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I. Kurzbericht
1. Aufgabenstellung

Das Holz von Nussbdaumen hat hervorragende optische und technische Eigenschaften. Deshalb wird es
vor allem fir hochwertige Holzwaren verwendet, wofiir sonst nur Tropenhélzer Anwendung finden.
Die Entwicklung und Produktion hochwertigen Vermehrungsgutes in der Gattung Juglans ist auch hin-
sichtlich des Ausfalls heimischer Eschen- und Ulmenvorkommen von besonderem Interesse. Ahnliche
Standortanspriiche einhergehend mit einer hoheren Toleranz gegeniiber zukiinftigen Dirreereignis-
sen kénnten die entstehenden Liicken in der Wertholzproduktion schlieBen. Allerdings sind die meis-
ten mitteleuropaischen Genotypen der Walnuss das Ergebnis einer jahrhundertelangen anthropoge-
nen Selektion zum Zwecke der Fruchtnutzung. Steigerungen von Holzertrag, Holzqualitat sowie Klima-
adaptation kdnnen deshalb nur durch zlichterische Verbesserung erreicht werden, indem Material von
Originalherkiinften mit Potenzial zur Produktion hochwertigen Stammholzes verwendet wird.

In diesem Vorhaben wurde eine Kombination aus klassischen Ansatzen der Forstpflanzenziichtung mit
Methoden der Prazisionszlichtung angewendet. Herkunfts- und Plusbaumselektion, gelenkte und un-
gelenkte intra- und interspezifische Kreuzungen sowie Feld- und Klimakammerversuche wurden be-
gleitet von DNA-Analysen zur Verifikation von Kreuzungs-Nachkommenschaften und zur Uberpriifung
der Art- und Verwandtschaftsverhaltnisse, Analysen physiologischer Leistungsparameter tber die De-
tektion der Photosynthese durch Chlorophyll-Fluoreszenz sowie phdnologischer Ertragsstudien zur
frihzeitigen Selektion hochwertiger Genotypen. Die jahreszeitlich unabhangige und in ihrer Lebens-
phase synchrone Produktion der Priifglieder fir alle Ex-vitro-Studien bedingen die Entwicklung von In-
vitro-Kulturprotokollen fiir die verschiedenen Arten und Hybriden der Gattung Juglans.

2. Planung und Ablauf des Vorhabens
Zum Erreichen der o.g. Ziele sind folgende Arbeitsprozesse bearbeitet worden:

e Primerscreening zur Entwicklung von genetischen Art- und Herkunftsmarkern Gber DNA-Proben
verschiedener Arten, Hybriden und Herkinften aus Sammlungen und Naturpopulationen

e Genotypisierung und Elternschaftsanalyse von Nachkommen aus gelenkten und ungelenkten
Kreuzungen

e Genotypisierung und Artidentifikation von zahlreichen Kultivaren aus Sammlungen

e Entwicklung von In-vitro-Kulturprotokollen fiir die Inbetriebnahme der verschiedenen Kultivare aus
verschiedenen Arten und Hybriden der Gattung Juglans

e Produktion und Rejuvenilisierung von Pflanzenmaterial ausgewahlter Kultivare Gber Pfropfung;
vegetative In-vitro-Etablierung

e Produktion und Gewinnung von Embryonen aus gelenkten und ungelenkten Kreuzungen, Etablie-
rung von Embryonenkulturen

e Vermehrung, In-vivo-Etablierung und Anzucht ausgewéihlter Genotypen, Ex-vitro-Uberfiihrung und
Produktion von Prifgliedern

e Physiologische, biometrische und phanologische Bonituren der Priifglieder unter Klimasimulation
im Klimaschrank

e Physiologische, biometrische und phanologische Feldbonituren von Klonprifungen, Samenplan-
tagen und Herkunftsversuchen

e Erweiterung des Genpools der Walnuss durch Besammlung von Naturpopulationen Zentral-
asiatischer Herkinfte in Kirgistan



3. Resiimee der wesentlichen Ergebnisse
a) Arbeitspakete und Meilensteinplanung

Arbeitspakete (AP) Bearbeitungs- Zielerreichung

(It. Planung im zeitraum
Antrag) (It. Balkenplan
im Antrag)
AP 1 04/2021 bis Blihreisergewinnung, Pollenernte, Lagerung,
Intra- und 06/2021 Kreuzungen; abgeschlossen
interspezifische 09/2021 Nussernte; abgeschlossen
Kreuzungen
04/2022 bis BlUhreisergewinnung, Pollenernte, Lagerung,
06/2022 Kreuzungen; abgeschlossen
09/2022 Nussernte; abgeschlossen
11/2023 bis BlUhreisergewinnung, Pollenernte, Lagerung,
16/2023 Kreuzungen; abgeschlossen
09/2023 Nussernte; abgeschlossen
AP 2 10/2020 bis Etablierung, Vermehrung, Bewurzelung, In-vivo
Etablierung und 07/2023 Adaption; abgeschlossen
Vermehrung von
Gewebekulturlinien
AP 3 01/2021 bis Durchfiihrung von Klimasimulationen von
Durchfiihrung von 09/2023 verschiedenen Priifgliedern; abgeschlossen
Klimakammer-
versuchen
AP 4 10/2020 bis Marker-Etablierung; abgeschlossen
Etablierung und 10/2021
Einsatz genetischer
Marker 10/2021 bis Genotypisierungen, Elternschaftsanalysen,
09/2023 Artdeterminierungen; abgeschlossen
AP 5 02/2021 bis biometrische, phanologische, physiologische
Versuchsflachenan- 09/2021 Evaluierung; abgeschlossen
Iag.t.e; blOI’T:]EtI’ISChe, 02/2022 bis biometrische, phanologische, physiologische
phan.ologllsche und 09/2022 Evaluierung; abgeschlossen
physiologische
Evaluierung der 02/2023 bis biometrische, phanologische, physiologische
Prifglieder 09/2023 Evaluierung; abgeschlossen
02/2023 bis Versuchsflachenanlagen, nicht abgeschlossen, in
03/2023 Planung
AP 6 09/2021 bis Evaluierung der Bestdnde; coronabedingt nicht
Bereisung Kirgistan 10/2021 durchgefiihrt
(Evallylerung der 09/2022 bis Evaluierung der Bestdnde und Nussernte;
Bestande,
10/2022 abgeschlossen
Nussernte)
AP 7 2023 Publikation: HOLTKEN, OPFERMANN und FEHRENZ (2023)
Datenauswertungen, Hybridisierung und genetische Introgression: Bedeutung
Publikationen fUr_WaIdbau, Forstpflanzenziichtung und Naturschutz,
Bericht ! Thinen-Report Nr. 105, S. 134-152)



Meilensteine (M) Falligkeit Zielerreichung

(It. Planung im Antrag) (It. Balkenplan
im Antrag)
M1 12/2021 nicht erreicht

Nachweis der ersten kiinstlich
erzeugten Hybridkreuzung von
J. x intermedia durch DNA-
Analyse

M2 12/2021 erfolgreich abgeschlossen

Erfolgreiche Etablierung von
Gewebekulturlinien erster
Neuzlichtungen von J. regia und
J. x intermedia mit breiter
genetischer Basis (Diversitat)
(Juni 2021)

M3 12/2022 erfolgreich abgeschlossen

Selektion und Bereitstellung

neuer spatfrosttoleranter und

gleichzeitig leistungsstarker

Genotypen von J. regia und J. x

intermedia basierend auf

phanologischen und

pradiagnostisch-

physiologischen Merkmalen

M 4 06/2023 Im Foérderzeitraum wurden keine
Flicheneinrichtung zur Versuchsfldchen angelegt.
Ermittlung der Wuchsleistung

selektierter und vermehrter

Klone als potenzielle Basis von

Erhaltungs- und
Samenplantagen

b) Zusammenfassung

Das Ziel, die Bereitstellung und Produktion von Neuziichtungen verschiedener, auf Holzqualitat selek-
tierter Kultivare in der Gattung Juglans, konnte im Rahmen des PreBNuT-Projekts auf verschiedenen
Wegen erreicht werden. Die verschiedenen Nusskultivare wurden als Plusbaume aus Samenplantagen,
Herkunftsversuchen, Sammlungen oder aus Klonpriifungen als Edelreiserpfropfung von Originalbau-
men gewonnen und in eine sterile Sprosskultur Gberfiihrt. Die Gewinnung von embryonalem Zuchtma-
terial erfolgte in Naturpopulationen, Hybrid-Samenplantagen wie auch von Einzelbdumen im Rahmen
gelenkter und ungelenkter Kreuzungen. Es wurden In-vitro-Kulturprotokolle fiir die vegetative und em-
bryonale Inbetriebnahme und Vermehrung dieser Kultivare, Arten, Hybriden oder Sorten entwickelt.
Ausgewidhlte Kultivare verschiedener Arten und Hybriden wurden fiir Versuche zur Klimasimulation
vermehrt und durch physiologische (Chlorophyll-Fluoreszenz), phanologische (Austriebszeiten) sowie
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biometrische (Ertrag und Form) Analysen charakterisiert. Es wurden existierende Feldprifungen von
Klonen der Arten J. x intermedia und J. regia in den aufgefiihrten Ertragsparametern sowie in ihrer
Wuchsform bonitiert. Durch die Korrelation von Daten der Feldpriifung und der Klimakammerversuche
konnten Parameter zur friihzeitigen Diagnose von Ertrag und Formeigenschaften entwickelt werden.
Diese Schatzer ermoglichen eine Charakterisierung der Zuchtpopulation schon im Stadium der Jung-
pflanze und haben standortiibergreifenden Charakter.



Il. Ausfiihrliche Darstellung der Ergebnisse

1. Erzielte Ergebnisse
Arbeitspaket 1: Intra- und interspezifische Kreuzungen

Die Entwicklung der Nahrmedien ermdglichte die Inkulturnahme verschiedener Kultivare der Gattung
Juglans. Voraussetzung fir die Etablierung neuer Embryonen ist unter anderem die Produktion durch
ungelenkte oder gelenkte Kreuzungen. Es wurden erstmalig gelenkte Kreuzungen zwischen Juglans
nigra und Juglans regia sowie Juglans regia x Juglans regia durchgefiihrt. Hierflir wurden Mutter-
bdume der Schwarznuss und der Walnuss in einem Klonquartier der NW-FVA ausgewahlt. Es wurden
Wallnuss-Bllhreiser zu verschiedenen phanologischen Zeitpunkten von regionalen Walnusskultivaren
und der Walnuss-Samenplantage Manshi, Dachigam (FVA-Freiburg) gewonnen und zum Aufblihen
unter Gewéachshausbedingungen gebracht. Der Pollen wurde geerntet, getrocknet, kiihl gelagert (4°C),
eingefroren (-20°C), eingefroren (flissiger Stickstoff, -196°C) und/oder frisch verwendet. Weiterhin
wurde Pollen frisch geerntet und wie beschrieben gelagert. Im zweiten und dritten Kreuzungsjahr
wurde zusatzlich Pollen von blihwilligen Kontainerpflanzen geerntet, welche in einer Kiihlkammer so
lange im Austrieb verzogert wurden (5 - 7 Wochen), bis der Aufblihzeitpunkt der Schwarznussbdume
stattfand. Es fanden Pollenkeimungsexperimente auf Pollenkeimmedium statt (Tabelle 1). Die Kreu-
zungen fanden mit Hilfe einer Hebebiihne an 2 Wochen vorher in Gazesdckchen verpackten Bliiten
statt. Die Blite der ausgewahlten Schwarznussmitter fand in allen drei Kreuzungsjahren im Zeitraum
4. Maiwoche bis 3. Juniwoche statt.

Modus Lagerung Trocknung Keimungsrate
1 frisch 20 - 65%
2 frisch getrocknet 0-15%
3 1 Woche, 4°C 5-45%
4 1 Woche, 4°C  getrocknet 0-5%
5 5 Wochen, 4°C 0-25%
6 5 Wochen, 4°C  getrocknet 0-7%
7 5 Wochen, -20°C 0-5%
8 5 Wochen, -20°C getrocknet 0%

9 -196°C 5-20%
10 -196°C getrocknet 0-12%

Abb.1: Keimungsrate Walnusspollen auf Pollenkeimmedium (Tab. links) sowie Pollen-Keimtest eines
potentiellen Vaterbaumes JR32/27 der Herkunft Dachigam auf Pollenmedium nach Behandlung in Modus
9 (Abb. rechts)

Gelenkte Kreuzungen zwischen Schwarz- und Walnuss wurden im Friihjahr 2021 und 2022 wie in Ab-
bildung 2 dargestellt durchgefiihrt. Aus insgesamt 165 bestaubten Bliten entwickelten sich 105 Nisse,
die jeweils Ende September geerntet werden konnten. Aus diesen Niissen konnten 84 Embryonen iso-
liert werden. 56 Embryonen keimten auf dem dafiir entwickelten Nahrmedium und waren steril sowie
ausreichend wiichsig, um eine Blattprobe fir die DNA-basierte Elternschaftsanalyse zu liefern. Die
Elternschaftsanalyse der gelenkten Kreuzungen zwischen Schwarz- und Walniissen des gesamten Be-
richtszeitraums hat keine hybridogenen Nachkommen identifizieren kénnen. Das bedeutet, dass in den
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Embryonen, die aus den geernteten Nissen der Schwarznussmitter isoliert wurden, keine genetischen
Anteile der Walnussvater ermittelt werden konnten. Darliber hinaus sind alle Gbrigen Embryonen nach
der zweiten Subkultur abgestorben, obwohl sie auf einem Schwarznussmedium kultiviert wurden. Das
Absterben der Embryonen konnte ein Hinweis darauf sein, dass es sich bei diesen Pflanzen um haplon-
tische, also unbestaubte Nachkommen handelt. Haplontische héhere Pflanzen haben nur einen ein-
fachen Chromosomensatz und sind nur eingeschrankt lebensfahig. Folgende Hindernisse konnten die
Erzeugung von Hybridnachkommen unterbunden haben:

e Die ausgewadhlten Schwarznussbdume sind physiologisch (Vorhandensein von Inkompatibilitats-
genen) oder physikalisch (zu lange Bllten fir den Pollenschlauch der Walnuss) inkompatibel mit
den ausgewdhlten Bestauberbdaumen.

e Die Mutterbdume bevorzugen eine apomiktische Samenproduktion, d.h. die Embryonen bilden sich
ohne Bestdubung.

e Geringe Pollenqualitat (Lagerung, Alter, Vorbehandlung etc.)

e Die kiinstliche Bestaubung fiihrte zur Pollentiberladung und die Blite ist abgestorben.

e Potentielle Hybridembryonen sind abgestorben und die Niisse abgefallen.

e Potentielle Hybridembryonen sind nicht in-vitro gekeimt.

e Potentielle Hybriden sind wegen Wuchsanomalien abgestorben.

Zur Reproduktionsbiologie der Walnisse und den potentiell auftretenden Reproduktionsbarrieren fin-
den sich in der Publikation , Hybridisierung und genetische Introgression: Bedeutung fir Waldbau,
Forstpflanzenziichtung und Naturschutz” detaillierte Hinweise und Beschreibungen (HOLTKEN, OPFER-
MANN und FEHRENZ 2023, Thiinen-Report Nr. 105, S. 134-152).

In den Friihjahren 2021 und 2022 wurden insgesamt 44 innerartliche gelenkte Kreuzungen wie in Abb.
2 beschrieben durchgefiihrt. Die Mutterbdume waren die Sorte Juglans regia ,,Kurmarker Walnuss” in
einem Privatgarten und die Sorte Juglans regia ,ldealo” als veredelte Containerpflanze. Auf beiden
Mutterbdumen wurden die Bliten mit Mischpollen von drei Individuen der Herkunft Dachigam be-
staubt. Es wurden 41 Bliiten auf der Kurmarker Walnuss bestdaubt und es resultieren daraus 6 intra-
hybridogene lberlebensfahige Nachkommen. Auf vier Containerpflanzen der veredelten Sorte Idealo
wurden 23 Bliten durch den Mischpollen der Herkunft Dachigam bestdubt. Aus dieser Kreuzung resul-
tieren 5 intra-hybridogene (iberlebensfdhige Individuen. In beiden Kreuzungen hat sich nur der Pollen
der Nummer JR32/27 durchgesetzt. Dieser Pollen wurde wie in Modus 9 behandelt (Tab. 1, Abb. 1 und
2).

Von ungelenkten Kreuzungen der Sorte Reni, welche aus Saatgut der Jahre 2017 und 2018 stammen,
wurden durch die NW-FVA in diesen Jahren Embryonen isoliert und in-vitro etabliert. Das Saatgut hatte
in diesen Jahren einen Anteil hybridogener Nachkommen von 63 %. 14 Nisse dieser Kreuzung aus dem
Jahr 2018 wurden bei -20°C eingefroren und deren Embryonen im Herbst 2020 isoliert und invitro
etabliert. Aus diesem Saatgut stammen 4 weitere hybridogene Pflanzen. Alle Nachkommen wurden
genetisch auf ihre Artzugehorigkeit und ihrer Elternschaft analysiert (vgl. Abbildung 8 mit Ergebnissen
aus Arbeitspaket 4 zur genetischen Identifikation von Intermedia-Hybriden und Elternschaften).



Wertholzeigenschatten
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7
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intermedia

Abb. 2: Module des Kreuzungsprogramms 2022

Arbeitspaket 2: Etablierung und Vermehrung von Gewebekulturlinien

Zur Erreichung der Zielstellung, der sterilen Inkulturnahme verschiedener Kultivare aus der Gattung
Juglans, mussten Nahrmedien so entwickelt werden, dass die ausgewahlten Pflanzen in einen Gber
sterile Sprosskulturen vermehrbaren Modus Uberfihrt werden konnten. Hierflir wurde vor allem
Pflanzenmaterial aus Embryonen verschiedener Nachkommen (Niisse) prapariert und sterilisiert um
Versuchsmaterial der verschiedenen Walnussarten zu bekommen. Baume der Arten Juglans regia, J.
nigra, J. major, J. microcarpa, J. cathayensis, J. ailanthifolia, J. manshurica und J. cinerea wurden direkt
nach Projektbeginn (10/2023) beerntet und mindestens 10 Embryonen je Art in-vitro etabliert. Bis
08/2024 wurden vier grundlegende Nahrmedien so entwickelt, dass sich die verschiedenen Juglans-
Arten in einem dieser ausreichend vermehren lieflen.

Die Qualitat, Vermehrbarkeit und die Zuwachsrate des Pflanzenmaterials stand im Vordergrund eines
artibergreifenden Kulturmedientests. Die Fragestellung lautete: Welche Phytohormon- Kombination
und Konzentration werden bendtigt um alle Arten und Genotypen potentiell interessanter Priifglieder
in der gleichen Qualitdt so zu vermehren, so dass diese sich bewurzeln und in in-vivo Bedingungen
Uberfiihren lassen. Es hat sich herausgestellt, dass eine Modifikation des DKW-Mediums (Driver-Kuni-
yuki-Walnut) durch Magnesium die grundlegende Voraussetzung war, um bei allen Pflanzen die Me-
dieneffekte der Vitrifizierung, Endophytendominanz und der Endnekrose zu verhindern. Unter dieser
Voraussetzung wurden flr diesen Versuch 14 Nahrmedien mit einer typischen Kombination der Phyto-
hormone Benzylaminopurin (BAP), Meta-Topolin (MT) und Trans-Zeatin (TZ) versetzt. Je Kulturmedien-
typ wurden 7 Explantate je Glas in drei Subkulturen fiir jeweils vier Wochen kultiviert und alle resul-
tierenden Sprosse, die langer als 9 mm waren, registriert. Keine der Phytohormonkombinationen
konnten fur alle Juglans-Arten und Hybriden gleichzeitig genutzt werden um diese in ausreichender

9



Qualitat und/oder Stiickzahl zu produzieren. Es stellte sich heraus, dass Chinesische Walniisse und die
Nordamerikanische Butternuss nur unter Zugabe von Trans-Zeatin wuchsen, aber unter Zugabe von
BAP den Wuchs einstellten. Schwarzniisse wuchsen nur unter Zugabe von TZ und/oder BAP wenn
gleichzeitig MT hinzugefligt wurde. Die Reine Walnuss konnte nur unter deutlich geringeren Dosen von
BAP kultiviert werden. Die Intermedia-Hybriden verhielten sich in ihren Wuchseigenschaften interme-
diar zwischen der Reinen Walnuss und der Schwarznuss. Demgegeniiber limitierte der Artanteil der
Chinesischen Walnuss (hier J. manshurica) in der Intersektionshybride aus Juglans nigra x regia x
manshurica den Einsatz von BAP und MT. Diese konnten nur in sehr geringen Mengen und wenn lber-
haupt dann nur in Kombination mit TZ kultiviert werden. Die Ergebnisse des In-vitro-Nahrmedientest
werden in Abbildung 3 durch 6 typische, die verschiedenen Arten represadntierende Prifglieder, darge-
stellt. Zusammenfassend wurde festgestellt, dass die untersuchten Arten und Hybriden entsprechend
ihrer genetischen Charakterisierung verhalten (Abbildung 7). Es ergeben sich daraus 4 grundsatzliche
Formulierungen fir die Menge und Kombination der bendtigten Wuchshormone jeweils fiir die Wal-
niisse, Schwarznisse und Intermedia-Hybriden sowie ein gemeinsames fiir alle Butterniisse und den
Komplexhybriden mit Butterniissen.

Die vegetative Etablierung von ausgewahlten Arten, Hybriden und Kultivaren der Walnisse ist schwie-
rig. So sind von Altbdumen gewonnene Reiser fir eine sterile Inbetriebnahme meist ungeeignet. Eine
physiologische Alterung verhindert die Aktivierung der meristematischen Gewebe fir In-vitro-Ver-
mehrungstechniken besonders in der Gattung Juglans. Die Pflanzenteile missen erst einen Rejuveni-
lisierungsprozess durchleben um ihre physiologische Alterung zu tberwinden. Aus diesem Grund
werden Reiser von Altbdumen zuerst auf einer Pfropfunterlage veredelt. Nach dem Anwachsen auf der
Veredlungsunterlage findet ein physiologischer Verjlingungsprozess statt, welcher die sterile Inbe-
triebnahme enorm erleichtert. Schon im Februar 2021 wurden aus diesem Grund Reiser von 15 ausge-
wahlten Walnuss-Kultivaren gewonnen und zur Veredelung an die Walnuss-Spezialbaumschule Schott
abgegeben. Die hieraus resultierenden 52 Pflanzen wurden zeitgleich produziert, um sie nach Blihsti-
mulation auch zur Pollengewinnung flir gezielte Kreuzungen zu nutzen (Abbildung 2). Um eine sterile
Inbetriebnahme von vegetativen Meristemen zu ermdglichen, ist es notig, schon bei der Anzucht der
Pfropflinge keimreduzierte Bedingungen zu gewahrleisten. Da die mikrobielle Kontamination unter
Freilandbedingungen erfahrungsgemal deutlich héher ausfillt, wird die Anzucht in Gewachshausern
durchgefiihrt. Im Herbst 2022 wurden erste Bliitenkdtzchen an verschiedenen Kultivaren festgestellt.
Diese Pflanzen werden vor dem Austrieb in einer Kiihlkammer bei 4°C so lange gelagert, bis noch geni-
gend Zeit besteht, um sie unter kontrollierten Bedingungen anzutreiben und zur Gewinnung absolut
frischen Pollens mit der Aufblihzeit der Schwarznussmdtter zu synchronisieren.

Zuchtmaterial verschiedener Arten und Hybriden der Gattung Juglans wurde gewonnen durch die
Besammlung von Naturpopulationen direkt (Juglans regia, Stid-Kirgistan) iber Sdmlinge, Herkunftsver-
suche und Samenplantagen (Juglans regia; Dachigam, Manschi) indirekt aus Absaaten, Plusbaumselek-
tionen aus Sammlungen (Juglans x intermedia, J. nigra x regia x manshurica), F1-Embryonen aus Sa-
menplantagen und Sammlungen (Juglans x intermedia, J. cinerea, J. cathayensis, J. nigra, J. microcarpa,
J. major), F1-Embryonen aus gezielten Kreuzungen (J. x intermedia, J. regia) sowie F2-Embryonen aus
Sammlungen (J. x bixbye).
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Abb. 3: Mediane der Sprosslangen nach vierwoéchiger Kulturzeit und dreimaliger Wiederholung auf 14 sich in der
Phytohormonzusammensetzung unterscheidender In-vitro-Nahrmedien; dargestellt sind sechs reprasentative
Arten und Hybriden der vier klassischen Sektionen Echte Walnisse (Dioscaryon) mit Juglans regia, Schwarzniisse
(Rhysocaryon) mit Juglans nigra, Asiatische Walniisse (Cardiocaryon) mit Juglans ailanthifolia und Butternuss
(Trachycaryon) mit Juglans cinerea sowie der Intersektionshybriden Juglans x intermedia und Juglans (nigra x
regia) x manshurica.

Innerhalb des Projektzeitraums wurden 165 Embryonen aus gelenkte Kreuzungen zwischen Juglans
nigra und Juglans regia sowie 41 gelenkte Kreuzungen zwischen Juglans regia x J. regia durchgefiihrt.
Zwischen Juglans nigra x J. regia konnten keine Nachkommen erzeugt werden, die den vaterlichen An-
teil des Pollinators Juglans regia besalRen. Hingegen konnte fir die gezielten innerartlichen Kreuzungen
9 Embryonen isoliert werden, in denen der véaterliche Anteil des Pollinators vorhanden war (Abb. 10).

Es wurden weiterhin 14 Embryonen aus der ungelenkten Kreuzung ,,Reni“ Baumschule Anton Schott
isoliert, von denen 4 hybridogen waren. Aus dieser Kreuzung stammen auch die 18 Prifglieder, die
schon 2017 und 2018 von der NW-FVA isoliert, vermehrt und in 4 Klonprifungen gepflanzt und in diese
Untersuchungen einbezogen wurden. Weitere 2 Intermedia-Prifglieder wurden vegetativ von hybri-
dogenen Altbdumen der Kreuzung NG38 und eine ,,Paradox-Hybride” aus der Sammlung der NW-FVA
gewonnen.

Insgesamt stehen bis zum Ende des Projektzeitraumes 2023 insgesamt 96 klonale Linien verschiedener
Arten (Hybriden) und Herkiinfte der Gattung Juglans als In-vitro-Material fiir weitere Untersuchungen
zur Verfligung. Zu diesen Linien gehéren die Arten: Juglans regia (Herkunft Kirgistan, Kaschmir, Man-
schi und Europa), J. nigra (Herkunft Unteres- und Oberes Rheintal), J. x intermedia, J. microcarpa, J.
major, J. ailantifolia, J. cathayensis, J. cinerea und J. nigra x regia x manshurica.
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Abb. 4: Teilkollektion der gepfropften Walnuss-Kultivare fiir die Produktion von Pollen und zur Gewinnung von
Explantaten fir die In-vitro-Etablierung.

Arbeitspaket 3: Durchfiihrung von Klimakammerversuchen

Zur Durchfiihrung der Klimakammerversuche war es notwendig, die vorgesehenen Priifglieder auf eine
Stlickzahl zu vermehren, die das Ausfallen von Priifgliedern im Verlauf der Anzucht berticksichtigt. Flr
die Produktion der Pflanzen mussten die Sprosskulturen in speziellen Medien bewurzelt werden. Hier-
fur ist der Transfer der Pflanzen, zunachst auf ein Wurzel-Induktionsmedium und nach ca. einer Woche
ein weiterer Transfer auf das Wurzel-Expressionsmedium fiir ca. vier bis sechs Wochen notwendig. Die
sterilen Walnuss-Sprosskulturen werden in einem Vermehrungsmedium Uber ihren Kallus vermehrt,
dieser bildet sich anstelle der Wurzeln heraus und Gbernimmt die Nahrstoffversorgung der Pflanzen.
Nach dieser Zeit erfolgt der Transfer auf ein Kultursubstrat aus Sand-Kompost-Kokosfaser (1:1:1). Es
folgt eine 2 wochige Adaptionsphase in 700 ml Tépfen unter Folienbeuteln bei 25°C Tag- und 20°C
Nacht-Temperatur und Tag-Nachtgleichebedingungen. Nach dieser Zeit werden die Pflanzen noch in
den selben Topfen, nach weiteren zwei Wochen dann in mit Sand gefiillten R6hrencontainer an Stark-
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lichtbedingungen von 1200 pumol und eine reelle Tageslangenverlangerung angepasst, wie es am Brei-
tengrad Kassel unter Freilandbedingungen beginnend in der ersten Aprilwoche bis zur letzten Juni-
woche stattfinden wiirde. Im weiteren Verlauf der Klimasimulation verkiirzt sich dann die Tageslange
wie nach der Sommersonnenwende unter Freilandbedingung in derselben Weise.

In der 12. Woche wurden von allen Pflanzen die Blattflachen, sowie die Fotosynthese-Effizienz Gber
Chlorophyll-Fluoreszenz gemessen sowie alle biometrischen Ertragsdaten (Hohen, Durchmesser, Blatt-
flachen, Wurzelmasse) sowie phanologischen Beobachtungen (Austriebszeitpunkte) festgestellt. Die
Pflanzen haben zu diesem Zeitpunkt noch nicht ihr Hohenwachstum eingestellt. Deshalb werden die
biometrischen Ertragsdaten auch noch im entlaubten Zustand ermittelt.

Ziele der Selektion:
Héhenbetonter Wuchs, spater Austrieb und hohe Photosyntheseleistung (Zuwachs)

Schwarznuss | < Hybridnuss ®  Walnuss
| Juglans nigra Juglans x intermedia Juglans regia

Biometrische Priifung im Feld- Phénologische Priifung im Feld- Physiologische Priifung im
und Klimakammer-Versuch und Klimakammer-Versuch Feld- und Klimakammer-
* Héhe, Durchmesser, * Austriebszeitpunkt Versuch

Blattflachen, Wurzelmasse + Triebabschluss * Photosynthese-Effizienz

* Photosynthese-Kapazitat

Abb. 5: Versuchsanordnung und morphologische Differenzierung der Arten Juglans nigra, J. x intermedia und J.
regia nach 8 wochiger Kulturzeit in einer Klimakammersimulation

Im Berichtszeitraum konnten 6 Durchgédnge mit je 9 Priifgliedern durchgefiihrt werden. Es wurden je
drei Pflanzen von drei Juglans regia Kultivaren, drei Pflanzen von drei J. x intermedia Kultivaren und
drei Pflanzen von Kultivaren der Arten J. nigra, J. microcarpa und J. cathayensis gepruft.

Ziel der Wachstumsversuche unter Klimakammerbedingungen war die Entwicklung eines physiologi-
schen Ertragsschatzers unter kontrollierten Bedingungen. Durch Klimakammersimulationen kénnen
den Wuchs und die Fotosynthese beeinflussende klimatische und edaphische Parameter in ihrer Oszil-
lation eingeschrankt werden. Da die Kultivierung jedes Priifglieds denselben Temperatur-, Licht-, Nahr-
stoff- und Wasserbedingungen unterliegt, kann bei der Bewertung der erhobenen Daten ausschlieBlich
auf den Genotyp geschlossen werden. Juglans x intermedia ist durch die entwickelten In-vitro-Proto-
kolle Uber sterile Sprosskultur vermehrbar. Auch fiir die ausgewahlten Genotypen der Hybridkreuzung
Reni und NG23 konnten geniigend Pflanzen produziert werden um reproduzierbare Ergebnisse zu
generieren. Die hier ausgewahlten Priifglieder der Hybridkreuzung Reni und NG23 sind eine Stichprobe
von Prifgliedern die in vier Klonprifungen im Feldversuch einer Serie im Jahr 2018 etabliert wurden.
Die biometrischen, physiologischen und phanologischen Daten nach vier Wachstumsperioden kénnen
hier im Vergleich mit den Versuchen in der Klimasimulation herangezogen werden. Es ist demzufolge
moglich mit Daten, die in der Jugendphase dieser Pflanzen genommen wurden, auf deren potentielle
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Entwicklung unter Feldbedingungen zu schlieen. Fir die Klimakammerversuche wurden Prifglieder
ausgewahlt, die auch schon im Feldversuch einer spezifischen Ertragskategorie entsprechen. Sie sollen
das Leistungsspektrum der Fotosynthese und der daraus resultierenden Biomasseproduktion repra-
sentieren. Von jedem Genotyp der insgesamt 13 Klone konnten jeweils 8 Pflanzen angezogen und
analysiert werden. Mit einem sehr dichten Zusammenhang von P= 0,92 korrelieren die Sprosslangen,
die nach 12 Wochen Kulturdauer von den Prifgliedern produziert wurden, nicht nur mit den an der-
selben Pflanze genommenen Fotosynthesedaten, sondern fast genauso hoch mit denen, die an den
vierjahrigen Pflanzen in der Klonprifung Liliental gemessen wurden (Abbildung 6). Diese hohen Zusam-
menhange bekraftigen nicht nur eine sehr hohe Reproduzierbarkeit der analysierten Chlorophyll-Fluo-
reszenzdaten zwischen Klimakammer und Feldversuch sondern auch die Unabhangigkeit von der Le-
bensphase und den Umweltbedingungen der Pflanzen. Pliotal kann demzufolge als robuster physiologi-
scher Marker zur friihzeitigen Indikation der Leistungsfahigkeit von Pflanzen der Gattung Juglans ein-
geschatzt und angewendet werden. Der Nutzen dieses physiologischen Ertragsschatzers wird noch ein-
mal verstarkt in Anbetracht der Tatsache, dass die Sprosslangen im Klimaschrankversuch zu den Hohen
der zweijahrigen Pflanzen in der Klonprifung Liliental im Jahr 2020 mit P= 0,68 deutlich geringer und
mit den Hohen des Jahres 2022 duRerst gering mit einem Wert von P= 0,41 korrelieren. Daraus lasst
sich schlussfolgern, dass die biometrischen Daten eine wesentlich geringere Vorhersagekraft beztglich
der potentiellen Biomasseproduktion besitzen als die iber Chlorophyll-Fluoreszenz generierten phy-
siologischen Ertragsschatzer.

P=0,9 ) P=0,92

P=0,41 ‘ P=0,68

Abb. 6: Korrelation zwischen Sprosslangen im Klimakammerversuch von 13 Juglans x intermedia Klonen zum
Leistungsindex Pliotal derselben Pflanzen (oben rechts), zum Pliwtal derselben Klone (oben links) aus der Klonpri-
fung Liliental, zu den Héhen im Jahr 2020 (unten rechts) und der Hohen derselben Klone der Klonprifung Liliental
des Jahres 2022 (unten links)
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Arbeitspaket 4: Etablierung und Einsatz genetischer Marker

Es wurde eine Mikrosatelliten-Analyse an den Arten Juglans regia, J. nigra, J. x intermedia, J. cinerea,
J. cathayensis, J. manshurica, J. major, J. microcarpa, J. hindsii, J. californica und J. ailanthifolia durchge-
fihrt. Ziel war die Identifikation von Genorten, die jeweils eine artlibergreifende Amplifikation ermog-
lichen und eine fir die verschiedenen Anwendungen nutzbare genetische Variabilitat generieren. Fir
alle im Projekt anstehenden genetischen Untersuchungen wurde ein Mikrosatelliten-Marker-Set be-
stehend aus den Genorten WGA027, WGA032, WGA118, WGA331, WGA069, WGA276, WGAO089,
WGAO001, WGA009, WGA004, WGA082 und WGA202 zusammengestellt. Das Primerset wurde genutzt
um folgende Analysen durchzufiihren:

Identifikation von Arten und Herkiinften in der Gattung Juglans
Identifikation von Intermedia-Hybriden und Elternschaftsanalysen
Identifikation von unbekannten und Komplexhybriden
Unterscheidung von Hybridtypen

Identifikation von Sorten und Kultivaren

vk wh e

Identifikation von Arten und Herkiinften in der Gattung Juglans

Die klassische Zuordnung der verschiedenen Walnusstypen zu Arten und die Einordnung in die Gattung
differenzierende Sektionen erfolgte tiber frucht-morphologische Charakterisierungen. Diese Art der
Charakterisierung ermdglicht die Bildung der vier klassischen Walnuss-Sektionen Echte Walnlisse
(Juglans oder Dioscaryon), Schwarznlsse (Rhysocaryon), Asiatische Walniisse (Cardiocaryon) und Sek-
tion der Butternuss (Trachycaryon) mit der einen Art Juglans cinerea. Die Analyse unseres Mikrosatel-
liten-Datensatzes generiert demgegeniiber nur drei Gruppen (Abbildung 7). Die analysierten Arten
lassen sich in drei Gruppen einordnen. Die Arten Juglans nigra, J. major, J. microcarpa, J. hindsii, J.
californica und J. australis werden als Schwarznisse identifiziert und in der Hauptkoordinatenanalyse
(HKA) einer eigenen Gruppe zugeordnet. Eine Untergruppierung dieser Arten lasst die Analyse nicht
zu. Demzufolge haben die verschiedenen Schwarznussarten eine enge Verwandtschaft untereinander
und die reproduktive Isolation zwischen ihnen ist gering, obwohl die geographische Verbreitung der
Schwarznisse von Stid-Kanada mit Juglans nigra Gber Kalifornien mit J. hindsii und J. californica bis in
die Siidlichen Anden reicht und dort mit J. australis als einziger Art den Aquator iiberschreitet.

Die Arten Juglans cathayensis, J. ailanthifolia, J. manshurica der klassischen Sektion der Asiatischen
Walniisse, wie auch die Art J. cinerea aus der klassischen Sektion der Butterniisse, werden in dieser
Analyse durch eine eigene gemeinsame genetische Gruppe representiert (Abbildung 7). Diese Eingrup-
pierung lasst die Schlussfolgerung zu, dass die Arten dieser beiden klassischen Sektionen genetisch in
einer gemeinsamen Sektion ,Butterniisse” zusammengefasst werden sollten. Eine Subgruppierung der
einzelnen Butternuss-Arten war durch unseren Datensatz nicht moglich.

Die Herkiinfte der Reinen Walnuss J. regia aus Kirgistan, Europa, Dachigam, Lolab-Tal, Kangan und
Manshi bilden gemeinsam die dritte Gruppe in der HKA in Abb. 7. Eine eindeutige Einordnung in eine
gemeinsame Sektion ,Juglans” (Echte Walnisse) ist fur alle Genotypen dieser Art moglich. Die ver-
schiedenen Herkiinfte lassen eine weitere Subgruppierung zu. Die Einteilung in die Herk{infte Europa,
Kirgistan und Himalaya verdeutlicht die hohe genetische Vielfalt innerhalb der Art J. regia. Das gene-
tische Spektrum innerhalb dieser Art ist genauso hoch wie das Spektrum zwischen allen hier unter-
suchten Arten im Vergleich und deutlich héher als das der verschiedenen Arten innerhalb der jeweils
anderen beiden Gruppierungen (Schwarz- und Butterniisse). Die genetische Differenzierung durch
Subgruppierungen der verschiedenen Herkiinfte innerhalb der Reinen Walnuss erreicht ein Niveau,
welches erlauben wiirde, diese moéglicherweise in Unterarten oder sogar Arten zu differenzieren.
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Principal Coordinates (1 vs 2)

Juglans regia
Kirgistan

Sektion ,Rhysocaryon”

Sektion ,Juglans®
Schwarznusse »-ud

Echte Walniisse

Juglans regia
Kashmir

Sektion ,Cardiocaryon™
Asiatische Butterniisse

Sektion , Trachycaryon™
Amerikanische Butternuss

Abb. 7: Hauptkoordinaten-Analyse einer Teilpopulation von insgesamt 939 analysierten Individuen der Gattung
Juglans zur Identifikation von Arten und Herkiinften

Identifikation von Intermedia-Hybriden und Elternschaftsanalysen

Die aus gelenkten und ungelenkten Kreuzungen stammenden Nachkommen konnten mit dem zur Ver-
fligung stehenden Markerset aus 12 Genorten eindeutig der Mutterart oder im Fall der erfolgreichen
Hybridisierung auch dem Vater zugeordnet werden. Durch gelenkte Kreuzungen zwischen den Arten
Juglans nigra und J. regia konnten keine hybridogenen Nachkommen generiert werden. Alle Nach-
kommen aus diesen Kreuzungen sind zu 83 % durch Selbstung oder Apomixis entstanden. Die resul-
tierenden Embryonen hatten eine geringe Uberlebensrate welches als Hinweis auf genetische Ein-
engung oder sogar Haploidie gewertet wird.

In Abbildung 8 sind die beteiligten Arten inklusive der potentiellen Eltern und ihre genetische Ver-
wandschaft exemplarisch fiir einige Kreuzungen dargestellt. Im Fall der ungelenkten Kreuzung mit dem
Ziel der Produktion hybridogener Nachkommen der Sorte Reni wurden potentiell hybridogene Em-
bryonen isoliert und auf geeigneten In Vitro-Nahrmedien etabliert. Diese wurden anschlieBend gene-
tisch analysiert. Insgesamt 65 % der Nachkommen einer Stichprobe von Niissen der Jahre 2017, 2018
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und 2019 waren J. x intermedia. Von den 35 % nicht hybridogenen Nachkommen sind 74 % aus Selb-
stung oder Apomixis entstanden. Die Ubrigen 26 % dieser sind Nachkommen unbekannter Schwarz-
nuss-Vater aus der Umgebung des Mutterbaumes.

Principal Coordinates (1 vs 2)

Intersektions-Hybriden
Sorte ,Reni®

Juglans regia
Europa

Juglans x
intermedia /

Reni-Mutter *

©

Reni-Vater 1

o
_Reni-Vater2 Sektion ,Juglans*

Echte Walnusse

Reni-Vater 3
e

Sektion ,Rhysocaryon”
Schwarznisse

Juglans nigra

Abb. 8: Hauptkoordinaten-Analyse einer Teilpopulation von insgesamt 939 analysierten Individuen der Gattung
Juglans zur Identifikation der Vaterschaft nach gelenkten und ungelenkten Kreuzungen

Es wurde festgestellt, dass alle Intermedia-Nachkommen der Reni-Kreuzung von 3 Viatern aus der un-
mittelbaren Umgebung des Mutterbaumes abstammen (Abbildung 8). Von den 42 hier analysierten
Nachkommen waren 18 von Vater 1, 15 von Vater 2 und 9 von Vater 3 abstammen. Zusatzlich wurde
festgestellt, dass es sich bei Vater 2 um die Sorte Geisenheim 120 handelt.

Identifikation von unbekannten und Komplex-Hybriden

Die morphologische Identifikation von unbekannten und Komplex-Hybriden ist schwierig. Oft sind

keine reinen sondern eher intermedidare Merkmale vorhanden. Demgegentber kénnen einige Indivi-

duen eher in die morphologische Auspragung einer der Elternarten tendieren. Sehr viele Kultivare,
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Raritdaten und Baumdenkmaler sind unbekannter Herkunft und nur geschatzter Artzugehorigkeit. Sie
erzielen oft hohe Dimensionen und ein hohes Alter. Ziel des Projektes war unter anderem die
Sicherung und Vermehrung von Genotypen dieser Bedeutung. Baume mit (iberragenden Ertragen und
Wuchsformen zeigen ihr Potential bereits an ausgewachsenen Individuen. Sie kdnnen selektiert
werden und haben ein bekanntes Ertrags- und Form-Potential. Sie kénnen diese Eigenschaften auch
an klonal vermehrte Pflanzen weiter geben. Die klonale Vermehrung Uber In-Vitro-Techniken setzt das
Wissen Uiber die Artzugehorigkeit des Baumes voraus, denn dessen Kultivierungsfahigkeit ist abhangig
von der Zusammensetzung des spezifischen Nahrmediums. Sogenannte Komplexhybriden vereinigen
die Merkmale verschiedener Arten in einem Individuum. Komplexhybriden entstehen aus Kaskaden-
kreuzungen. Zunachst kreuzen sich nur kompatible Arten wie Juglans nigra und J. regia miteinander.
Erst die daraus resultierende Intermedia-Hybride ist in der Lage sich mit einer Art aus der Sektion der
Butterniisse zu kreuzen. Aus diesen Kreuzungen entstehen oft triploide Nachkommen. Diese Nach-
kommen vereinen aus diesem Grund auch die physiologischen Merkmale ihrer Eltern. Eine typische
Komplexhybride ist (Juglans nigra x regia) x manshurica. Verschiedene Kultivare dieser Zusammen-
setzung oder unbekannter Zusammensetzung werden in Abb. 9 in ihren Verwandschaftsverhéltnissen
dargestellt. Es konnte festgestellt werden, dass diese Komplexhybriden auch in der Artzuordnung eine
intermediare Stellung zwischen den drei Ausgangsarten einnehmen.

Weltweit existieren zahlreiche Sorten oder Kultivare des Intermedia-Typs. Diese sind entweder zufillig
durch das Nebeneinanderstehen in Arboreten und Botanischen Garten oder aber gezielt durch das
Zusammenstellen in Hybridsamenplantagen entstanden. In Abb. 10 wird deutlich, dass in unserem
Datensatz mindestens 2 Hybridtypen unterschieden werden kénnen. Zunachst bilden die hybrido-
genen Nachkommen der Sorte Reni einen einheitlichen Hybridschwarm, welcher in der Abbildung der
ersten und zweiten Koordinate der HKA auf einer Achse zwischen den Elternteilen erscheint. Der
zweite Intermedia-Hybridschwarm wird gebildet von Individuen mit unbekannter Herkunft und unbe-
kannten Eltern. Dennoch erscheint dieser deutlich eingrenzbar und eine Genotypisierung lasst die
zweifelsfreie Unterscheidung dieser untereinander und zur Reni-Hybride sowie gegeniiber der Hybride
NG23 mit der bekannten Mutter Franquette zu.

18



Principal Coordinates (1 vs 2)

Sektion ,Juglans”
Echte Walniisse

Sektion ,Rhysocaryon®
Schwarzniisse

Juglans nigra

J. nigra x regia |
x manshurica |

Komplex-Hybriden
Dreifache
Intersektionshybriden

Sektion ,Cardiocaryon®
Asiatische Butternisse

Sektion  Trachycaryon®
Amerikanische Bulternuss

Abb. 9: Hauptkoordinaten-Analyse einer Teilpopulation von insgesamt 939 analysierten Individuen der Gattung
Juglans zur Identifikation von Komplexhybriden

Identifikation von Sorten und Kultivaren

Die Verwandtschaftsbeziehungen von Sorten und Kultivaren ist oft ungeklart. Die Genotypisierung
dieser ist von Bedeutung um Verwechslungen auszuschliefen, denn diesen Walnissen kdnnen typi-
sche Wuchs- und Formeigenschaften zugeordnet werden. Verschiedene Sorten und Kultivare der Gat-
tung Juglans wurden von uns genotypisiert (Abb. 10). Es ist bekannt, dass die Sorte Franquette wahr-
scheinlich die alteste Sorte iberhaupt ist und phanologisch insofern interessant, dass sie sehr spat
austreibt und bliiht und damit nicht nur toleranter gegeniiber Spatfrostereignissen ist sondern wegen
dieser Eigenschaft auch geeignet ist, um als Pollenspender in einer Intermedia-Hybridkreuzung mit
einer Schwarznussmutter in Frage zu kommen. Die Wahrscheinlichkeit ist hoch, dass sich in diesem
Fall, wie auch in der Hybride NG23 gezeigt, die Blliihzeitpunkte beider Elternteile Giberlappen. Die alten
Sorten Hartley, Sorrento und Franquette sind sehr nah verwandt, unterscheiden sich aber deutlich zu
den deutschen Sorten Geisenheim 120 und Kurmarker-Walnuss. Die Sorte Idealo zeigt in der HKA ihre
Verwandtschaft zu zentralasiatischen Herkiinften wie Kirgistan. Die beriihmte Hybridnuss aus Meinier
wird als Intermedia-Hybride identifiziert und auch die verschiedenen Paradox-Hybriden aus Juglans
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hindsii x J. regia werden diesen zugeordnet. Auch die Garavel-Hybride Mj209 aus Juglans major x J.
regia nimmt eine intermediare Stellung zwischen den Ausgangsarten ein. Die Oregon Walnut ist
eigentlich eine Hybride aus Juglans nigra x J. hindsii, also eine Intrasektionshybride. Sie wird in unserem
Datensatz eher als Intermedia-Hybride identifiziert.

Principal Coordinates (1vs 2)

1. x intermedia — Hybriden

X J. regia — .
Sorte “Reni”
Sorten
.
i
. .
Rasibaitier Sektion ,Juglans”
O ] B
. © * leals- Echte Walniisse
. Reni-Vater - h i
)
. @ Reni-Vater ¢
Geizenheim 1207
. RE:H-VE(EI@ .
i " 4
Sektion ,,Rhysocaryon” . e
Schwarznisse L Kurmarker Walnus- s . ’
:® - onn g .Somento”
o oS
. g Hartley"
.Garavel Hybride, N L
o . . - S e
© . ! 3 Ve gt g ::_'”
P . . g ® 57
.Oregon-Walnut™ " o ° -/
. et T wmad s
R : A P b *
" Parsdox-Hybride_02° ) o, = *eits,
o Mreinier” ‘ papd i * Ui
ROTE . . ey
: o e ey e |
J. x intermedia — Parsdox-Hybride_017 * ) . ey . :
Hybriden : b 5

Abb. 10: Hauptkoordinaten-Analyse einer Teilpopulation von 939 Individuen der Gattung Juglans; Sorten und
Hybridtypen
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Arbeitspaket 5: Versuchsflachenanlage, biometrische & physiologische Evaluierung der Priifglieder

Die biometrischen, physiologischen und phanologischen Bonituren der Priifglieder dienen der Entwick-
lung eines physiologischen Ertragsschatzers, dessen Anwendung zur Leistungsdiagnose einer Pflanze
in frihen Entwicklungsstadien befahigen soll. Ein physiologischer Ertragsschatzer bewertet ohne auf-
wendige Feldprifungen die Anbauwiirdigkeit des jeweiligen Gehdlzes.

Im Projektzeitraum wurden biometrische, physiologische und phanologische Daten von 4 Hybridnuss-
Klonprifungen (Liliental, Rastatt, Gudensberg, Steckby), 3 Walnuss-Klonprifungen (Holzhausen, Wol-
fenbittel, Harzgerode), 1 Walnusssamenplantage (Liliental) und 1 Hybridnusssamenplantage (Olden-
dorf) sowie dem Walnuss-Herkunftsversuch (Obfelden) erhoben.

Die Hybridnuss-Klonpriifung Gudensberg wurde im Frithjahr 2018 angelegt und wird hier exempla-
risch zur Darstellung der Ergebnisse verwendet. Diese Flache ist eine Versuchsflache zum vergleichen-
den Anbau von 33 Prifgliedern der Hybridnuss Juglans x intermedia. Jedes Priifglied wurde randomi-
siert in vier Parzellen zu je 4 Pflanzen angebaut. Die Gesamtheit aller Priifglieder wurde Uber sterile
Sprosskulturen vermehrt. Die zu priifenden Klone sind aus Embryonen oder Uber vegetative Etablie-
rung in vitro lGberfihrt worden. Die Klone stammen aus der Hybridkreuzung der Sorte Reni. Der Klon
NG23 wurde (iber vegetative Inbetriebnahme von einem Altbaum gewonnen.

Nach dreijahriger Kultur wurden im Herbst 2021 die Hohen ermittelt. In den Jahren 2021, 2022 und
2023 fanden Chlorophyll-Fluoreszenzmessungen (CF) statt. Die Messungen der Fotosynthese wurden
an 3 Teilblattern von je 2 Pflanzen je Parzelle in insgesamt 4 Parzellen je Klon durchgefiihrt. Insgesamt
entstand fiir die Versuchsflache Gudensberg ein CF-Datensatz, der durch 792 Einzelmessungen pro
Jahr fir diese Versuchsflache generiert wurde.

Die Fotosynthese einer Pflanze ist der zentrale Energiegewinnungs- und Transformationsprozess. Die
Umsetzung von Licht in elektrische Energie ist an die verschiedenen Umweltbedingungen adaptiert, in
der der jeweilige Organismus evolviert ist. Die Fotosynthese ist der energetische Flaschenhals und die
Auspragung ihrer Effizienz hat einen direkten Bezug zur Produktion von Biomasse. Im Projekt wurden
die durch Chlorophyll-Fluoreszenz-Messungen ermittelten physiologischen Daten den ,realen”
Gegebenheiten, wie dem Ertrag, durch biometrische Vermessung gegeniibergestellt. Die Hypothese
ist, dass die Auspragung eines Fotosyntheseparameters in derselben GroRRe steigt oder fallt wie auch
die Produktion von Biomasse einer Pflanze. Mit einer CF-Messung kénnen gleichzeitig 44 Parameter
berechnet werden, die einen direkten Bezug zum Energietransfer innerhalb eines bestimmten Berei-
ches der Fotosynthesekette zulassen. Der quantifizierte Bereich ist ein Ausdruck fir die Effizienz oder

aber auch einer Schwachstelle (Engpass) im Fotosynthesesystem.

In Abbildung 11 ist eine Stichprobe von Juglans x intermedia - Prifgliedern abgebildet. Die Korrela-
tionsfaktoren wurden aber vom Gesamtdatensatz der jeweiligen Fotoperiode ermittelt. Es wurde die
Auspragung verschiedener Fotosyntheseparameter ermittelt und dem Median der Pflanzenh6hen ge-
geniber gestellt. Die Daten der einzelnen Priifglieder wurden mit dem jeweiligen Hochstwert standar-
disiert. Es wurde die Auspragung von 11 Fotosyntheseparametern und der Hohe abgebildet. Die Hohe
des Korrelationskoeffizienten beschreibt die Dichte des Zusammenhangs zwischen der Hohe und dem
jeweiligen Fotosyntheseparameter.

Der Median der Hohe des hochsten Klons 32/45 betragt 1,52 m. Dieser Klon belegt im Ranking der
Auspragungen der verschiedenen Fotosyntheseparameter fast immer die Spitzenposition. Die darge-
stellten Klone zeigen insgesamt eine sehr hohe Varianz in ihrer Auspragung in den verschiedenen Foto-
syntheseparametern.
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Die Lichtabsorption ABS/CSm (Abb. 11 und 12) beschreibt den ersten Schritt der Fotosynthese und ist
die Menge des in den Lichtsammelkomplexen eingefangenen Lichts. Die Auspragung dieses Parame-
ters korreliert mit der Dichte der Antennenkomplexe im Blattgewebe. Einige Klone, wie auch 32/45
sind in der Lage sehr viel Licht einzufangen und dieses auch in elektrische Energie umzuwandeln. Dem-
gegeniber sind aber nicht alle Klone in der Lage das aufgenommene Licht effizient zu transformieren
und weiterzuleiten und kénnen dieses im Vergleich nur weniger gut in Biomasse umwandeln. Aus
diesem Grund besteht auch nur ein mittlerer Zusammenhang von P= 0,68 dieses Parameters mit der
Hohe.

Die Transformation der Lichtenergie in elektrische Energie wird durch den Parameter des Trapping-
stroms TRo/CSm (Abb. 11 und 12) erklart. Schon an dieser Stelle wird entschieden wie viel elektrische
Energie an die Plastoquinon-Elektronenakzeptoren des Fotosystems 2 weitergeleitet werden kann.
Deshalb gibt es einen deutlich iberdurchschnittlichen Zusammenhang von P= 0,76 dieses Parameters
zum Ertrag.

Quantenausbeute PS Il

P=0,94 P=08

Pltotal
Leistungsindikatoren
Plastochinonpool 245
- _ 32 25
P=092 P=0,86
12 02
32 34
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Abb. 11: Auspragung und Zusammenhang zwischen verschiedenen Fotosynthese-Parametern der Vegetations-
periode 2022 zum Median der Pflanzenhdhe, drei Jahre nach Pflanzung im Herbst 2022 (dreijahrige Intermedia-
Klonpriifung Gudensberg)

Energie, die nicht in das Fotosystem 2 weiter geleitet wird, muss abgefihrt werden und das erfolgt
durch Wiarmeabstrahlung Dlo/CSm (Abb. 11 und 12). Aus diesem Grund ist die abgestrahlte Energie
reziprok zur weiter geleiteten Energie. Es entsteht ein negativer Zusammenhang zur produzierten
Biomasse. Dieser negative Zusammenhang zwischen Warmeabstrahlung und Ertrag ist nur schwach
ausgepragt. Am Beispiel des Klons 32/55 wird deutlich, dass es fir diesen einen Etagenwechsel im
Ranking der Fotosynthese-Effizienz gegeben hat. Dieser Klon startet mit der héchsten Lichtabsorption,
hat aber gleichzeitig die hochste Warmeabstrahlung und positioniert sich deshalb im Ranking des
weitergeleiteten Trappingstroms erst an der vierten Stelle. Demgegentber startet Klon 32/45 mit einer
geringeren Lichtabsorption, hat aber gleichzeitig die geringste Warmeabstrahlung in diesem Datensatz
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und liegt deshalb im Ranking des weitergeleiteten Trappingstroms an vorderster Stelle. Lichtenergie
die nicht aufgenommen wurde, kann auch nicht auf ineffiziente Weise durch Warmestrahlung abgege-
ben werden. Deshalb hat zwar Klon 22/38 die geringste Warmeabstrahlung, kann aber auch nicht mehr
Energie weiterleiten, da nicht mehr Licht absorbiert wurde. Die Warmeabstrahlung bestimmt nur ge-
ringfligig die Hohe des Ertrags. Mit einem Zusammenhang von nur -0,19 zum Ertrag wird deutlich, dass
die generierten Fotosyntheseparameter einen sehr geringen Zusammenhang zu Umweltparametern
wie Wasser- und Nahrstoffverfligbarkeit haben. Bei begrenzter Verfligbarkeit von Wasser und Nahr-
stoffen miisste ein groRerer Betrag an Energie als Warme ungenutzt abgeleitet werden, denn die effi-
ziente Weiterleitung von Energie in die Fotosynthesekette ist an diese gekoppelt.
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Abb. 12: Zuordnung der einzelnen Phasen der Fluoreszenzkurve zu den jeweiligen Abschnitten des Energietrans-
fers in der Fotosynthesekette

Die eingefangene und transformierte Energie wird an das Fotosystem 2 geleitet. Der Parameter Fv/Fm
quantifiziert den Elektronendurchgang in diesem Bereich der Fotosynthesekette und wird hier als
Quantenausbeute PS Il (Abb. 11 und 12) bezeichnet. Fv/Fm ist der meistgenutzte Fotosynthese-
parameter, der durch die Messung der Chlorophyll-Fluoreszenz generiert und oft zur Beschreibung der
Auswirkungen von Stress auf die Fotosynthese herangezogen wird. Fv/Fm hat in dieser Untersuchung
eine nur geringe Varianz im Vergleich zu allen anderen hier aufgefiihrten Parametern, beschreibt aber
einen Dichten Zusammenhang von P= 0,8 zur Hohe.

Die Weiterleitung der Elektronen aus Fotosystem 2 in die Elektronentransportkette (Abb. 11 und 12)
wird durch den Parameter ETo/CSm, mit einem Zusammenhang zum Ertrag von 0,84, beschrieben. Der
Elektronendurchsatz innerhalb der Elektronentransportkette wird tber die GréBe des Plastochinon-
pools Sm quantifiziert. Die Dichte des Zusammenhangs zum Ertrag bleibt auch an den Parametern, die
den Elektronentransport nach dem Cytrochrom-B-Komplex REo/CSm (Elektronentransport zum Foto-
system 1) mit P= 0,87 und psi(Eo)/(1-psi(Eo)) (Reduktion PS | — Akzeptor) mit P= 0,89 beschreiben, sehr
hoch. Der von uns messbare Elektronenfluss wird nach einer Sekunde Detektionszeit im Fotosystem 1
begrenzt und durch den Parameter der phi(Ro) Quantenausbeute des Fotosystems 1 quantifiziert. Im
Fotosystem 1 finden noch einige Rangverschiebungen im Ranking der getesteten Klone statt. Das
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bedeutet, dass der Elektronenfluss bis zum Ende der Fotosynthesekette detektiert werden sollte, da
auch noch von Fotosystem 1 bedeutende Beitrage zur Energiebilanz beigesteuert werden.

Aus diesem Grund sind die zusammenfassenden Leistungs-Indikatoren Pl.s (Abb. 11), mit einem
Zusammenhang zum Ertrag von P= 0,92, und Plieta, mit P= 0,94, fiir die Einschatzung des potentiellen
Biomasseertrags in der Gattung Juglans die effizientesten Indikatoren, die lber die Messung der
Chlorophyll-Fluoreszenz berechnet werden kdénnen. Die Leistungs-Indikatoren bewerten die Effizienz
des Elektronentransports fiir Pl bis einschlieflich Fotosystem 2 und Pl bis einschlieRlich Foto-
system 1. Potentielle energetische Flaschenhdlse werden in der Gesamtbilanz des Elektronentrans-
ports im Fall von Pl Uber die gesamte Fotosynthesekette betrachtet (Abb. 12). Uber die effiziente
Nutzung der Energie zur Umwandlung in Biomasse wird in der Gattung Juglans schon sehr frihzeitig,
ab der Absorption von Licht (ABS/CSm), entschieden. Die Energietransformation (TRo/CSm) und der
Abfluss von Warme (Dlo/CSm) sind dennoch der endglltige energetische Flaschenhals im System des
Energieflusses der Fotosynthese in der Gattung Juglans.

Das Zichtungsziel in der Gattung Juglans ist die Kombination aus einem hohen Ertrag und guten
Formeigenschaften. Der Ertrag ist abhangig von einer effizienten Fotosynthese und einer ausreichend
langen Fotoperiode. In Abb. 11 wurde durch die Feldstudie Gudensberg ein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen der Effizienz der Fotosynthese und Ertragsdaten dargestellt. Die Hybridnuss
J. x intermedia zeigt nicht nur eine hohe Variabilitdt der Auspragung von Fotosyntheseparametern
sondern auch eine hohe Variabilitdt zwischen den verschiedenen Klonen in den resultierenden Ertrags-
parametern. Das Zlichtungsziel ist, neben einem hohen Ertrag, aber auch die Produktion von Bdumen
mit guten oder hervorragenden Formeigenschaften. Besonders erwiinschte Formeigenschaften sind
ein gerader und hohenbetonter Stamm, ein spater Kronenansatz und eine natirliche Astreinigung, die
einen hohen astfreien Bereich im unteren Stammbereich liefert. Hypothese fir unsere Studie ist, dass
die Formeigenschaften nicht nur von der Genetik des Verzweigungsmusters des jeweiligen Klons, son-
dern besonders auch vom phédnologischen Verhalten eines unterschiedlichen Austriebszeitpunkts ab-
hangig sind. Die verschiedenen Arten der Gattung Juglans tendieren beim Anbau in mitteleuropaischen
Breiten zu einem friithen phanologischen Austriebszeitpunkt. Dieser friihe Austriebszeitpunkt verur-
sacht das Erfrieren der frischen Triebe bei einem typischen Spatfrostereignis. Das Absterben insbeson-
dere neu gebildeter Terminaltriebe verursacht die Bildung von Ersatztrieben. Diese kdnnen zur
Zwieselung, Steilastbildung und einem tiefen Kronenansatz sowie zu ungeraden Schaftformen fiihren.
Durch einen spateren Austrieb, moglichst nach einem potentiellen Spatfrostereignis, konnen solche
Schaden verhindert werden. Resultat eines spateren Austriebs ist aber auch eine kiirzere Vegetations-
periode. Durch die verkiirzte Vegetationsperiode wird auch der Zeitraum zur Produktion von Biomasse
verringert. Nur durch eine effiziente Fotosynthese kénnen die EinbulRen der Fotoperiode-Zeit ausge-
glichen oder - im Optimalfall - aufgeholt werden.

Die Juglans x intermedia Klonprifung Liliental gehort der gleichen Klonprifungsserie an wie die Klon-
prifung Gudensberg und auch da wurden dieselben Klone der Hybridkreuzung Reni sowie eines Klons
der Hybridkreuzung NG23 im Jahr 2018 angebaut. Neben der Detektion der Fotosynthese lber Chlo-
rophyll-Fluoreszens von 33 Hybridnussklonen, die Uber sterile Sprosskultur auf die entsprechende
Prifgliedzahl gebracht wurden, wurden die biometrischen Daten fir Holzvolumenberechnungen,
Stammform und dem phanologischen Austriebsverhalten ermittelt. Flr das produzierte Holzvolumen
bis zum Jahr 2022 ergibt sich ein Ranking mit grofRer Varianz zwischen den verschiedenen Klonen (Abb.
13). Im Vergleich dazu ergibt die gemessene Hohe eine geringere Varianz. Damit wird deutlich, dass
der Stammdurchmesser einen erheblichen Beitrag fiir den Gesamtertrag an Holzbiomasse liefert.
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Darlber hinaus ist anhand der Daten davon auszugehen, dass der Standort Liliental edaphisch und
klimatisch hervorragend fiir den Anbau von Hybridniissen geeignet ist.

Stammvolumen vs. Hohe
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Abb. 13: Vergleich zwischen den Medianen der Pflanzenhdhe und des Stammvolumens von 33 Juglans x inter-

media-Klonen der vierjahrigen Klonprifung ,Liliental” (Kaiserstuhl, Baden Wiirtemberg)

Um einen Zusammenhang zwischen den biometrischen Daten (Hohe und Durchmesser) und der
physiologischen Bewertung Uber die Nutzung von Fotosyntheseparametern zu erklaren, wurde hier
der Parameter Plarea benutzt. Plarea ist das Integral unter der der logarithmierten Intensitat der Chloro-
phyll-Fluoreszenzkurve und ein Ausdruck fur die GrofRe des Plastochinon-Pools, welcher den Elektro-
nentransport zwischen Fotosystem 2 und dem Cytrochrom-B-Komplex gewahrleistet (Abb. 11 und 12).
Dieser Parameter hatte auch schon fiir die Klonpriifung Gudensberg hohe und stabile Zusammenhange
mit der Hohe gezeigt. Auf der Klonprifung Liliental konnten auch die Stammdurchmesser gemessen
werden und so war eine Stammvolumenberechnung aber auch eine Berechnung des Hohen-Durch-
messer-Verhaltnisses (Abholzigkeit) moglich. Die Korrelation zwischen Stammvolumen und Pl,re, ergab
einen hohen Zusammenhang von P= 0,71 (Abbildung 14).

Demgegenliber viel der Zusammenhang zur Héhe desselben Messjahres mit P= 0,49 deutlich geringer
aus. Die Auspragung des Korrelationskoeffizienten unterstreicht hiermit nachdricklich die Effizienz des
physiologischen Ertragsschatzers Plarea in Bezug auf die Biomasseproduktion in der Gattung Juglans,
denn der deutlichere Bezug zum Volumen stellt den realen Biomasseertrag des Volumens gegeniiber
der Eindimensionalitat der Hohe in den Vordergrund. Bemerkenswert ist, dass der Zusammenhang
zwischen Pl,rea gegeniber der Hohe 2020 sehr hoch ist, aber zum Messjahr 2022 deutlich abnimmt.
Daraus resultiert, dass eine weitere Dimension, die des Durchmessers, abhiangig vom Alter des
Baumes, an Bedeutung gewonnen hat. Nachgewiesen wird das am dichten Zusammenhang von Plarea
mit dem Wurzelhalsurchmesser von P=0,79.
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Abb. 14: Korrelation zwischen biometrischen und physiologischen Daten auf der Juglans x intermedia Klonpri-
fung ,Liliental”, Volumen, Wurzelhalsdurchmesser, Hohe 2020 und Hohe 2022 versus CF-Leistungsindex Plarea.

Die phanologische Austriebsbonitur fiir die Klonprifung Liliental wurde im Zeitraum 01. Marz 2023
bis 01. Juni 2023, innerhalb dieses Zeitraums 5-mal durchgefiihrt. Anhand von 5 phanologischen Stufen
wurden alle 33 Klone in 8 Blocken zu je einer Parzelle, parzellenweise bewertet. Das Spektrum der
Einstufung reicht von 0 = alle Knospen im Winterzustand bis 4 = der frische Trieb ist Ianger als das dritte
vollentwickelte Blatt. Die Stufennoten der 5 Bonituren wurden als Durchschnittswert fir die phanologi-
sche Charakterisierung der verschiedenen Klone eingesetzt. Je geringer die phdnologische Boniturnote
ausfallt umso spéater beginnt der Austrieb. In Abb. 15 (braune Balken) sind die Austriebe aller 33 Inter-
media-Klone, vom spatesten bis zum frilhesten Austriebszeitpunkt, dargestellt. Es wurde weiterhin
eine Boniturnote aus dem Durchschnitt der 5 stufigen Parameter Stammform, Wipfelschaftigkeit und
Astwinkel im Verhéltnis zur Abholzigkeit (Durchmesser je Hohe) berechnet. Je héher die Boniturnote
ausfallt umso glinstiger bewerten die Stufennoten die Stammform und umso weniger verschmalert
sich der Stamm zur Hohe. Die Korrelation des phanologischen Austriebszeitpunkts mit der Formnote
ergab einen hohen Zusammenhang von P= - 0,71 (Abb. 15). Aus diesem hohen Zusammenhang lasst
sich schlieRen, dass der Austriebszeitpunkt die Form des Baumes mafigeblich beeinflusst. Weiterhin
|asst sich schlussfolgern, dass es unter den J. x intermedia-Klonen dieser Versuchsserie Baume gibt, die
spat austreiben und dennoch einen guten Ertrag bei gleichzeitig hervorragenden Formeigenschaften
besitzen. Es ist der Fotosynthese dieses Plusbaums demzufolge moglich unter Beibehaltung guter
Formeigenschaften, durch hohe Effizienz, trotz verkirzter Vegetationsperiode, einen hohen Ertrag zu
erzielen (Abb. 16).
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Phanologischer Austriebszeitpunkt vers. Formnote
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Abb. 15: Zusammenhang zwischen dem phanologischen Austriebszeitpunkt (Frithjahr 2023) und der Formnote
(Stammform, Wipfelschaftigkeit, Astwinkel, Abholzigkeit) von 33 Juglans x intermedia Kultivaren in der Klon-
prifung ,Liliental”
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Abb. 16: Korrelation zwischen dem phanologischen Austriebszeitpunkt (Friihjahr 2023) sowie der Formnote
(Winter 2023) [Ordinate] mit dem Volumen [Abszisse] auf der Juglans x intermedia Klonprifungsflache , Lilien-
tal”“, rotes Rechteck: Optimalbereich fir die Selektion von Elitebdumen
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Arbeitspaket 6: Bereisung Kirgistan (Evaluierung der Bestiande, Nussernte)

Vom 18. September bis 04. Oktober 2022 wurde von Projektmitarbeiter Steffen Fehrenz eine Reise
nach Kirgistan durchgefihrt. Da die im Jahr vorher schon vorgesehene Bereisung Kirgistans zur Evalu-
ierung der Saatgutbestdnde coronabedingt nicht stattfinden konnte, wurden im Jahr 2022 die Evaluie-
rung und Besammlung der Baume in einer Reise zusammen gelegt. Es wurden im Stdkirgisischen
Nordrand des Ferganabeckens in einer Hohenstufe zwischen 1600 bis 2800 m in den Gebieten Kyzy-

lunkur, Kara Alma und Kugart 280 Niisse von 28 Baumen gesammelt und nach Deutschland verbracht
(Abb. 17).

Abb. 17: Herkunfsregionen der Walnuss-Genotypen am Nordrand des Fergana-Beckens in Stid-Kirgistan (Sam-
melreise 2022)

Die Mutterbdume wurden nach ihrer Schaftform, den Astwinkeln und ihrer Hohenbetonung ausge-
wahlt. Sie wurden fotografiert und es wurde eine Blattprobe zur Genotypisierung und Elternschafts-
analyse genommen. Alle Mutterbdume wurden liber GPS eingemessen.

Die Sammelreise wurde durchgefiihrt unter der Teilnahme des ICRAF-Biiroleiters Kumar Aliev. Kumar
Aliev unterstiitzte die logistische Vorbereitung und half als Ubersetzer bei der Auffindung von Bdumen
bei der Recherche (iber die heimische Bevolkerung.
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2. Verwertung
a) Erfindungen/Schutzrechtsanmeldungen
Die Anmeldung von Patenten oder Sorten ist nicht erfolgt.

b) Wirtschaftliche Erfolgsaussichten nach Projektende

Flr ausgewahlte Genotypen der hier beschriebenen und durch sterile Sprosskulturen vermehrbaren
Kultivare sind nach weiteren erfolgreichen Feldprifungen Zertifikate wie silvaSELECT oder das sich in
Planung befindliche NW+ vorgesehen. Die Vermarktung kann im Anschluss auch Gber ein In-vitro-
Kulturlabore erfolgen. Die entwickelten In-vitro-Protokolle fiir die verschiedenen Walnussarten sind
sofor in jedem Labor anwendbar und erleichtern die Vermehrung von Pflanzenmaterial der Gattung
Juglans erheblich.

Die entwickelten physiologischen Ertragsschatzer sollen die Ziichtung von Wal- und Hybridnissen
effizienter gestalten und einer hochproduktiven forstlichen Phanotypisierung an selektiertem forst-
lichem Vermehrungsgut dienen. Die Entwicklung und Etablierung von Samenplantagen aus verschie-
denen Walnussherkiinften und die Produktion daraus resultierendem hochwertigem Pflanzenmaterial
wird die hohe Nachfrage durch Forstbaumschulen, Wald- und Plantagenbesitzer befriedigen. Von
besonderem Interesse ist hochwertiges Vermehrungsgut der Gattung Juglans im Agroforstbetrieb.

c) Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten nach Projektende

Die entwickelten In-vitro-Protokolle fiir die verschiedenen Walnussarten sind sofort in jedem Labor
anwendbar und erleichtern die Vermehrung von Pflanzenmaterial der Gattung Juglans erheblich. Die
entwickelten physiologischen Ertragsschatzer werden die Ziichtung von Wal- und Hybridnissen effi-
zienter gestalten und einer hochproduktiven forstlichen Phanotypisierung an selektiertem forstlichem
Vermehrungsgut dienen. Es wurde ein effizientes genetisches Markerset zur Differenzierung der ver-
schiedenen Arten, Hybriden und Herkinften entwickelt. Die daraus resultierende genetische Daten-
bank erlaubt die vergleichende Genotypisierung zur Zertifizierung von Sorten und Kultivaren. Die Ent-
wicklung und Etablierung von Samenplantagen aus verschiedenen Walnussherkiinften und die Produk-
tion daraus resultierendem hochwertigem Pflanzenmaterial wird die hohe Nachfrage durch Forst-
baumschulen, Wald- und Plantagenbesitzer sattigen. Die Anwendung des in diesem Projekt ent-
wickelten Methodenspektrums bietet erhebliche Potenziale zur Effizienzsteigerung von Zichtungsvor-
haben. Insbesondere vor dem Hintergrund der Langfristigkeit traditioneller forstlicher Forschungs- und
Entwicklungsarbeiten und dem zunehmenden Veranderungsdruck durch die Dynamik des Klimawan-
dels ist dies von besonderer Bedeutung.

d) Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit

Die NW-FVA gewadhrleistet die wissenschaftliche Anschlussfahigkeit durch die Erhaltung der Invitro-
Klonsammlung verschiedener Kultivare, Arten und Herkiinfte der Gattung Juglans. Diese stehen der
Zichtung aber auch der weiteren Forschung zur Verfligung Es werden teilweise Methoden der Lang-
zeitlagerung Uber Cryokonservierung angwendet. Es wurde eine Kollektion von herausragenden Wal-
nusskultivaren in Form eines Klonarchivs verschiedener Herkiinfte zusammengestellt.

Die hier durchgefiihrte Studie bildet aber auch die Grundlage fir weitere physiologische Untersu-
chungen an anderen Baumarten (Eichen, Birken, Elsbeeren, Pappeln, Weiden etc.). Denn die universell
einsetzbare und nicht-invasive Detektion der Fotosynthese-Effizienz liber die Messung der Chloro-
phyll-Fluoreszenz ermoglicht nicht nur die Entwicklung von physiologischen Ertragsschatzern sondern
auch von Stress-Indikatoren, die kiinftig im Klimawandel von Bedeutung sind. Die Auswirkungen ver-
schiedener Klimamodelle sowie edaphischer und anthropogener Stressoren auf die Fotosynthese als
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zentraler Energietransformator einer Pflanze werden auch in anderen Forschungsbereichen (Agrarwis-
senschaft etc.) vermehrt tber die Detektion der Chlorophyll-Fluoreszenz analysiert.

Die Ergebnisse dieses Projektes bilden auch die Basis fiir die zukilinftige Erzeugung von forstlichen
Versuchspflanzen. Diese wurden bislang meist vegetativ lber die Veredelung auf bestimmte Unter-
lagen vermehrt. Die hier angewandten In-vitro-Verfahren erlauben die Anzucht von Versuchsgliedern
in unbegrenzter Menge, in standardisierter Qualitdt und unter Ausschluss von Effekten, die durch
Veredlungsunterlagen entstehen (direkt durch Wundeffekt oder indirekt aufgrund des abweichenden
Genotyps). Die gesamte Pflanze besteht somit aus demselben Genotyp und es kdnnen physiologische,
phanologische und biometrische Auswirkungen der Stressoren an einem Individuum in reproduzier-
barer Wiederholung gemessen werden.

3. Erkenntnisse von Dritten
Uns liegen keine Erkenntnisse von Dritten vor, die Einfluss auf die Durchfiihrung des Projekts sowie auf
die Interpretation der Ergebnisse gehabt hatten.

4. Veroffentlichungen
Folgende Verdffentlichungen / Prasentationen sind aus dem Projekt entstanden:

e HOLTKEN A.M., OPFERMANN N. und FEHRENZ S. (2023) Hybridisierung und genetische Introgression:
Bedeutung fiir Waldbau, Forstpflanzenziichtung und Naturschutz. In: Liesebach M. (Hrsg.), Beitrage
von Forstpflanzenziichtung und Forstgenetik fir den Wald von Morgen: 7. Tagung der Sektion
Forstgenetik/Forstpflanzenziichtung vom 12. bis 14. September 2022 in Ahrensburg: Tagungsband,
Thiinen Report, Bd. 105. Braunschweig, S. 134-152.

o FEHRENZ S. und HOLTKEN A.M. (2023) Physiologische Untersuchungen an der Gattung Juglans: Von
der Sterilkultur bis zum fertigen Prifglied. Prasentation auf dem Workshop ,,Gehdlzphysiologie in
Deutschland — Forschungsschwerpunkte und Perspektiven®, Gotha, 13.-14.06.2023.

Weitere Veroffentlichungen sind in Bearbeitung:

e FEHRENZ S. und HOLTKEN A.M. (in Bearbeitung) Cross-species micropropagation in the genus Juglans.
Journal of Biological Methods.

Ferner ist geplant, In-vitro-Protokolle fiir wissenschaftliche aber auch fiir anwenderorientierte Zwecke
auf Online-Plattformen zu publizieren.
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