreiterung des Angebots an Pappelsorten
ist einerseits zu begriilen. Andererseits werden damit
die forstlichen Kontrollorgane vor eine unlésbar
grofle Aufgabe gestellt, ist es doch selbst Experten oft
erst nach langer Erfahrung méglich, bestimmte
Sorten morphologisch zu erkennen. Der Baumschul-
Kunde soll jedoch sicher sein kénnen, das gewiinschte
oder versprochene Material auch tatsichlich zu
bekommen. Hier kénnen die vorgestellten Methoden
unterstiitzend eingreifen. Langfristig ist zu erwarten,
daf auch bei der Anmeldung und Beschreibung
neuer Sorten auf solche Marker zuriickgegriffen wird.

Um zukiinftig fiir Identifizierungsaufgaben zur
Verfiigung zu stehen, sollten die Daten kontinuier-
lich betreut werden. Mikrosatelliten-Daten kénnten
aus der Literatur erginzt werden, sobald sie
vorliegen. Ein gewisser Grundstock an DNA der im
Zuge des Projektes untersuchten Klone kann far
zukiinftige Vergleichszwecke eingelagert werden.
Neuzugiinge der Hybridpappel-Klonsammlung in
Tulln soliten ebenfalls erfalt werden. Die DNA
miifite im Abstand mehrerer Jahre periodisch
erneuert werden.

Die Haltung einer solchen Vergleichs-Sammiung
in Tulln ist besonders wichtig im Hinblick auf die
Mitgliedschaft in der Europiiischen Union (EU), da

jede in einem Land der EU zugelassene Pappelsorte
auch in Osterreich vermarktet werden kann. Etliche
Sorten dieser ca. 130 Eintragungen umfassenden
Liste fehlen in der derzeitigen Sammlung.

Die Daten iber die Hybridpappeln sollten sinn-
vollerweise am Internet international verfigbar ge-
macht werden, um eine internationale Abstimmung
zu erreichen.

5 Zusammenfassung

Pappeln sind Baumarten des Auwaldes. Die einhei-
mischen Schwarzpappeln (Populus nigra L.) sind
Charakterbiume und zentrale Elemente dieses
Okosystems. Das schnelle Wachstum der Hybrid-
pappeln macht dessen Produktivitit deutlich. Da
durch das Nebeneinander von Hybrid- und
Schwarzpappeln mit gegenseitiger Bestiubung
gerechnet werden muf}, kénnten Zwischen- und
Ubergangsformen als Kreuzungsprodukte entstehen.
Fir die Unterscheidung dieser Formen von einhei-
mischen Pappeln ebenso wie fiir die Unterscheidung
der einzelnen Hybridpappelsorten konnen moleku-
largenetische Marker herangezogen werden.

Kapitel 2 beschreibt die aus der wissenschaftlichen
Literatur bekannten biochemischen und molekular-
genetischen Verfahren zur Unterscheidung der
Pappelarten, zur Einordnung von Hybriden, zum
Abschiitzen der genetischen Variation, zur Klon-
unterscheidung und zum Verfolgen der Einkreuzung
verschiedener Pappelarten. Dabei handelt es sich um
Verfahren zur chromatographischen Analyse von
Knospen- und Blattextrakten, um Proteinelektro-
phoresen fiir Isoenzym-Studien und um DNA-
Analysen. Vor allem im Bereich der DNA-Verfahren
sind verschiedene Wege vorgezeigt worden, die einer
kritischen Betrachtung unterzogen werden. Fiir
Untersuchungen groBeren Umfangs und fiir schnelle
Analysen bieten sich hauptsiichlich Verfahren, die auf
der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruhen, an.

In Kapitel 3 wird die methodische Anpassung
solcher PCR-Verfahren im Rahmen des Forschungs-
projektes zur Untersuchung von moglicher Einkreu-
zung der Hybrid- und Schwarzpappeln beschrieben.
Dazu werden Analysen der Chloroplasten-DNA (3.1)
und von Zellkern-Genen (3.2) angewendet. Wihrend
bei Chloroplasten-DNA auf PCR-Verfahren mit
breitem Anwendungsspektrum in verschiedenen
Pflanzenarten zurlickgegriffen werden konnte,
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muften fiir die Gene des Zellkerns spezifische PCR-
Methoden entwickelt werden. Chloroplasten werden
nur iiber den Samenbaum, nicht iber Pollen vererbt.
Es konnten mehrere Unterschiede im Chloroplasten-
Genom der untersuchten Pappelarten entdeckt
werden, darunter eine hochvariable Region. Diese
Marker kénnen Chloroplasten der Hybridpappel-
Elternarten P. nigra und P. deltoides eindeutig und
rasch unterscheiden. Drei Zellkern-Gene wurden
gefunden, deren DNA-Sequenzen zwischen und
innerhalb der Pappelarten variieren.

Mit diesen Methoden wurden Schwarzpappeln und
Samlinge aus grofen Teilen Osterreichs untersucht.
Dazu wurden sowohl aus Samen gewonnene Pflanzen
als auch Pflanzen aus vorhandenen Naturverjiin-
gungen herangezogen. Aufer bei Simlingen weibli-
cher Hybidpappeln wurden nur wenige Pflanzen
gefunden, die auf Kreuzungen zwischen Hybrid- und
Schwarzpappeln zuriickgehen miissen, Der Anteil
solcher Pflanzen in den untersuchten Bestinden blieb
meist unter 10 %. Hybridpappel-Nachkommen
konnen aber unter Schwarzpappel-Naturverjiingung
gemischt sein (Introgression). Auch im Baumalter
wurden  Hybridpappel-beeinflufite  Pflanzen in
Schwarzpappelbestinden gefunden.

Die Chloroplasten- und Zellkern-spezifischen
DNA-Marker wurden zur Unterscheidung von
Hybridpappel-Sorten herangezogen (Kapitel 4). Die
Klone in ihrer groen Formenvielfalt konnen mit
nur 4 bis 5 Einzelanalysen in kleine Gruppen unter-
teilt werden, innerhalb derer mittels ,genetischer
Fingerabdriicke” die Sortenidentitit gepriift werden
kann. Damit kann die Einhaltung gesetzlicher
Bestimmungen iiber den Handel mit Pappelpflanzen
effektiv iiberwacht werden. Die vorgestellten Marker
konnen zum Aufbau einer Datenbank verwendet
werden, die spiitere Analysen erleichtert.

6 Summary

Poplars are trees of the floodplin forests. Native
black poplars (Populus nigra L.) are characteristic
and central elements of these habitats. The fast
growth of hybrid poplars shows how productive this
ecosystem is. Side-by-side culture of black and
hybrid poplars may cause mutual pollination,
resulting in intermediate forms. Distinguishing
between them, and among hybrid poplar varieties, is
possible with molecular genetic techniques.

Chapter 2 describes methods from the scientific
literature that differentiate between poplar species,
categorize hybrids, estimate genetic variation,
distinguish single clones, and monitor introgression
of different poplar species. Chromatographic analysis
of leaf and bud exudates, protein electrophoresis of
isozymes, and DNA methods are considered. DNA
methods that cover aspects of the mentioned tasks are
critically reviewed. Investigations on a larger scale, as
well as fast analyses, may take advantage of the
polymerase chain reaction (PCR).

In chapter 3, the methodical adaptation of DNA
marker approaches to investigations into introgres-
sion of hybrid poplars, as done for project P/2/29, is
described. Chloroplast (3.1) as well as nuclear DNA
(3.2) was investigated. More universally applicable
methods render it possible to transfer chloroplast
DNA protocols between a range of plant species.
Nuclear DNA is taxonomically much more specfic,
and suitable tests had to be developed. Chloroplasts
are transmitted by seed only and not via pollen.
Several markers were found that distinguish poplar
species. A highly polymorphic region was among
them. The mainly interesting P. nigra and P. eltoides
chloroplasts can quickly be identified with these
tests. Three nuclear genes were identified that show
variation within and between poplar species.

Black poplars and seedlings from many sites in
Austria were tested. Aside from seed collected under
female hybrid poplars, only few plants showed signs
of mixed heritage. The proportion of these plants
was generally under 10 % of the stands. Hybrid
poplar offspring mixed with black poplar seedlings.
Also as adult trees, hybrids may still be present
among black poplars.

The chloroplast and nuclear DNA markers were
also used in hybrid poplar clone distinction (chapter
4). Only 4 to 5 individual tests establish a variety of
small groups into which the many hybrid clones can
be separated. Within these groups, ‘genetic finger-
prints’ can further discriminate among the members.
Law enforcement regarding plant trade regulations
can greatly benefit from these tests. The marker data
can be fed into a database for future reference.
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