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Editorial

Weiterdenken fiur die Esche heil3t weiter denken

Manfred Hinrich war sich sicher: ,,aus dem Baum der Erkenntnis guckt ein Wurm
mit Doktorhut®. Nach nun fast 30 Jahren Infektionsgeschehen guckt aus uber-
liegenden Blattspindeln der Gemeinen Esche jahrlich aufs Neue das Falsche Weille
Eschensténgelbercherchen hervor, zwar ohne Doktorhut, mit fatalen Folgen fiir den
gesicherten Fortbestand dieser Baumart aber allemal.

Noch bis 2009 galt die Gemeine Esche als Hoffungstrédger unter den erwartbaren
Klimawandelfolgen. Dies fiihrte zu steigenden Anteilen dieses Edellaubgehdlzes bis
wenigstens 2012 in den Wéldern Stidwestdeutschlands.

Das anderte sich abrupt, nachdem Hymenoscyphus fraxineus Einzug in eben diese
Wélder und in eben diese Baumart hielt. Es gibt wenige Beispiele, bei denen Pilze
als Pflanzenpathogene fur eine Ausrottung einer Wirtspflanze verantwortlich
zeichnen. Ich denke da beispielsweise an die Hollandische Ulmenkrankheit oder den
Kastanienrindenkrebs. Diese angefiihrten Beispiele reichen aus européischer Sicht
schon etwas langer zuruick, mit Auswirkungen bis in die Gegenwart. Fir die Esche
meldet sich hierfiir also H. fraxineus zu Wort. Uberhaupt, ,,die Esche* gibt es nicht,
es sind so viele Individuen mit unterschiedlichen Eigenschaften und diverser
genetischer Ausstattung. Jeder Verlust, sei es durch ein kontinuierliches Riicksterben
der Krone oder fortschreitende EinbufRen der Standsicherheit aufgrund von Wurzel-
faule. Eschen sehen sich bei uns auf ihre bisher harteste Bewahrungsprobe gestellt.
Sie sind es wert, wissenschaftlich geférdert zu werden—nicht nur aus 6konomischer
Sicht, auch vom okologischen Standpunkt her.

Es gibt unterschiedliche Einschédtzungen von Forschungsgruppen zur Gesamtiiber-
lebenswahrscheinlichkeit der Gemeinen Esche. Nach fast drei Jahrzehnten der
Exposition gegeniiber dem Erreger kdnnte diese im Mittel bei 0.5 (je nach Region
zwischen 0.2 und 0.8) liegen. Andere Prognosen sehen nach 11 Jahren Exposition
gegeniber der Krankheit eine maximale Sterblichkeit von Eschen in Wéldern bei 0.6
erreicht, die sich danach stabilisieren sollte.

Auch hier gibt es dank intensiver Forschungsmihen vielversprechende Ansétze
wieder in Wirtschaftlichkeit und dkologische Funktionalitéat zu finden.

»Innovationen geben der Zukunft eine Zukunft”, diese Ansicht von Hans-Jirgen
Quadbeck-Seeger sehe ich als Leitmotiv und Triebfeder flr alles, was im Rahmen
des Demonstrationsprojekts FraxForFuture geleistet wurde und wird.
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Es ware ebenso fatal wie toricht verfriiht die Flinte ins Korn zu werfen, zumal auch
die wissenschaftliche Methodik stetig, rasant und versierter voranschreitet. Die
phytopathologische Historie halt dafir blendende Beispiele parat—Banane, Gummi-
baum, Kakao, Kaffee und so fort.

Nach vielen Jahren intensiver Forschung zur Esche und dem Eschentriebsterben
prasentieren die in diesem Tagungsband versammelten wissenschaftlichen Beitrage
auf anschauliche Weise, wie wichtig eine umfassende VVorgehensweise und Inein-
andergreifen von Erkenntnissen sind, um verbesserte Handlungsempfehlungen fur
die Esche zu erlangen, damit die Zukunft der Esche die Esche ist.

Freiburg im Breisgau
Sommer 2023
Jorg Griner
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Keynote: Historie der Eschentriebsterbenforschung

Eine kleine Chronologie der Eschentriebsterben-
forschung—was kdnnen wir lernen?

Rasmus Enderle”

Julius Kiihn-Institut, Institut fir Waldschutz, Braunschweig
“rasmus.enderle@julius-kuehn.de

Einleitung

Das Eschentriebsterben ist ein Beispiel fiir die vielen tiefgreifenden Schadereignisse
im Wald, die aktuell mit dem globalen Wandel einhergehen. Ein 2020 in Deutsch-
land initiiertes, interdisziplindres Forschungsvorhaben zum Eschentriebsterben
(Langer et al. 2022) wurde daher als Demonstrationsprojekt konzipiert, anhand
dessen Forschungsstrategien und -strukturen analysiert und evaluiert werden
kénnen. In diesem Zusammenhang lohnt sich auch ein Blick zurlick, weit Uber das
Projekt hinaus bis hin zu den Anféngen der Eschentriebsterbenforschung. Ziel dieses
Riickblicks ist es, entscheidende Momente fiir die Entwicklung der Forschung zu
identifizieren. Einschréankend wird darauf hingewiesen, dass ein vollstandiger Rlck-
blick auf die mittlerweile sehr umfangreiche Eschentriebsterbenforschung die
formellen Grenzen dieses Artikels (bersteigen wiirde, weshalb nur ausgesuchte
Aspekte der Forschung schlaglichtartig beleuchtet werden. Einen Uberblick iiber die
Chronologie mit Literaturquellen gibt Tabelle 1.

Chronologie der Eschentriebsterbenforschung

Im Winter 1991/1992 wurden im Nordosten Polens in gréierem Ausmall Symptome
an Eschen festgestellt, die riickwirkend dem Eschentriebsterben zugeordnet werden
konnen. Diese Beobachtung wurde 2002 verdffentlicht, und stellt damit den ersten
Hinweis auf das Eschentriebsterben in Europa dar (Juodvalkis & Vasiliauskas 2002,
Przybyt 2002). Das Zusammenspiel von abiotischen Stressoren mit verschiedenen
Schaderregern wurde damals als potentiell urséchlich in Betracht gezogen, und der
Hallimasch (Armillaria spp.) als ein wesentlicher Akteur im Absterben der Eschen-
bestande identifiziert.

Der primére Erreger des Eschentriebsterbens wurde erst 2006 identifiziert und in
seiner Nebenfruchtform Chalara fraxinea erstmals beschrieben (Kowalski 2006). Zu
dieser Zeit hatte sich die Symptomatik des Eschentriebsterbens bereits auf weite
Teile Europas ausgebreitet (McKinney et al. 2014). Chalara fraxinea fand daher
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zwar von 2007 bis 2014 in der EPPO Alert List Erwéhnung, wurde jedoch als bereits
etabliert betrachtet, weshalb kein Quarantanestatus verhangt wurde (EPPO 2014).

Tabelle 1: Subjektive und unvollstdndige Auswahl bemerkenswerter Ereignisse und
Erkenntnisse aus der Forschung zum Eschentriebsterben.

Jahr  Ereignisse und Forschungserkenntnisse
1978 — Einem Herbarium wird eine Probe aus Estland zugefligt, die spater als
Hymenoscyphus fraxineus identifiziert wird. Altester bekannter Nachweis des
Pilzes (Agan et al. 2023)
1991 - Erste dokumentierte Beobachtungen von Eschentriebsterben-Symptomen in
Europa (Juodvalkis & Vasiliauskas 2002)
1993 — Beschreibung von Lambertella albida in Japan (Hosoya et al. 1993)
2000 — Erste Symptome werden lokal in Deutschland beobachtet (Enderle et al.
2017)
2002 — Erste Untersuchungen zu moglichen Ursachen des Eschentriebsterbens
werden publiziert (Juodvalkis & Vasiliauskas 2002, Przybyt 2002)
2006 — Erstbeschreibung von Chalara fraxinea als primdrer Verursacher des
Eschentriebsterbens (Kowalski 2006)
2007 — C. fraxinea wird in die EPPO Alert List aufgenommen (EPPO 2014)
— Erstnachweis von C. fraxinea in Deutschland (Schumacher et al. 2007)
2009 — Hymenoscyphus albidus ist vermeintliche Hauptfruchtform von C. fraxinea
(Kowalski & Holdenrieder 2009)
2010 - Entwicklung artspeziefischer Primer zur Detektion / Identifikation von
C. fraxinea (Johansson et al. 2010)
2011 - Hymenoscyphus pseudoalbidus ist die Hauptfruchtform von C. fraxinea
(Queloz et al. 2011)
— Es gibt genetisch bedingte Unterschiede in der Anfalligkeit verschiedener
Eschennachkommen (Pliura et al. 2011)
2012 - Erster hypothetischer Lebenszyklus von H. pseudoalbidus wird veroffentlicht
(Gross et al. 2012)
— H. pseudoalbidus ist vermutlich primarer Verursacher von StammfuR-
nekrosen, Feuchtigkeit spielt eine Rolle (Husson et al. 2012)
— COST-Action FP1103 FRAXBACK wird ins Leben gerufen
2013 - H. pseudoalbidus ist identisch mit Lambertella albida (Zhao et al. 2013)
— Erste deutschlandweite Zusammenstellung von Handlungsempfehlungen fiir
forstliche Praxis (Metzler et al. 2013)
2014 — Umbenennungvon H. pseudoalbidus in Hymenoscyphus fraxineus (Baral et al.

2014)

Eschentriebsterbenerreger wird von der EPPO Alert List gestrichen (EPPO
2014)
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— Populationsstudien deuten eindeutig auf asiatische Herkunft (Gross et al.
2014)

— H.albidus und H. fraxineus haben keinen gemeinsamen Vorfahren aus
jingerer Zeit (Bengtsson et al. 2014)

2016 — Erste genetische Marker fiir geringe Anfalligkeit der Esche identifiziert
(Harper et al. 2016)
2017 - Infektion der Triebe erfolgt nachweislich Gber Blattstiele (Hariackova et al.
2017)
— Europaweiter Uberblick des Wissens zum Eschentriebsterben auf Basis von
FRAXBACK wird publiziert (Enderle et al. 2017, Vasaitis & Enderle 2017)
— Genom der Esche ist sequenziert (Sollars et al. 2017)
— Europédisches Review zum  waldbaulichen Umgang mit dem
Eschentriebsterben (Skovsgaard et al. 2017)
— Pazifikregion Russlands ist die Quelle der Europaischen Population (Sgnstebg
etal. 2017)
2018 — Gesamte europaische Population geht auf nur zwei haploide Individuen
zuriick (McMullan et al. 2018)
2019 — Start des Projekts FraDiv
2020 — Start des Demonstrationsvorhabens FraxForFuture
2022 - Kann die europdische Population wirklich auf nur zwei Individuen
zurlickgehen? Kam es vielleicht doch zu einer Hybridisierung? (Buschbom
2022)
2023 — Kreuzresistenz bei H. fraxineus und Agrilus planipennis (Gossner et al. 2023)

Die Klarung der Identitét des Pilzes war damit aber noch lange nicht abgeschlossen.
2009 wurde eine Studie verdffentlicht, die C. fraxinea mit Fruchtkdrpern in Ver-
bindung brachte, welche auf Eschenblattstielen in der Bodenstreu wuchsen und ihrer
Morphologie und ihrem Vorkommen nach als Hymenoscyphus albidus zu
identifizieren waren. Demnach war also H. albidus, ein seit Gber hundert Jahren als
Blattstreuzersetzer bekannter heimischer Schlauchpilz, die Hauptfruchtform von
C. fraxinea. Viele Hypothesen wurden verfolgt, um dieses Ergebnis zu erklaren. War
H. albidus etwa mutiert, und trat deswegen jetzt als aggressives Pathogen auf? Oder
war eine Hybridisierung mit einer anderen Pilzart ursachlich? Oder lag es doch gar
nicht am Pilz selbst, sondern fihrten andere Umwelteinfliisse wie etwa Schadstoffe
zu einem Ungleichgewicht in der Pilz-Wirt-Beziehung?

Zwei lange Jahre stellte dies ein groRes Mysterium dar, bis 2011 festgestellt wurde,
dass es auf Eschenblattstielen in der Bodenstreu zwei morphologisch identische,
aber genetisch klar unterscheidbare Pilzarten gibt, die eine harmloser Blattzersetzer
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(H. albidus), die andere ein aggressives Pathogen (zundchst Hymenoscyphus pseudo-
albidus, spater H. fraxineus genannt).

Mit dieser Erkenntnis, und mit der Entwicklung artspeziefischer Primer zur sicheren
Detektion von C. fraxinea, nahm die Eschentriebsterbenforschung nun endgultig
Fahrt auf. Die COST-Action FRAXBACK (FP1103) ermdglichte einen Austausch
verschiedenster Disziplinen auf européischer Ebene, was zu diesem Zeitpunkt einen
immensen, verstarkenden Einfluss hatte. Innerhalb weniger Jahre wurden nun sehr
viele grundlegende wissenschaftliche Erkenntnisse gewonnen, die bis heute Bestand
haben. Es wurde entdeckt, dass es genetisch bedingte Unterschiede in der Anfallig-
keit individueller Eschen gab, dass der Pilz auch StammfulRnekrosen verursacht,
welchen Lebenszyklus der Pilz verfolgt und wo sein natlrliches Verbreitungsgebiet
ist. Auch die in dieser Zeit veroffentlichten Handlungsempfehlungen fir die forst-
liche Praxis haben bis heute weitgehend Bestand.

Diese Entwicklung der raschen Fortschritte kulminierte etwa zur Zeit der
Endpublikationen von FRAXBACK im Jahr 2017. Das mediale Interesse war
mittlerweile weitgehend abgeklungen. Das Thema Eschentriebsterben wurde trotz
entsprechender Antrdge vom europaischen Austauschprogramm COST nicht mehr
gefordert. Die Anzahl wissenschaftlicher Publikationen zum Eschentriebsterben
stagnierte fortan (Abb. 1). Die ,,low hanging fruits“ beim Erkenntnisgewinn waren
abgeerntet, sodass zusétzliche Erkenntnisse nur noch mit héherem Aufwand, zum
Beispiel durch holistischere Ansétze, zu generieren waren. So zeigten 2018 ver-
Offentlichte Genomanalysen an, dass die gesamte europdische Population von
H. fraxineus auf nur zwei haploide Individuen zuriickgeht. Ein solches Ergebnis
erscheint unwahrscheinlich und ist, wie eine 2022 verdffentlichte Synthese anmerkt,
ein sehr offensichtlicher Ansatzpunkt, weiter zu forschen, um das unwahrscheinliche
Ergebnis entweder zu bestitigen oder alternative Erklarungen fir die Daten zu
finden, doch wurden hierzu keine weiteren Studien mehr verdffentlicht. In dieser
Phase des stagnierenden Forschungsinteresses auf européischer Ebene wurden dann
die beiden grofRRen Forschungsprojekte FraDiv (2019) und FraxForFuture (2020) in
Deutschland initiiert. Es handelt sich hierbei um die ersten groRen Verbundprojekte
zum Eschentriebsterben in Deutschland Gberhaupt.

Was konnen wir lernen?

Eine erste Auffalligkeit bei der hier skizzierten Entwicklung ist die Tatsache, dass
H. fraxineus mindestens 24 Jahre Zeit hatte, sich zu etablieren und auszubreiten,
bevor die erste wissenschaftliche Verdffentlichung zum Eschentriebsterben
erschien, und das, obwohl die Symptome bereits zehn Jahre lang beobachtet wurden
und seit zumindest zwei Jahren (lokal) auch in Deutschland sichtbar waren. Die
Grinde fur diesen langen Anlauf der Wissenschaft sind sicherlich vielschichtig,
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doch liegt die Vermutung nahe, dass es einerseits zu wenige Experten fir
Waldschaden gab und sich diese andererseits eher auf anderes (Hauptbaumarten?)
konzentrierten bzw. konzentrieren mussten. Es schlief3t sich auRerdem die Frage an,
warum nicht bereits das Auftreten von Symptomen, sondern erst die Entdeckung der
Ursache der Symptome (C. fraxinea), umfangreichere Forschung initiierte. Liegt es
an der Aufteilung in Fachdisziplinen (Entomologie, Pathologie, Abiotik), dass sich
niemand mit den vormals unspezifischen Schaden befasste, weil dies gegeniber
Vorgesetzten und Geldgebern nicht zu rechtfertigen war?
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Abbildung 1: Anzahl der von Web of Science bei der Suche ,,ash dieback (All Fields)*
ausgegebenen Publikationen pro Kalenderjahr fiir die Zeit vom 01.01.2002 bis 14.07.2023.

Die néchste Auffilligkeit ist, dass dann die eigentliche ,,Aufbruchstimmung® fiir die
Forschung zum Eschentriebsterben erst 2011 aufkam, zeitgleich mit der Entdeckung
von H. pseudoalbidus, einem neuen, vermutlich invasiven Pathogen. Dies brachte
nicht nur ein enormes Interesse der Medien und breiten Offentlichkeit, sondern
erleichterte auch die Argumentation in Forschungsantragen. Dabei ware die Proble-
matik im Wald und die Dringlichkeit ihrer Erforschung naturlich ebenso grof?
gewesen, wenn es diese Erkenntnis nicht gegeben hétte.

Der Aufschwung in der Forschung zum Eschentriebsterben erhielt zweifelsohne
einen erheblichen Schub durch das sehr erfolgreiche Austauschprogramm
FRAXBACK, durch das sich ein europaweites Netzwerk von Forschenden zum
Eschentriebsterben bildete. Es Uberrascht daher nicht, dass der néchste grofe
Wendepunkt, ndmlich eine Stagnation der Eschentriebsterbenforschung, mit dem
Zeitpunkt des Endes dieses Programms zusammenfallt. Dabei bestehen nach wie vor
groBe Wissensliicken, zum Beispiel beziiglich der Atiologie und genetischen
Anfélligkeit gegeniiber Stammfunekrosen, bei Resistenzmechanismen, oder bezlg-
lich der weiteren Entwicklung der européischen H. fraxineus-Population in Bezug
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auf lokale Anpassungen, Virulenz und Klimawandel. Nach wie vor gibt es keine
zufriedenstellende Losung der Eschenproblematik, denn es gibt noch keine probaten
Mittel zur Bek&mpfung, und es ist unklar, wie schnell sich Ziichtungserfolge zeigen
und wie umfassend sie ausfallen werden.

Fur derartige Fragestellungen braucht es langfristige Forschung. Umso erfreulicher
ist es, dass in Deutschland 2019 und 2020 grofRe Forschungsprojekte initiiert wurden.
Im Hinblick auf die internationale Dimension der Problematik ware es wiinschens-
wert gewesen, wenn diese Forschungsprojekte nicht auf Deutschland begrenzt
waéren, und sich direkt im Anschluss an FRAXBACK ergeben hatten, denn so wére
eine bessere Kontinuitat gewéhrleistet gewesen (siehe auch Semizer-Cuming et al.
2019). Das FraxForFuture-Projekt endet Anfang 2024, das FraDiv-Projekt ein Jahr
spater. Es bleibt zu hoffen, dass ein weiterer Bruch in der Eschentriebsterben-
forschung durch direkte Anschlussfinanzierung vermieden wird.
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Keynote: Eschentriebsterben in Europa

Hat die Esche noch eine europaische Zukunft?
Ja, wenn wir jetzt europaisch handeln!

Jan-Peter George”

Natural Resources Institute Finland (LUKE), Production Systems, 00720 Helsinki,
Finland
“jan-peter.george@Iuke. fi

Die Europdische Esche (Fraxinus excelsior) und die Schmalblattrige Esche
(Fraxinus angustifolia) sind Schlissel-Forstbaumarten mit herausragender Bedeu-
tung fir die Forstwirtschaft, den Naturschutz und das Landschaftsbild in Europa. In
GroRbritannien und Irland besitzt beispielsweise die Europaische Esche darlber
hinaus einen enormen kulturellen Stellenwert, welcher ganze Wirtschaftszweige
geprégt hat und nach wie vor pragt (Hall et al. 2021). Beide Baumarten sind seit
Beginn der 1990er Jahren lokal und regional in ihrem Bestand durch das aus Asien
stammende Eschentriebsterben stark gefahrdet und kénnten in naher Zukunft durch
den Eschenprachtkafter (Agrilus plannipennis) an den Rand ihrer populations-
genetischen und populationsdkologischen Existenzgrenze gelangen. Dies hat
verheerende Folgen fiir den europdischen Forstsektor und daruber hinaus weit-
reichendere Folgen fiir ganze Okosysteme, da beide Eschenarten mit einer groRen
Anzahl von Kommensalarten assoziiert sind, welche ebenso in ihrem Bestand
gefahrdet wéren bzw. bereits geféhrdet sind (Mitchell et al. 2014). Internationaler
Wissensaustausch zum Eschentriebsterben existiert seit ca. 2012 in Europa (z.B. in
Form der COST Action Fraxback) und hat wesentlich zum Verstédndnis der Krank-
heit sowie zur Dokumentation von regionalen Unterschieden in der Gefahrdung von
Eschen beigetragen (Enderle, Stenlid & Vasaitis 2019). Im Rahmen dieses
Impulsvortrages soll diskutiert werden, ob die derzeitigen Anstrengungen zum
Erhalt der Eschen-Arten ausreichen werden, um detrimentale Effekte in zukiinftigen
Eschenpopulationen und Okosystemen vermeiden bzw. verlangsamen zu konnen.
Detrimentale Effekte mit Langzeitfolgen kénnen beispielsweise entstehen durch den
tiberproportionalen Verlust an genetischer Diversitat, Verringerung von Genfluss
zwischen Populationen, und Funktionsstérungen in Okosystemen durch den Verlust
von weiteren assoziierten Schliisselarten. Detrimentale Effekte sind in der Regel
schwer zu quantifizieren, da sie erst einige Generationen spéter einsetzen, dann
jedoch nur schwer umkehrbar sind. Dieses Phdnomen wird in der Evolutions-
Okologie als extinction debt bezeichnet und beschreibt im Wesentlichen das
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Missverstandnis zwischen dem, was man aktuell beobachtet und dem, was man
zukunftig beobachten wird (siehe z.B. Vranckx et al. 2011). Dieses Missverstandnis
konnte dazu fiihren, dass der europaische Genpool der Esche als auch Okosysteme,
welche von Eschen geprégt sind, trotz massiver Erhaltungsanstrengungen in eine
evolutiondre Sackgasse gelangen. Um dieses Szenario zu verhindern ist es essenziell
auf européischer Ebene Wissen nicht nur auszutauschen, sondern auch gemeinsame
Ziele, Zeithorizonte, Indikatoren und Ressourcen zu schaffen: Baumpopulationen
und Okosysteme existieren nicht innerhalb nationaler Grenzen, sondern dariiber
hinaus als groRere Einheiten, welche im stetigen Austausch miteinander stehen. Die
bereits bestehende Heterogenitat in Europa bezliglich verschiedener Erhaltungs-
ansétze, genetischer Ressourcen und zeitlichem Fortschritt ist in diesem Zusammen-
hang ein enormer Vorteil, welchen es effektiv und effizient zu nutzen gilt.

Abb. 1 gibt einen Uberblick Gber den derzeitigen europaischen Stand der Eschen-
erhaltung sowie Uber bereits erreichte Meilensteine: der zeitliche Fortschritt folgt
generell nicht der Infektionsgeschichte, da beispielsweise Polen erst relativ spat ein
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| core network (e-situ/er-sity)
L F excelhiiv germtic (omsmnation

o notwork (0 sitaex-sity)

| National ADB bresding/consenvation
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Abbildung 1: Uberblick tber die nationalen Erhaltungsinitiativen zu Fraxinus excelsior und
Fraxinus angustifolia in Europa. Core networks bezieht sich auf in-situ und ex-situ
Generhaltungseinheiten unter Euforgen (www.euforgen.com). Textfelder zeigen erreichte
Meilensteine in Bezug auf genomische Ressourcen, Phanotypisierung, etc.
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nationales Erhaltungsprogramm initiiert hat, das Eschentriebsterben aber bereits seit
1992 in Polen gegenwartig ist. In den marginalen Teilen der Eschenpopulation im
Siiden Europas (Spanien, Italien) ist das Eschentriebsterben erst kirzlich beobachtet
worden. Diese Lander kdnnten daher von bereits erzielten Fortschritten profitieren.
Bereits harmonisierte Daten auf européaischer Ebene machen es generell mdglich
einige, jedoch nicht alle, der Voraussetzungen flr eine européische Erhaltungs-
strategie zu unterstiitzen. Der ICP Forest level | Datensatz zum Kronenzustands-
monitoring in europaischen Waldern bietet eine gute Moglichkeit den historischen,
aktuellen, und zukinftigen Status der Esche in Europa besser einzuschétzen und
erste Schlussfolgerungen abzuleiten (Abb. 2). Generell lasst sich ableiten, dass die
Kronenverlichtung in Eschen in Nord-, Ost-, und Zentraleuropa seit dem Jahr 2000
deutlich zugenommen hat (George et al. 2022). Auch Mortalitatsraten haben deutlich
zugenommen mit distinkten Hotspots in Nordeuropa. Mortalitt wird zusatzlich
deutlich beglnstigt durch feuchte Lagen und feuchtes Wetter in der
Vegetationsperiode. Derartige Analysen, basierend auf harmonisierten Daten,
konnen beispielsweise genutzt werden, um bereits Priorisierungen vorzunehmen fiir
Populationen welche auf europaischer Ebene als besonders gefahrdet gelten.
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Abbildung 2: Harmonisierte Datensatze auf europaischer Ebene wie der ICP level | Daten-
satz zum Kronenzustand in europdischen Waldern kénnen wichtigen Aufschluss tber den
aktuellen Zustand und zukiinftige Erhaltungsstrategien geben. (Abbildung entnommen aus
George et al. 2022). Punkte zeigen ICP Monitoring plots Uber Europa in verschiedenen
klimatischen Zonen (MAT: mean annual temperature).
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Zusammenfassend lassen sich drei Kernpunkte ableiten: i) Europa ist an einem Punkt
angekommen, an dem wissenschaftlicher Konsens aus den vielen nationalen Bemiih-
ungen gemacht werden sollte, welche bereits existieren. Dies wiirde zeitliche und
finanzielle Ressourcen sparen und den weiteren Verlust von Diversitat bremsen. ii)
Es sollten wesentliche Fehler aus friiheren Pandemien wie beispielsweise dem
Ulmensterben vermieden werden. Ein entscheidender Fehler war, dass Erhaltungs-
initiativen zu Ulmen Ziele entweder nicht oder nur unzureichend auf européischer
Ebene definiert haben (Beispiel: Was mussen wir wo konservieren? Wie viel und bis
wann? Wie kénnen wir unseren Konservierungserfolg/-defizit mithilfe von Indika-
toren besser quantifizieren?). iii) Eine zukinftige europdische Strategie muss multi-
polar ausgerichtet sein: das Eschentriebsterben wird in wenigen Jahren bzw. Jahr-
zehnten durch die Ankunft des Eschenprachtkéfers in Europa sowie den Klima-
wandel zwei weitere Akteure beriicksichtigen missen, welche die europdische
Eschenpopulation bedrohen. Ziichtung allein wird daher keine Option sein, sondern
durch statische Konservierung genetischer Ressourcen komplementiert werden
mussen.

Literatur

Enderle R, Stenlid J, & Vasaitis R (2019): An overview of ash (Fraxinus spp.) and
the ash dieback disease in Europe. CABI Reviews, (2019), 1-12.

George J-P, Sanders TG, Timmermann V, Potoc¢i¢ N, Lang M (2022): European-
wide forest monitoring substantiate the neccessity for a joint conservation
strategy to rescue European ash species (Fraxinus spp.). Scientific
Reports, 12(1):4764. https://doi.org/10.1038/541598-022-08825-6.

Hall C, Robinson J, Marzano M, Dyke A (2021): Values, management, and pest and
disease threats associated with Ash: A review. Forest Research, UK.
https://cdn.forestresearch.gov.uk/2021/08/values_management_and_pest_and_d
isease_threats_associated with_ash.pdf. Zugriff 07. Juli 2023.

Mitchell RJ, Beaton JK, Bellamy PE, Broome A, Chetcuti J, Eaton S, ... Woodward
S (2014): Ash dieback in the UK: a review of the ecological and conservation
implications and potential management options. Biological
Conservation, 175:95-109. https://doi.org/10.1016/j.biocon.2014.04.019.

Vranckx GUY, Jacquemyn H, Muys B, Honnay O (2012): Meta-analysis of
susceptibility of woody plants to loss of genetic diversity through habitat
fragmentation. Conservation Biology, 26(2):228-237.


https://doi.org/10.1016/j.biocon.2014.04.019

15

Schwerpunkt Okologie

Einfluss von Standortsfaktoren auf das Eschen-
triebsterben und die Auspragung von Stammful3-
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Hintergrund und Methodik

Im Schadverlauf des Eschentriebsterbens (ETS) kénnen unterschiedliche Schadi-
gungsgrade an befallenen Eschen beobachtet werden. Als mdgliche Ursachen
werden genetisch bedingte Unterschiede in der Virulenz des Erregers, Unterschiede
in der Anfalligkeit der Eschen gegeniiber Hymenoscyphus fraxineus, die Dauer des
Befalls durch H. fraxineus, Bestandesparameter (z.B. Eschenanteil) und auch
Standortsfaktoren diskutiert (Grosdidier et al. 2020). In vorangegangenen Studien
konnte ein Zusammenhang zwischen klimatischen und bodenbedingten Parametern
und dem Schadfortschritt des ETS nachgewiesen werden (Klesse et al. 2021, Marcais
etal. 2022). Auf dem bundesweiten Raster der Waldzustandserhebung (WZE) wurde
der Zusammenhang von Standortsfaktoren und dem Vitalititszustand von Eschen
erforscht. Dabei wurden sowohl vorhandene Zeitreihen des Kronenzustandes von
Eschen miteinbezogen als auch Zustandserhebungen an insgesamt 2.180 Eschen auf
WZE-Punkten durchgefiihrt. Dazu wurde an allen WZE-Punkten mit ausreichend
Eschen im Bestand (109 Aufnahmeflachen) die Schadigung nach dem
Boniturschlissel von Peters et al. (2021) an den 20 nachstgelegenen Eschen um den
WZE-Zentrumspunkt aufgenommen, um eine Klassifizierung der Kronenschad-
stufen (ETS-Schadstufen) und der Auspragung von StammfuBnekrosen (SFN-
Stufen) vorzunehmen. Verschiedene Prédiktoren, die teilweise aus den Daten der
Bodenzustandserhebung (BZE) abgeleitet wurden, um Standortsparameter wie
Wasserhaushaltsklassen und Trophiestufen zu aggregieren, wurden auf ihren
Einfluss getestet. Die statistische Auswertung erfolgte fuir die numerische abhéngige
Variable ,,Kronenverlichtung® mit einem generalisierten additiven gemischten
Modell. Fir die ordinal skalierten Zielvariablen (ETS-Stufen, SFN-Stufen) wurde
ein logistisches kumulatives Regressionsmodell (Fahrmeir et al. 2007) verwendet,
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das mittels Bayes-Inferenz (Fahrmeir et al. 2007,) mit der Funktion ,,brm* aus dem
R-Paket ,,brms* geschitzt wurde. Die Aufnahmefldche wurde jeweils als zufilliger
Effekt im Modell spezifiziert.

Ergebnisse und Diskussion

Bodenwasserhaushall
s hydromorph

— nicht hydromorph

Kronenverlichtung in %

2005

Jahr
Abbildung 1: Darstellung des prozentualen Blattverlustes der Esche aus den Daten der
bundesweiten Waldzustandserhebung und der Vergleich von Eschen auf hydromorphen
(grund- oder stauwasserbeeinflussten) und nicht hydromorphen Standorten, geschatzt mit
einem generalisierten additiven gemischten Modell (GAMM) fiir den Zeitraum von 2000 bis
2020 (R4.3.0, RStudio2023.03.01).

Die Einbeziehung der Daten aus der Bodenzustandserhebung und die Unter-
scheidung zwischen hydromorphen (grund- oder stauwasserbeeinflusst) und nicht
hydromorphen Standorten zeigt deutlich, dass der Bodenwasserhaushalt
Auswirkung auf den Vitalitatszustand (Blattverlust) der Eschen hat (Abb. 1). Vor
Beginn des ETS hatte der Bodenwasserhaushalt keinen sichtbaren Einfluss auf die
Kronenverlichtung von Eschen. Seit der Ausbreitung des ETS nahm die Kronen-
verlichtung auf hydromorphen Standorten friiher und schneller zu. Auch die
Auswertung der eigens durchgefiihrten Zustandserhebung zeigt, dass auf zunehmend
feuchteren Standorten die Wahrscheinlichkeit von schweren ETS-Symptomen
zunimmt. Abb. 2 zeigt exemplarisch den Vergleich der statistischen Auswertung fur
die ETS-Schadstufen 2 (leicht geschédigt) und 4 (absterbend). Die mittleren Wahr-
scheinlichkeiten (Median, gestrichelte Linie in Abb. 2 und 3), dass die Eschen in die
schlechtere Schadstufe 4 eingestuft werden, sind auf hydromorphen Standorten
,hass“-, feucht*) deutlich hoher, wahrend die Wahrscheinlichkeiten, dass Eschen in
die bessere Schadstufe 2 eingestuft werden, auf Standorten ohne Stau- bzw. Grund-
wassereinfluss (,,sehr frisch*-,,maBig trocken‘) héher sind.
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Abbildung 2: Vergleich der sieben Wasserhaushaltsklassen und deren Wahrscheinlichkeits-
verteilungen aus dem logistisch sequentiellen Modell (Fahrmeir et al. 2007) geschétzt mittels
Bayes-Inferenz (Fahrmeir et al. 2007), zur Schatzung der Wahrscheinlichkeiten der Kronen-
schadstufen 2 und 4 (Peters et al. 2021) (Median, gestrichelte Linie) (R4.3.0,
RStudio2023.03.01).
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Abbildung 3: Vergleich der sieben Wasserhaushaltsklassen und deren Wahrscheinlichkeits-
verteilungen aus dem logistisch sequentiellen Modell (Fahrmeir et al. 2007) geschétzt mittels
Bayes-Inferenz (Fahrmeir et al. 2007), zur Schéatzung der Wahrscheinlichkeiten fur die
StammfuBRnekrosen-Stufen ,keine” und ,,stark” (Peters et al. 2021) (Median, gestrichelte
Linie) (R4.3.0, RStudio2023.03.01).

Die Analyse der StammfuBnekrosen zeigt, dass auf nassen und wechselfeuchten
Standorten am ehesten stark ausgeprégte StammfulRnekrosen auftreten, wahrend auf
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frischen und méRig frischen Standorten am h&ufigsten Stammfilie ohne Nekrosen
beobachtet werden kdnnen (Abb. 3).

Die Néahrstoffversorgung des Standorts zeigt sowohl auf den Kronenzustand als auch
auf die Auspragung der Stammfunekrosen nur einen geringen Effekt. Lediglich
Eschen auf Standorten der héchsten Trophie-Stufe (,.karbonat-eutroph®) scheinen
eine hohere Wahrscheinlichkeit fur weniger ETS-Symptome in der Krone zu haben.
Dies liegt aber mutmallich nicht am Karbonat, sondern in erster Linie an der generell
hoheren Vitalitat von Eschen auf sehr gut nahrstoffversorgten Standorten, da das
Vorhandensein von freiem Kalk im Oberboden (80 cm) gegeniber nicht-
karbonatischen Standorten keine Abweichungen zeigte.

Die bisherigen Untersuchungen bestdtigen bundesweit den Zusammenhang
zwischen bodenbedingten Standortsfaktoren und dem Schadfortschritt des ETS
inklusive der Auspragung von Stammfuf3nekrosen. Die Mortalitat der Eschen durfte
daher in Deutschland vor allem auf hydromorphen Standorten hoch bleiben. Weitere
Untersuchungen sollen kléren, ob klimatische Faktoren wie die klimatische Wasser-
bilanz einen Einfluss auf die Schadentwicklung auf verschiedenen Standorten haben.
Dies konnte Aufschluss dariiber geben, ob sich klimatische Veranderungen hin zu
grolerer Sommertrockenheit auf die Epidemiologie des ETS auswirken.
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Das zunehmende Auftreten von StammfulRnekrosen an Fraxinus excelsior fuhrt seit
vielen Jahren zu einem steigenden Risiko fir Arbeits- und Verkehrssicherheit und
beschleunigt das Absterben betroffener Baume. Die Schaden am Stammfuf? und im
Wurzelbereich von Eschen werden mit Hymenoscyphus fraxineus, dem Erreger des
Eschentriebsterbens in  Zusammenhang gebracht. Bisher ist jedoch nicht
abschlieRend geklart unter welchen Bedingungen Stammfulnekrosen entstehen und
wann eine Erholung des Baums in Form von Uberwallungen méglich ist. Mit
dendrochronologischen Methoden wurden im Rahmen des Demonstrationsprojekts
FraxForFuture (Langer et al. 2022) Stammscheiben mit Nekrosen aus dem
bodennahen Bereich, von mehreren Versuchsflachen in ganz Deutschland,
untersucht. Es wurden, neben dem Baumalter, die Entstehungsjahre der Schaden
datiert, wobei nebeneinanderliegende Schadstellen, die in aufeinanderfolgenden
Jahren entstanden sind, zu einem Schadcluster zusammengefasst wurden (Abb. 1).
Zusétzlich wurden die Jahre in denen Uberwallungsleistungen erbracht wurden und
der Zeitpunkt der letalen Schadigung des Kambiums erfasst. Vorlaufige
Auswertungen zeigen ein vermehrtes Auftreten von Stammfunekrosen ab 2010 mit
einem verstarkten jahrlichen Anstieg ab 2016. Viele Schaden dehnten sich von Jahr
zu Jahr weiter aus, wobei das Kambium an den Schadstellen tiberwiegend wéhrend
der  Vegetationsrune letal  geschadigt wurde.  Uberwallungen  oder
Uberwallungsversuche und damit eine Erholungsleistung des Baums konnte bei
etwa der Halfte der Schadcluster beobachtet werden.



_ Holzverfiirbung

Abbildung 1: Eschenstammscheibe mit nekrotischen Schadclustern, Uberwallungen und
Uberwallungsversuchen, Holzverfarbungen und -abbau zur dendrochronologischen Analyse.

Um ein besseres Verstdndnis dafur zu erlangen, welche Rolle H. fraxineus bei der
Entstehung von Stammfunekrosen spielt, wurden Infektionsversuche und
anschlielend histologische Untersuchungen durchgefiihrt. Zundchst wurden Eschen-
Mikrobohrkerne in vitro mit H. fraxineus beimpft. Mikroskopisch zeigte sich hier
eine erfolgreiche Besiedelung der Eschenrinde nach 21 Tagen. Zusétzlich sollte die
Interaktion von H. fraxineus mit Armillaria gallica bei der Besiedelung des
wurzelnahen Bereichs von Eschen untersucht werden. Hierzu wurden in vivo-
Inokulationsversuche an Eschensdmlingen durchgefiihrt. An Versuchspflanzen, die
zuerst mit H. fraxineus und drei Wochen spater zusétzlich mit A. gallica infiziert
wurden, konnte makroskopisch die tendenziell schnellste und starkste Nekrosen-
entwicklung beobachtet werden, wobei die Nekrosen auch hier nur schwach
ausgepragt und wenige Millimeter gro waren. Nach Versuchsabschluss wurden
histologische Préparate aus dem Infektionsbereich angefertigt und mikroskopisch
analysiert (Abb. 2), um Einblicke in die Infektionsmechanismen von H. fraxineus zu
gewinnen. Bisher konnten in den analysierten Proben jedoch keine Hyphen gefunden
werden. Zudem wurde weder H. fraxineus noch A. gallica aus den Versuchspflanzen
reisoliert.



Abbildung 2: Mikroskopische Aufnahme eines Gewebeschnitts mit Hyphen wvon
Hymenoscyphus fraxineus (siehe Pfeile) in Eschenrinde, 21 Tage nach der Inokulation.
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Hintergrund und Methodik

Die Gemeine Esche (Fraxinus excelsior) wird in Europa durch eine hochinfektitse
Pilzerkrankung in ihrer Existenz geféhrdet. Als Hauptausloser fur das sog.
Eschentriebsterben wird Hymenoscyphus fraxineus angesehen (Baral et al. 2014).
Die typische Symptomatik des Eschentriebsterbens ist zwar hinlénglich bekannt,
liber die Ausbreitung des Pilzes im Holzgewebe wurde bisher wenig publiziert
(Schumacher et al. 2010). In der vorliegenden Studie wurde die Ausbreitung von H.
fraxineus im Holzgewebe mittels mikroskopischer Methoden untersucht. Fur die
Untersuchungen wurden auf im Rahmen des FraxForFuture-Projektes bundesweit
eingerichteten Versuchsflachen (Langer et al. 2022) Triebe aus den Baumkronen
adulter Eschen beprobt, deren Bonitur eine schlechte Vitalitit ergeben hat. Das
Probenmaterial wurde hauptsachlich aus Terminal- und Vorjahrestrieben
entnommen. Zuséatzlich wurden Sprossachsen von Jungpflanzen mit Symptomen aus
natlrlicher Infektion und Sprossachsen aus Inokulationsversuchen mit H. fraxineus
in Reinkultur untersucht. Mit einem Rotationsmikrotom wurden aus den Proben
Quer- und Radialschnitte angefertigt. Zur Betonung der Symptome wurde die FCA-
Farbung nach Etzold (Etzold 2002) verwendet. Die Auswertung der Proben erfolgte
licht- und rasterelektronenmikroskopisch.

Ergebnisse

Die Untersuchungen von Trieben adulter Eschen zeigten nur vereinzelt Symptome
des Eschentriebsterbens. Groftenteils waren die Triebe trotz schlechter Vitalitats-
bewertung symptomfrei. Bei den Jungpflanzen hingegen waren deutliche Symptome
zu beobachten. Die duRerlich sichtbaren Nekrosen, sog. hypersensitive Reaktionen,
erstreckten sich lokal radial Gber den gesamten Bast einschlieBlich des Cambiums.
Eine Nekrotisierung des angrenzenden Xylems wurde nicht festgestellt, jedoch
lieRen sich makroskopisch sichtbare Verfarbungen im Xylem beobachten, die in
ihrer axialen Ausdehnung die nekrotisierten Bereiche des Bastes Ubertrafen. Die
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histologische Betrachtung dieser Bereiche zeigte auffallende Anférbungen von
Parenchymzellen. Das nekrotisierte Gewebe innerhalb des Bastes wurde durch ein
neu gebildetes Wundperiderm begrenzt. Dieses Abschottungsgewebe bestand aus
mehreren Reihen Phellemzellen (Abb. 1A Pfeil). Eine Abschottung der
nekrotisierten Bereiche zum Xylem hin erfolgte nicht. In Léngsrichtung betrachtet
war haufig unter- und oberhalb der &uRerlich sichtbaren Rindenlasionen nekro-
tisiertes Phloem- und Cambiumgewebe zu beobachten, ohne dabei das Rinden-
periderm zu penetrieren. Auch diese Bereiche wurden innerhalb des Bastes durch
Wundperiderm abgeschottet. Die axiale Ausdehnung der Verfarbung im Xylem war
ebenfalls deutlich gréRer als die auferlich sichtbaren Rindennekrosen.
Hyphenstrukturen konnten Uberwiegend im verholzten Gewebe parallel zu den
nekrotischen Lasionen des Rindenperiderms im Xylem detektiert werden. Die
Hyphen erschlossen das Xylemgewebe sowohl axial tiber die Lumina von Gefafen,
Fasern, Axial- und Markparenchym als auch radial tGber das Strahlenparenchym.
Dabei nutzen sie vorwiegend die vorhandenen Wegbarkeiten via Tupfel und
GeféaRdurchbrechungen. Degradationserscheinungen von Zellwanden wurden nicht
sichtbar. Das Hyphenvorkommen war sparlich, wobei die grofite Hyphendichte in
den Geféllen zu beobachten war (Abb. 1B). Die Hyphendurchmesser variierten stark
und lagen im Xylem zwischen 0,7 und 4,5 um. Aulerhalb des Wirtes, im Inokulat,
wurden durchschnittliche Hyphendurchmesser von 5,7 pum gemessen. Die
Dimensionen der Hyphen und ihre Verbreitung war nahezu analog zwischen
natlrlich infizierten und inokulierten Jungpflanzen, wobei die Hyphendichte bei
Letzteren hoher war.
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Abbildung 1: A) naturlich infizierte Jungpflanze: Nekrotisierter Bast durch Wundperiderm
(Pfeil) abgeschottet. B) Hyphen im GeféRlumen einer inokulierten Jungpflanze
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Diskussion

Die Ausbreitung der Hyphen erfolgt systemisch, d.h. sie erschliefen das Xylem-
gewebe mehr oder weniger unspezifisch. Die ErschlieBung der parenchymatischen
Zellen konnte mit den dort gespeicherten Nahrstoffen zusammenhéngen, die dem
Pilz als Nahrungsgrundlage dienen. Die aufféalligen Verfarbungen dieser Zellen
kdnnten einerseits die Besiedlungswege des Pilzes anzeigen und andererseits auf
physiologische Abwehrreaktionen des Wirtes, wie die Einlagerung phenolischer
Substanzen, hindeuten. Im verholzten Spross zeigen sich nur geringe Anzeichen
induzierter Abwehrmechanismen. Auch konstitutive Abwehrmechanismen wie
Jahrringgrenzen und Holzstrahlen scheinen die Ausbreitung des Pilzes nur bedingt
aufhalten zu kénnen. Die geringen Abwehrreaktionen im Xylem erklaren, warum
sich der Pilz bevorzugt in diesem ausbreitet, denn im Bast bieten die hypersensitiven
Reaktionen weniger vorteilhafte Bedingungen fiir das Pilzwachstum. Die infolge des
Pilzbefalls expandierende Nekrotisierung des Cambiums und die Einschrankung des
axialen Wasserleitsystems durch Hyphen in den Gefallumina konnten einen
Erklarungsansatz fiir den letalen Verlauf der Krankheit bei Jungpflanzen liefern. Die
Inokulationsversuche bestatigen die Annahme friiherer Studien, dass die Rinden-
nekrosen eine Folge vorangegangener Schadigungen sind (vgl. Schumacher 2010).
Dafiir sprechen zum einen die Verfarbungen im verholzten Bereich, die sich in ihrer
axialen Ausdehnung Gber duRerlich sichtbare Nekrosen hinaus erstrecken und zum
anderen die ausbleibende Abschottung des nekrotisierten Gewebes zum Xylem hin.
Es scheint also, dass der Pilz, der durch die Inokulation der &ufReren Rinde eingefiihrt
wurde, zligig das Xylem und das Mark Uber die Baststrahlen erschlie8t, um von dort
aus axial Uber das Leitungsgewebe zu expandieren.
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Insgesamt wurden 21 Proben mittels dem MinlON-Sequenzierer (Oxford Nanopore
Technologies) unter Verwendung der Primer ITS1F (Gardes & Bruns 1993) und
ITS4 (White et al. 1990) ausgewertet. Hierbei erfolgte eine Untersuchung von
Bodenproben sowie nicht-oberflachensterilisierten und oberflachensterilisierten
Feinwurzeln. Am Ende der bioinformatischen Auswertung enthielt der Datensatz
2.227.788 Sequenzen, die sich auf insgesamt 1.124 OTUs (operational taxonomic
unit) verteilten. Nur 20 OTUs hatten eine Haufigkeit von mindestens 1 % und
machten zusammen etwa 43 % der gesamten Sequenzen aus. Insgesamt konnten 16
Phyla, 46 Klassen, 93 Ordnungen, 185 Familien und 333 Gattungen zugeordnet
werden. Dabei wurden etwa 87 % der Sequenzen den Basidiomycota (~48 %) und
Ascomycota (~39 %) zugeordnet, jeweils 3,7 % den Rozellomycota und
Mortierellomycota, 2,7 % den Glomeromycota und 0,8 % den Chytridiomycota. Fiir
die Basidiomycota ergab sich die héchste Sequenzanzahl fir die sterilisierten und
fur die Ascomycota fir die unsterilisierten Wurzeln. Die Chytridiomycota,
Rozellomycota und Mortierellomycota waren vor allem in den Bodenproben
vertreten, wéhrend die Glomeromycota vermehrt in den Wurzelproben detektiert
wurden.

Bei den Bodenproben waren durchschnittlich die Gattungen Saitozyma,
Solicoccozyma, Mortierella, Apiotrichum, Penicillium, Podila, Sebacina,
Trichoderma und Melanogaster haufig vertreten. Sowohl in den unsterilen als auch
sterilen Wurzelproben wiesen Mycena und Mycenella durchschnittlich die héchste
relative Abundanz auf, wobei es hier zum Teil deutliche Unterschiede zwischen den
einzelnen Flachen gab. In den unsterilisierten Wurzeln waren Ilyonectria und
Trechispora, in den sterilisierten Wurzelproben Glomus, Pezicula, Teratoshaeria
und Delicatula durchschnittlich hdufiger.

Auf der Grundlage der Alpha-Diversitatsanalyse zeigte die Anzahl der OTUs einen
signifikanten Unterschied bei den sterilisierten Wurzelproben, der Shannon-Index
zeigte einen signifikanten Unterschied der Bodenproben, wahrend sich beim
Simpson-Index die Bodenproben und die sterilisierten Wurzelproben signifikant
unterschieden. Die Unterschiede in der Beta-Diversitdt wurden mittels NMDS-
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Analyse basierend auf Bray-Curtis-Distanzen bewertet. Hier zeigte sich eine
deutliche Trennung zwischen den Bodenproben und den Wurzelproben, wahrend die
beiden Wurzelprobentypen zum Teil Uberlappten. Die Bodenproben zeigten eine
geringere Streuung als die Wurzelproben auf, wobei diese fir die sterilisierten am
hochsten war. Es liel} sich zudem beobachten, dass sich Proben von bestimmten
Regionen (ber alle Probentypen im NMDS-Plot in unmittelbarer N&he befanden

(Abb. 1).
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Abbildung 1:

Alpha-Diversitat

Ubersicht  der
Mehrfachvergleich und der Beta-Diversitat durch NMDS und der Berechnung der Distanzen

nach Bray-Curtis nach den Probentypen Boden, unsterilisierte und sterilisierte Wurzeln.
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Umfangreiche quantitative Analysen biochemischer Inhaltsstoffe wurden an
Blattern, Trieben und dem aufleren Stammholz von Eschen durchgefiihrt. Diese
Inhaltsstoffe (Biomarker des Energie-, Primdr- und Sekundarstoffwechsels) sollten
als potenzielle Fruhindikatoren fur den Infektions- und Vitalitatszustand der Baume
getestet werden. Das Untersuchungsprogramm ging der These nach, ob sich der
durch den Erreger des Eschentriebsterbens (Hymenoscyphus fraxineus) verursachte
Vitalitatsverlust bzw. die entsprechenden Abwehrreaktionen auch in den
biochemischen Profilen der Inhaltsstoffe widerspiegeln. Die Untersuchungen boten
gleichzeitig die Mdglichkeit, die biochemische/phé&notypische Plastizitat innerhalb
und zwischen den Populationen in Deutschland sowie in der zeitlichen Dynamik zu
bewerten. Es wurde auch nach Kkausalen Zusammenhédngen zu anderen
Monitoringparametern gesucht, darunter terrestrischer und fernerkundlicher
Kronenzustand, StammfuBnekrosen sowie genetischen und histologischen
Strukturen der Baume.

Die Untersuchungen wurden auf 14 Intensivbeobachtungsflachen (Langer et al.
2022), welche zu Projektbeginn ausgewahlt und eingerichtet wurden, in ganz
Deutschland in drei Vegetationsperioden durchgefiihrt. Auf jeder Flache wurden
einmal jahrlich im Juli/August von 30 Eschen unterschiedlicher Vitalitat Proben von
Blattern und Trieben aus der Lichtkrone sowie vom duBReren Holzkorper im Bereich
des Stammfulles gewonnen.

Die biochemischen Analysen zeigten, dass insbesondere lokale Standorteinfliisse
und meteorologische Faktoren den Zusammenhang zwischen den Bonitur-
parametern (beispielsweise Kronenzustand im Sommer und Winter oder Stamm-
fuBnekrosen) und den Inhaltsstoffen in Blattern und Holz (iberlagern (Abb. 1). Es
wurde festgestellt, dass die biochemischen Profile darliber hinaus vom Genotyp
beeinflusst werden, was die ldentifizierung flachentbergreifender Leitindikatoren
erschwert. Einzelne Blattinhaltsstoffe stehen jedoch in einer engeren Beziehung zum
Vitalitatszustand, inshesondere Gamma-Aminobuttersdure (GABA) und die
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Gesamtphenolischen Verbindungen. Die Komplexitat der Zusammenhange wurde
besonders bei den Phenolen deutlich, wo sowohl tendenzielle Zusammenhéange zu
den Boniturstufen als auch zu genetischen Merkmalen erkennbar waren. Zur
Absicherung dieser Zusammenhédnge waren jedoch vertiefende Untersuchungen
erforderlich.
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Abbildung 1: Mit ausgewahlten biochemischen Inhaltsstoffen wurde eine Faktoranalyse
durchgefuhrt. Bei den Blattinhaltsstoffen konnten hier funf Faktoren extrahiert werden:
Phenol-Faktor, Wasser-Faktor, Alanin-Faktor, Arginin-Faktor und Gamma-Aminobutter-
séure-Faktor. Die verschiedenen Faktoren weisen auf unterschiedliche physiologische
Zustande hin. AnschlieBend wurde mit diesen Faktoren eine Clusteranalyse durchgefihrt.
Hier zeichneten sich vier Cluster ab, in welche die Eschen gruppiert werden kénnen. Insbe-
sondere der Phenol-Faktor zeigte signifikante Unterschiede zwischen allen Clustern. Alle
beprobten Eschen wurden den Clustern zugeordnet, sodass ein Flachenvergleich nach
Clusterzugehorigkeit durchgefuhrt werden konnte. Die Abbildung zeigt die Zuordnung der
Einzelb&ume je Flache zu den vier Clustern. Auf vielen Flachen dominiert eines der Cluster.
Die Verteilung zeigt jedoch auch die Diversitit und Komplexitét der Biochemie der Esche.

Die untersuchten biochemischen Inhaltsstoffe in den Trieben zeigten keine
statistisch signifikanten Zusammenhéange mit dem Eschentriebsterben (ETS). Dieser
Befund wurde auch durch histologische Untersuchungen bestatigt, bei denen an den
Beprobungsstellen kaum Abwehrreaktionen festgestellt wurden. Allerdings deuteten
Infektionsversuche auf phenolische Einlagerungen hin.

Hinsichtlich der untersuchten StammfuRnekrosen im Holz wurden Zusammenhénge
mit Gehalten an Islichen Kohlenhydraten, o-Dihydroxyphenolen, GABA, Cystein
und Stickstoff festgestellt. Die Untersuchung der Aminosaurespektren von
Eschenholz und dem ETS-Erreger zeigte jedoch nur geringfligige Unterschiede
zwischen den Pilzhyphen und dem infizierten Holz im Vergleich zum Holz eines
unbelasteten Baumes ohne Nekrose.
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Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass es schwierig ist, mithilfe des
verwendeten Biomarkerspektrums eindeutige Frihindikatoren fur den Gesundheits-
zustand der Alteschen zu identifizieren. Hinsichtlich des Nachweises von
StammfulBnekrosen zeigten sich jedoch vielversprechende Veranderungen des
biochemischen Holzzustandes. Parallel wurden die Stammuntersuchungen durch
Resistograf-Messungen begleitet, um weitere Informationen zu erhalten. Diese
Erkenntnisse konnten insbesondere fur die Beurteilung der Standsicherheit der
Baume von groRerer praktischer Bedeutung sein.

Um die Zusammenh&nge zwischen den biochemischen Inhaltsstoffen, den
Boniturparametern und anderen Monitoringparametern zu bestitigen und ein
umfassenderes Verstandnis flr den Infektions- und Vitalititszustand der Eschen zu
gewinnen, sind weitere Forschungen und vertiefende Untersuchungen erforderlich.
Durch die Kombination verschiedener Beobachtungsebenen und Analysemethoden
kann ein ganzheitlicheres Bild entstehen, das die Komplexitat dieses 6kologischen
Systems besser abbildet.

Die durchgefuhrten Untersuchungen liefern insgesamt wertvolle Einblicke in die
biochemischen Prozesse und Wechselwirkungen bei Eschen und dem Eschentrieb-
sterben. Sie tragen dazu bei, das Verstandnis fur die Krankheitsentwicklung und die
moglichen Ansétze zur Prévention und Behandlung zu erweitern.
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Das Eschentriebsterben, hervorgerufen durch den pathogenen Pilz, Falsches Weilles
Stangelbecherchen (Hymenoscyphus fraxineus), fihrt zu einem starken Rickgang
der Gemeinen Esche (Fraxinus excelsior) in européischen Waldern (Pautasso et al.
2013). Der Pilz stammt ursprunglich aus Asien und ist seit den 1990er Jahren in
Europa, wo er sich ausgehend von Polen inzwischen weit verbreitet hat. Es wird
geschétzt, dass nur etwa 5-8 % der Gemeinen Eschen weniger anfallig gegentiber
dem Pathogen sind (Husson et al. 2012; McKinney et al. 2014), dementsprechend
hoch ist die Mortalitdt. Zahlreiche Studien haben die genetische Variation der
Schadresistenz der Eschen untersucht und tatsachlich eine genetische Komponente,
d.h. eine moderate Erblichkeit, der Anfélligkeit fiir das Eschentriebsterben gefunden
(McKinney et al. 2012; Lobo et al. 2014; Mundz et al. 2016). Die Erblichkeit ist eine
wichtige Voraussetzung flr eine mogliche Evolution zu weniger Anfélligkeit der
Gemeinen Esche gegeniliber dem Pathogen.

Aufgrund der hohen wirtschaftlichen und kulturellen Bedeutung der Gemeinen
Esche, werden in der Initiative ,,FraxForFuture* verstarkte Anstrengungen zur
Erforschung der Krankheit unternommen, mit dem Ziel diese einzudammen (Langer
et al. 2022). Im Rahmen dieses Projekts untersuchen wir die differenzielle
Genexpression als Reaktion auf das Eschentriebsterben bei unterschiedlich
anfalligen Eschengenotypen unter kontrollierten Bedingungen in der Klimakammer.
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Abbildung 1: Schematische Ubersicht der zwei Experimente zur Genexpression bei
verschiedenen Eschengenotypen(GT) nach Inokulation mit Hymenoscyphus fraxineus, die in
Klimakammern durchgefiihrt wurden. Experiment 1 (links): Vergleich der Genexpression bei
10 Eschengenotypen (5 stark anféllige und 5 wenig anféallige) 17 Tage nach Inokulation.
Experiment 2 (rechts): Zeitlicher Verlauf der Genexpression 7, 14, 21 und 28 Tage nach der
Inokulation.

Zunéchst wurden besonders stark und schwach anféllige Genotypen der Gemeinen
Esche aus klonalen Anpflanzungen in Bayern ausgewahlt, basierend auf der Skala
der Kronenschaden nach McKinney et al. (2011). Zusétzlich wurden weitere Eschen
in natlrlichen Populationen aus Mecklenburg-Vorpommern nach einer im
Verbundprojekt entwickelten standardisierten Methode identifiziert (Peters et al.
2021). Insgesamt zehn Genotypen (funf stark anféllige und fiinf wenig anfallige)
wurden durch Pfropfung vegetativ vermehrt, zwei Jahre lang unter
Gewéchshausbedingungen kultiviert und dann einen Monat lang in Klimakammern
akklimatisiert, bevor kontrollierte Inokulationsversuche durchgefiihrt wurden.
Kulturen des Referenzstammes von H. fraxineus mit hoher Pathogenitat, der im
Rahmen der FraxForFuture-Zusammenarbeit ausgewahlt wurde, wurden auf
Agarplatten vermehrt und fiir die Inokulation verwendet. In die Blattstiele wurde
oberflachlich eine Wunde von ca. 1cm Ldnge geschnitten und Agarpfropfen
aufgelegt, die entweder Agar mit dem Erreger oder sterilen Agar enthielten, und mit
Parafilm umwickelt, um die Stelle vor Austrocknung zu schiitzen (Abb. 1a und b).
Fur die weiteren Analysen wurden einige Tage nach der Inokulation die Blattstiele
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beprobt, sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -60 °C aufbewahrt.
Der Erfolg der Infektionen wurde durch Transkriptquantifizierung (RT-qPCR) des
pilzlichen Haushaltsgens Ubiquition-conjugation enzyme (Stenlid et al. 2017) unter
Verwendung eines Schwellenwerts von CT < 30 bewertet. Die Infektion wurde bei
allen infizierten Genotypen bestatigt, und wie erwartet nicht bei den Kontrollproben.

Insgesamt wurden zwei Experimente durchgefiihrt. Bei dem ersten Experiment
wurden 17 Tage nach der Inokulation Blattstiele gesammelt, um die Genexpression
als Reaktion auf den Pathogen aller 10 Eschengenotypen zu vergleichen. Bei einem
zweiten Experiment wurden nur vier ausgewahlte Genotypen (2 stark und 2 schwach
anfallige) verwendet, um die Genexpression im zeitlichen Verlauf nach 7, 14, 21 und
28 Tagen nach der Inokulation zu untersuchen (Abb. 1).

AnschlieBend wurde RNS (Ribonukleinsaure) mit dem E.Z.N.A. Plant RNA Kit
(omega Bio-Tek) aus allen Blattstielproben extrahiert und die Qualitdt wurde mit
dem Fragment Analyzer (Agilent) tberprift. Anschlielend wurden cDNA Libraries
mit dem Stranded mRNA Prep Kit (Illumina) erstellt und alle Proben wurden auf
einem Novaseq6000 (lllumina) sequenziert (150 bp paired-end Sequenzierung).

Im Juni 2023 haben wir die Sequenzierdaten aller 208 Proben erhalten und fiihren
zurzeit die Datenanalyse durch. Das Ziel dieser Studie ist es, differenziell
exprimierte Gene zu identifizieren, die als Antwort auf die Inokulation mit
H. fraxineus hoch- bzw. herunterreguliert werden. Die auf diese Weise
identifizierten  Kandidatengene  und  nahegelegene  Regionen  (z.B.
Promoterregionen) werden dann filir die Entwicklung von
Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) verwendet. Diese SNP-Marker werden mit
Hilfe des MassArray Systems (Agena Bioscience) in Proben aus Eschenbestanden
aus ganz Deutschland analysiert, um den Informationsgehalt dieser Marker in Bezug
auf die Anfélligkeit fiir das Eschentriebsterben zu validieren.
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Bestande der Gemeinen Esche (Fraxinus excelsior) werden in ganz Europa massiv
durch das Eschentriebsterben (ETS) geschédigt. Dieses wird durch den
eingeschleppten Pilz Hymenoscyphus fraxineus verursacht und fuhrt zum Absterben
von mehr als 90 % aller Baume. Allerdings konnten verschiedene Studien zeigen,
dass ein bedeutender Teil der Variation in der Anfalligkeit bzw. Toleranz gegeniber
der Krankheit genetisch bedingt ist (Plumb et al. 2020; Harper et al. 2016; Enderle
et al. 2015; Lobo et al. 2015; McKinney et al. 2014). Diese natlrliche genetische
Variation konnte durch natiirliche Auslese, aber auch durch gezielte kinstliche
Selektion im Rahmen von Zichtungsprogrammen, zum Erhalt der Esche als
Wirtschaftsbaumart beitragen.

Wir untersuchen deswegen die genetischen Grundlagen der natiirlichen Variation in
der Anfélligkeit der Esche gegeniiber dem Eschentriebsterben. Eine solche
Untersuchung kann durch eine Kreuzung von zwei Baumen und einer Analyse der
daraus resultierenden Nachkommen erfolgen. In einer so genannten Quantitative
Trait Locus oder kurz QTL-Analyse werden die Phénotypen der Nachkommen
(Anfalligkeit gegenuber ETS) mit deren Genotypen (Uber das Genom verteilte
natlirliche Sequenzvarianten) assoziiert. Damit werden genomische Bereiche
identifiziert, die flr Unterschiede im Phanotyp verantwortlich sind (Laoué et al.
2022; Torello Marinoni et al. 2018; Madller et al. 2023). Diese Bereiche kénnen
anschlieend genauer charakterisiert werden, um magliche beteiligte Gene und
biologische Prozesse aufzudecken und damit zu einem besseren Verstandnis der
phanotypischen Unterschiede beizutragen.
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Abbildung 1: Vollgeschwister Identifikation mit SSR- und SNP Markern und QTL-Analyse
flr Unterschiede im Eschentriebsterben. (a) Das Balkendiagramm zeigt die mit SSR Markern
bestimmten Familien und die jeweilige GroRe dieser Familien. Die drei ausgewéhlten
Familien mit einer GréRe von tber 30 Individuen wurden farbig markiert. (b) Die Principal
Component-Analyse (PCA) zeigt die Ergebnisse der SNP Marker (5,87 Millionen SNPs), die
Farbung der Kreise spiegelt die Ergbnisse der SSR Marker wider. Das rote Dreieck
reprasentiert den Mutterbaum. (c) QTL-Analyse flir Eschentriebsterben zeigt eine
signifikante Genotyp-Phénotyp Assoziation auf der Kopplungsgruppe (Linkage Group) 8
basierend auf 2599 SNP Markern. Dieser Bereich scheint fiir die Unterschiede in der Bildung
von Nekrosen von Bedeutung zu sein.
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Bei Baumen stellen kontrollierte Kreuzungen eine besondere Herausforderung dar,
weil Waldbaumarten oft mehrere Jahrzehnte bis zur ersten Blite benétigen und die
Bliiten sich in grofRer Hohe befinden. Eine elegante Ldsung dieses Problems bietet
die als ,,Breeding-without-breeding™ bekannte Methode (El-Kassaby et al. 2011;
Lstiburek et al. 2015). Hierbei erfolgt die Bestaubung der weiblichen Bluten offen
im natdrlichen Bestand. Durch eine Beerntung von Einzelbdumen erh&lt man
Halbgeschwisterfamilien mit bekannter Mutter aber unbekannten Vatern. Durch
Genotypisierung dieser Familien mit genetischen Markern kdnnen die Nachkommen
den verschiedenen unbekannten Vétern zugeordnet werden.

Wir haben diese Methode in vier Einzelbaumnachkommenschaften von potenziell
toleranten Eschenmutterbdumen aus Mecklenburg-Vorpommern durchgefihrt. VVon
jeder Nachkommenschaft wurden 1.000 Keimlinge mit acht Mikrosatelliten (SSR)-
Markern genotypisiert und jeweils mehr als 100 mdgliche Vater identifiziert (Abb.
1a). Allerdings zeigen alle vier Nachkommenschaften einige wenige dominante
Viéter, die einen Grofteil der Nachkommen erzeugt haben. So konnten insgesamt
funf Vollgeschwisterfamilien (vergleichbar mit Nachkommen aus kontrollierten
Kreuzungen) mit mehr als 910 Individuen extrahiert werden. Diese setzen sich aus
80 - 212 Individuen zusammen. Alle Vollgeschwisterfamilien wurden mithilfe von
Illumina-Sequenzierung genomweit charakterisiert und auf einer Versuchsflache in
Brandenburg ausgepflanzt. Dort werden die Pflanzen auf ETS-Symptome sowie
weitere Merkmale untersucht.

Mithilfe der genomweiten Charakterisierung der Familien konnten wir eine Analyse
von allgemeinen genetischen Strukturen durchfilhren. Wahrend die Zuordnung
durch die SSR-Marker bei zwei Nachkommenschaften exakt mit den genomweiten
Mustern Ubereinstimmte (Abb. 1b), gab es bei den anderen zwei Nach-
kommenschaften Abweichungen. Dies verdeutlicht die Wichtigkeit der Validierung
von Ergebnissen, die nur auf einer kleinen Anzahl von genetischen Markern
basieren. Gleichzeitig zeigt unsere Analyse das grundsétzliche Potential von
Breeding-without-breeding bei der Esche. Zusatzlich zu den allgemeinen gene-
tischen Strukturen wurde mithilfe der genomweiten Daten eine genetische Karte
erstellt. Hierbei werden die genetischen Marker entsprechend ihrer Kopplung den 23
Chromosomen der Esche zugeordnet. Eine QTL-Analyse mit dieser genetischen
Karte und dem Merkmal ETS Nekrosen zeigte bereits jetzt im friihen Stadium der
Erkrankung einen signifikanten Locus auf Kopplungsgruppe 8 (Abb. 1c). Im
weiteren Krankheitsverlauf werden zusatzliche genomische Regionen mit einem
Einfluss auf die Anfélligkeit gegenliber dem Eschentriebsterben identifiziert werden.

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse das Potential von Breeding-without-
breeding in auskreuzenden Waldbaumarten. Mithilfe der Genotypsieriung von
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Einzelbaumnachkommenschaften kdnnen Vollgeschwisterfamilien fur genetische
Analysen wie das QTL-Mapping extrahiert werden. Hochauflésende genetische
Charakterisierungen tber Methoden der Komplettgenomsequenzierung erlauben
zusétzlich detaillierte Untersuchungen zur genetischen Struktur und zur Anordnung
der Marker auf den Chromosomen. Damit kénnen genomische Bereiche identifiziert
werden, die eine Rolle fur relevante Merkmale wie Anfélligkeitsunterschiede
gegeniber Krankheiten spielen. Diese Informationen kénnen dazu genutzt werden,
Prozesse der nattirlichen Selektion und Anpassung von Walddkosystemen besser zu
verstehen, aber auch um Zichtungsprogramme effizienter zu gestalten.
Schlussendlich sollen unsere Ergebnisse einen Beitrag leisten, die Esche als
Wirtschaftsbaumart zu erhalten.
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Im Rahmen des groRen Forschungsprogramms zum Eschentriebsterben, das sich in
Europa in den letzten Jahren zu einer ernsten Bedrohung flir Bestande der Gemeinen
Esche (Fraxinus excelsior) entwickelt hat, wird der Pilz Hymenoscyphus fraxineus,
unter anderem im Demonstrationsprojekt FraxForFuture, intensiv erforscht (Langer
et al. 2022). Wechselwirkungen mit anderen biotischen und abiotischen Schad-
faktoren an der Esche sind wenig untersucht. Pflanzenviren nehmen hierbei als pré-
disponierender und begleitender Faktor eine besondere Rolle ein. Aus bisherigen
Befunden nehmen wir an, dass die Viren in den Eschen weiter verbreitet sind als
friher vermutet. Sie kdnnen den Gesundheitszustand der Eschen maRgeblich mit
beeinflussen, eine kurative Bek&mpfung ist jedoch nicht moglich. So kdnnen Viren
auch im Forst sowohl wirtschaftliche als auch 6kologische Verluste verursachen
(Buttner et al. 2023). Moderne diagnostische Verfahren belegen die Diversitat und
weite Verbreitung von Viren und liefern Grundlagen fiir die Studien zur Bedeutung
und den potenziellen Méglichkeiten der Kontrolle. Um eine Bestandsaufnahme der
Virusvielfalt und Untersuchungen zu deren Bedeutung und Ubertragung vorzu-
nehmen, wurde der Projektverbund FraxVir gestartet.

An finf Eschenstandorten in verschiedenen Regionen Deutschlands, darunter zwei
Intensivbeobachtungsflachen (IBF) aus FraxForFuture (BB 1-Stegelitz/Melzower
Forst und BY 1-Monheim/Kaisheim), zwei Samenplantagen (Emmendingen und
Schorndorf) und einem Klonarchiv (Grabenstétt) erfolgten visuelle Bonituren und
Probenahmen. Blattmaterial mit Symptomen, die wir als charakteristisch fur Viren
einstufen und solche, die verdachtig aussahen, wurde gesammelt. Mittels moleku-
larer Methoden wie der Hochdurchsatzsequenzierung (HTS) und der RT-PCR
wurden die Proben auf funf unterschiedliche Viren untersucht. Dazu zahlen alt-
bekannte Viren wie die Nepoviren cherry leaf roll virus (CLRV) und arabis mosaic
virus (ArMV), sowie in der Esche erst kiirzlich identifizierte Viren wie das Ideovirus
privet leaf blotch-associated virus (PrLBaV), das Emaravirus ash shoestring-
associated virus (ASaV) (Gaskin et al. 2021) und Viren aus der Gruppe der
Cytorhabdoviren. Zur Untersuchung der Virusweitergabe wurden Mutterbaum- und
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Naturverjlingungsbestande einbezogen und Eschensamen sowie Sdmlinge auf die
Viren getestet.

An den bonitierten Eschen wurden virusverdachtige Symptome wie Deformationen
in Verbindung mit chlorotischen Ringflecken, Scheckungen, Adernvergilbungen
und Fadenblattrigkeit beobachtet (Abb. 1a und 1b). AulRerdem wurde Blattmaterial
von Eschen mit unspezifischen Symptomen (Abb. 1¢c) und Blattmaterial ohne
Symptome untersucht.

Abbildung 1: Beobachtete Blattsymptome an Eschen der Untersuchungsstandorte. (a)
ASaV-typische chlorotische Ringflecken und Deformationen an einem Samling des
Melzower Forsts, (b) virusverdéchtige chlorotische Linienmuster an einer Jungesche am
Standort Kaisheim, (c) unspezifische chlorotische Lé&sionen an einer Esche in der
Samenplantage Emmendingen.

An allen Standorten konnten Viren mit Hilfe RT-PCR basierter Nachweismethoden
detektiert werden. Die detektierten Viren gehtren zu unterschiedlichen Familien.
Am Standort Melzower Forst konnte eine weite Verbreitung des neuartigen
Emaravirus ASaV detektiert werden. ASaV ist mit spezifischen Blattsymptomen
assoziiert und lasst sich somit von anderen Krankheitserregern abgrenzen. ASaV
konnte auch in Jungeschen am Mutterbaumbestand Kaisheim in S&mlingen und
Jungeschen mit typischen Symptomen detektiert werden. Fir einige Jungeschen
konnten Doppelinfektionen aus PrLBaV und einem neuen Cytorhabdovirus (n=2)
sowie PrLBaV und ASaV (n=1) nachgewiesen werden. Fur einen weiteren Baum
konnte eine Dreifachinfektion aus PrLBaV, ASaV und einem Cytorhabdovirus
detektiert werden. Cytorhabdoviren konnten an allen untersuchten Standorten
detektiert werden, wobei der Virusnachweis bisher nicht mit makroskopisch
sichtbaren typischen Symptomen in Verbindung gebracht werden kann.
Cytorhabdoviren konnten sowohl in Blatt- und Bliitenproben als auch in Friichten
nachgewiesen werden. In Friichten konnte neben den Cytorhabdoviren auch das
PrLBaV detektiert werden. Fur die HTS wurden Probenpools fiir die verschiedenen
Standorte gebildet und entsprechendes Blattmaterial aufgearbeitet. Die Analysen
zum Vorkommen der bereits bekannten flinf Viren ergaben, dass im Probenpool aus
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Emmendingen die cytorhabdoviralen Sequenzsignaturen bestatigt werden konnten.
Die festgestellte Sequenzvariabilitit der Cytorhabdoviren erfordert weitere
Analysen, ob es sich um Virusvarianten oder mehrere verwandte Cytorhabdoviren
in den Eschenbestdnden handelt. Weitere Screening Ergebnisse aus den ersten
beiden Versuchsjahren werden vorgestellt und diskutiert.
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The causal agent of ash dieback, Hymenoscyphus fraxineus [synonym: H.
pseudoalbidus], is responsible for significant damages on European ash (Fraxinus
excelsior). This fungal species is native to East Asia, but it was accidentally
introduced into Europe and first detected in Germany in 2007. In previous infection
trials large differences in the virulence between isolates have been observed, despite
the genetic bottleneck associated with its introduction into Europe. Understanding
the cause of these differences, where this host-pathogen interaction has no shared
evolutionary history, may be important for developing long-term strategies for the
conservation of ash populations in Europe.

In response to the disease, within the FraxPath sub-network, we are investigating
pathogen virulence using a combination of infection trials and microsatellite
analysis. Initially, we assessed the impact of amended culture media and host
reintroductions on H. fraxineus virulence. We hypothesised in-vitro methods could
be optimised for maintaining and rejuvenating strains collections, as well as
establishing reference strains to be used between experiments and in long-term
studies of the pathogen. We also tested the impact of stem vs petiole inoculation
protocols on the variation in disease development in-planta. We hypothesised that
the use of different inoculation protocols could influence observed symptom
development in-planta and the subsequent determination of strain virulence, as well
as the accurate assessment of host tree resistance to the ash dieback pathogen.

In collaboration with our FraxForFuture project partners, we have also isolated over
150 strains of H. fraxineus from across Germany since 2020. We established a large
infection trial to assess the variation in virulence for a large selection of these
H. fraxineus strains following petiole inoculations. We are also evaluating genetic
population structure with over 200 isolated strains, using 24 primer pairs for
microsatellite analysis. We will assess the observed variation with regards to in-
planta symptom development, geographical origin and starting substrate (leaves,
shoots, stem base) of the strains.
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Finally, we are evaluating the impact of the fungal endophytes on the disease
development in saplings infected with H. fraxineus strains. We are also assessing the
efficacy of priming saplings with a H. fraxineus strain known to cause no or only
mild symptoms in F. excelsior saplings. We hypothesise that interactions with an
antagonising endophyte or a less virulent H. fraxineus strain could reduce severe
symptoms in saplings typically associated with an infection in saplings by virulent
H. fraxineus strains.

Overall, these experiments will provide important insights into the pathogen’s
evolution and disease development in-planta, which will inform future in-vitro
infection studies. We expect these results will, in turn, facilitate the development of
improved strategies for forest health and disease management.

Forderkennzeichen: 2219WK22B4
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Durch Mikroorganismen verursachte Pflanzenkrankheiten stellen eine groRe
Bedrohung fir die land- und forstwirtschaftlichen Okosysteme und die
Pflanzenproduktion dar (Wang et al. 2021). Der Einsatz von Pestiziden kann zu
schwerwiegenden Umweltproblemen fiihren und ist aufgrund der Komplexitét
speziell in Walddkosystemen nicht mdglich (Kaczynski et al. 2021). Hierdurch ist
die biologische Kontrolle von Schadlingen in Walddkosystemen von steigendem
Interesse. Eine positive Wirkung antagonistischer Bakterien und Pilze bzw. des
Mikrobioms auf die Gesundheit der Pflanzen konnte bereits nachgewiesen werden
(Raymaeker et al. 2020). Fir das in Mitteleuropa massiv auftretende
Eschentriebsterben werden verschiedene Formen der Bekampfung des Erregers
Hymenoscyphus fraxineus bzw. Erhéhung der Toleranz der Eschen gegentiber dem
Erreger erforscht. Eine Mdglichkeit der Toleranzerhéhung liegt in der Optimierung
des Mikrobioms der Esche durch antagonistische Bakterien und/oder Pilzen (Griffith
et al. 2019). Vorherige Untersuchungen uber Kultivierung und Sequenzierung
(NGS) von Markergenen haben gezeigt, dass es Unterschiede im Mikrobiom gibt
und bestimmte Mikroorganismengruppen u. a. der Bakteriengattungen Luteimonas
und Aureimonas hdufiger in der Phyllosphéare bzw. in den Bl&ttern toleranter Eschen
auftreten (Ulrich et al. 2020). Uber ein intensives Screening wurden antagonistische
Isolate gewonnen bzw. Stdmme, die Uber eine colonization resistance wirken. Nach
weiterer Selektion konnten einige Bakterienstamme und Konsortien als potenzielle
biocontrol agents (BCA) klassifiziert werden (Becker et al. 2022; Ulrich et al. 2022).

Mit dem Ziel, die Toleranz junger Eschen gegentiber dem Eschentriebsterben zu
erhohen, haben wir im Freilandversuch untersucht, wie sich die Inokulation mit
BCAs auf die Vitalitat der Eschen auswirkt. Um die Langfristigkeit der Wirkung
besser beurteilen zu konnen, lag ein weiterer Fokus auf der Untersuchung der
Persistenz der inokulierten Bakterien auf den Eschen und wie sie sich langfristig auf
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die Zusammensetzung des Eschenmikrobioms auswirken. Zur Messung des
Inokulationserfolgs haben wir eine effiziente Methode entwickelt, die durch
spezifische Quantifizierung mittels quantitativer PCR die inokulierten
Bakterienstimme nachweist. Daflir wurden flr vier Bakterienstamme (Bacillus
veleszensis A4P130, Luteimonas fraxinea D4P002, Aureimonas altamirensis
C2P003, Schauerella fraxinea B3P038) jeweils auf der Basis von stammspezifischen
DNA-Fragmenten des Genoms Primer-Sonden-Systeme fir den gPCR-Nachweis
entwickelt und etabliert. In einem Gewéchshausversuch konnte gezeigt werden, dass
die inokulierten Bakterien auf/in verschiedenen Pflanzenorganen persistent waren.

Im noch laufenden Freilandversuch wurden Eschensdmlinge in zehn
unterschiedlichen Varianten mit H. fraxineus gegeniber antagonistischen Bakterien
(Einzelisolate) oder Konsortien inokuliert. In den ersten zwei Versuchsjahren konnte
einerseits nur eine kaum nachweisbare Infektion mit H. fraxineus gezeigt werden,
andererseits auch nur ein vereinzelter Nachweis der Inokulationsstdmme. Trotzdem
war es moglich, Veranderungen im Mikrobiom der Eschen nachzuweisen. Dies kann
ein Hinweis auf eine langerfristige Wirkung der inokulierten Bakterien sein. Im
dritten Versuchsjahr wurde der Freilandversuch auf einem feuchteren Standort mit
angrenzendem infiziertem Eschenbestand wiederholt. Die Auswertung der
Ergebnisse dauert noch an.

Standortfaktoren bzw. (a)biotische Einflussfaktoren sind somit sehr wichtig flr die
Interaktion des Mikrobioms und der Wirtspflanze. Im Rahmen des Verbundes war
es moglich, auf den lber ganz Deutschland verteilten 1B-Flachen knapp 300 Eschen
zu untersuchen und deren bakterielle Mikrobiome anhand der Sequenzierung (NGS)
des 16S rRNA Gens zu analysieren. Hierdurch konnten Unterschiede im Mikrobiom
in Bezug auf Standort und Genotyp der Eschen identifiziert werden. Durch die
Untersuchung verschiedener (a)biotischer Faktoren (u.a. Temperatur, Niederschlag,
Genotyp, Bodentyp, Baumartendiversitat) ist es méglich den starksten Einflussfaktor
auf das Mikrobiom finden zu kénnen. Die Auswertung dieser Ergebnisse zielt drauf
ab, zukiinftige Behandlungen der Eschen mit antagonistischen Bakterien, also die
biologische Kontrolle des Erregers des Eschentriebsterbens, standortangepasster
durchzufuhren.
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Wihrend der Einsatz von Fungiziden zur géngigen Praxis in Gartenbau und
Landwirtschaft gehort, findet dieser durch das breite Wirkspektrum im Okosystem
Wald keine Anwendung. Wie auch fiir andere Pathogene, fehlen fur den invasiven
Erreger des Eschentriebsterbens, Hymenoscyphus fraxineus, effiziente, spezifische
und okologisch vertragliche Bekdmpfungsstrategien. Neben dem Einsatz von
resistenten oder toleranten Sa&mlingen sowie bakteriellen oder pilzlichen Anta-
gonisten wird im Projektverbund ,,FraxForFuture* das Potenzial von Viren erforscht,
welche auf natirliche Weise in der Lage sind, die Infektiositat des pilzlichen
Erregers zu reduzieren. Bestenfalls ist dieser nicht mehr féhig, seinen pflanzlichen
Wirt zu schadigen. Mit Hypovirulenz wird die Verringerung der Virulenz durch
Virusinfektion bezeichnet. Eine solche Strategie wird in Europa bereits seit Jahren
erfolgreich  zur  Bekdmpfung des  Kastanienrindenkrebses  eingesetzt
(Rigling & Prospero 2018). Uber Anastomosen wird das Virus Cryphonectria
hypovirus 1 (CHV1) auf virusfreie, virulente Stdmme Ubertragen und entfaltet hier
seine Wirkung. Durch seine selektive Ausbreitung, die auf die gegebene Art
beschrankt ist, gibt es keine negativen Nebeneffekte, wie es bei einem Einsatz von
Fungiziden der Fall ware. Das Virus kann sich sogar selbststandig iber Sporen und
Anastomosen in der Pilzpopulation verbreiten und damit langfristig wirken. Somit
erfillt dieses System alle Voraussetzungen fiir die Behandlung einer Pilzerkrankung
im sensiblen Okosystem Wald und kann auch in Kombination mit weiteren
Antagonisten flr die Bekdmpfung des Eschentriebsterbens optimiert werden. Im
Gegensatz zu dem bereits etablierten System von CHV1 sind trotz intensiver Suche
keine fur die praktische Applikation geeignete Viren gefunden worden (Schoebel et
al. 2014; Shamsi et al. 2022; Shamsi et al. 2023). Deswegen muss auf wirtsfremde
Viren zurlickgegriffen werden, um diese artifiziell auf H. fraxineus zu lbertragen.
Hierflr wurde zunéchst (i) eine Methode zur Transformation von H. fraxineus
entwickelt (Lutz et al. 2023a), die nach geringfligiger Adaption fiir die kinstliche
Transfektion geeignet ist, und (ii) heimische Viren in verschiedenen Pilzen aus
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Sammlungen der Nordwestdeutschen Forstlichen Versuchsanstalt Gottingen (NW-
FVA) und der Universitat Braunschweig identifiziert und isoliert. In der Sichtung
von 234 Pilzisolaten wurden in acht Proben nutzbare Viren gefunden (Tab. 1). Von
diesen wurde das Hymenoscyphus albidus victorivirus 1 (HaVV1) und zusétzlich
das bereits bekannte, Hypovirulenz verursachende Virus aus Fusarium
graminearum, Fusarium graminearum virus China9 (FgV ch9) (Darissa et al. 2012),
flr Transfektionen ausgewahlt. Fir beide Virusubertragungen wurden Viruspartikel
aus ihren naturlichen Wirten isoliert und auf H. fraxineus transfiziert. Subkulturen
zeigten mit einem stark reduzierten Wuchs den typischen Phanotyp von Hypo-
virulenz (Abb. 1) und fur FgV ch9 wurde die erfolgreiche Transfektion bereits
mittels Reverse Transkriptase PCR bestatigt. Im Rahmen dieses Projekts wurden alle
Voraussetzungen geschaffen, um das Eschentriebsterben mit Hilfe von hypoviru-
lenten Viren zu bekdmpfen. Welche weiteren Viren der Sammlung ebenfalls einen
hypovirulenten Phénotyp nach Transfektion bewirken, welche Ergebnisse der
Biotest ergibt und wie die Applikation im letzten Schritt aussehen wird, missen
weitere Versuche zeigen.

Tabelle 1: Probennummer, Wirt und darin gefundene Viren

Probe Pilz Virus 1 Virus 2
NW-FVA 1706 Diplodia fraxini DfFGV1?! DfPV1?!
NW-FVA 1581  Diplodia fraxini DfFv1! -

NW-FVA 1829 Illyonectria sp. IAV1? -

NW-FVA 2572 Fusarium solani FsAV13 -

NW-FVA 3187  Harzia velata Hadakavirus! -

NW-FVA 5852  Fusarium tricintum Totivirus! Chrysovirus?!
NW-FVA 2590  Aspergillus pseudoglaucus Chrysovirus! -

NW-FVA 1901  Theleonectria sp. TQV1*

090812.3° Hymenoscyphus albidus Havvi?! HfMV1

nicht publiziert, 2Lutz et al. (2023b), 3Lutz et al. (2022a); “Lutz et al. (2022b); *Queloz et al. (2011)
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Hf x H,O Hf x FgV-ch9 Hf x HaVV1

Abbildung 1: Phanotyp von NW-FVA 1856 in der Kontrollreaktion mit H,O (Hf x H20).
Phanotyp nach Transfektion von NW-FVA 1856 mit FgV-ch9 (Hf x FgVV-ch9) und HavV1l
(Hf x HavV1).

Literatur

Lutz, T., B. Hadeler, M. Jaeckel, B. Schulz, C. Heinze 2023a: Stable overexpression
and targeted gene deletion of the causative agent of ash dieback Hymenoscyphus
fraxineus. Fungal biology and biotechnology 10 (1), 1, DOI: 10.1186/540694-
023-00149-y.

Lutz, T., E. Japi¢, S. Bien, G.J. Langer, C. Heinze 2022a: Characterization of a novel
alternavirus infecting the fungal pathogen Fusarium solani. Virus research 317,
198817, DOI: 10.1016/j.virusres.2022.198817.

Lutz, T., G. Langer, C. Heinze 2022b: Complete genome sequence of a new
guadrivirus infecting a member of the genus Thelonectria. Archives of virology
167 (2), 691-694, DOI: 10.1007/s00705-021-05353-y.

Lutz, T., G. Langer, C. Heinze 2023b: Complete genome sequence of a novel
alternavirus infecting the fungus llyonectria crassa. Archives of virology 168 (2),
34, DOI: 10.1007/s00705-022-05652-y.

Queloz, V., C.R. Grinig, R. Berndt, T. Kowalski, T.N. Sieber, O. Holdenrieder
2011: Cryptic speciation in Hymenoscyphus albidus. Forest Pathology 41 (2),
133-142, DOI: 10.1111/j.1439-0329.2010.00645.x.

Rigling, D., S. Prospero 2018: Cryphonectria parasitica, the causal agent of chestnut
blight: invasion history, population biology and disease control. Molecular plant
pathology 19 (1), 720, DOI: 10.1111/mpp.12542.

Schoebel, C.N., S. Zoller, D. Rigling 2014: Detection and genetic characterisation
of a novel mycovirus in Hymenoscyphus fraxineus, the causal agent of ash
dieback. Infection, genetics and evolution: journal of molecular epidemiology



51

and evolutionary genetics in infectious diseases 28, 78-86, DOI:
10.1016/j.meegid.2014.09.001.

Shamsi, W., H. Kondo, S. Ulrich, D. Rigling, S. Prospero 2022: Novel RNA viruses
from the native range of Hymenoscyphus fraxineus, the causal fungal agent of ash
dieback. Virus research 320, 198901, DOI: 10.1016/j.virusres.2022.198901.

Shamsi, W., J. Mittelstrass, H. Kondo, S. Ulrich, D. Rigling, S. Prospero 2023:
Possible biological control of ash dieback using the parasitic Hymenoscyphus
fraxineus mitovirus 2?, DOI: 10.1101/2023.03.03.530786.

Forderkennzeichen: 2219WK22G4



52

Schwerpunkt Okologie

RNA Interferenz-vermittelte BekAmpfung von
Hymenoscyphus fraxineus

Linus Hohenwarter”, Gabi Krczal

RLP AgroScience GmbH, Neustadt an der Weinstral3e
“linus.hohenwarter@agroscience.rlp.de

Das Eschentriebsterben, ausgeldst durch den Pilz Hymenoscyphus fraxineus, hat zu
einem extremen Rickgang der Eschenbestédnde in Europa mit einem Verlust pro
Bestand von bis zu 85 % geflihrt (Coker et al. 2019). Fir diese Krankheit gibt es
noch keine effektiven Pflanzenschutzmalihahmen, die eine Infektion stoppen oder
vorbeugenden Schutz bieten. Es wird daher untersucht, ob RNA Interferenz (RNAI)
als selektive und biologische Bekampfungsmethode gegen H. fraxineus eingesetzt
werden kann. RNAI ist ein wirtseigener Mechanismus aller Eukaryoten zur Gen-
Regulation, Transposon-Silencing und Virusabwehr. Die Kaskade wird durch eine
Doppelstrang-RNA (dsRNA) ausgeldst. Die dSRNA wird durch Dicer-Like-Proteine
(DCLS) in kleine interferiende RNA (siRNA) geschnitten. Nach der Inkorporation
der siRNA in Argonaute-Proteine (AGO) werden diese an mRNAs mit Sequenz-
homologien geleitet und schneiden diese gezielt, so dass keine Translation dieser
MRNAs mehr stattfinden kann (Torres-Martinez & Ruiz-Vaquez 2017). Die
Auswahl eines lebenswichtigen Zielgens im Pathogen als ,, Target” fiir einen mit
einer spezifischen siRNA geladenen AGO-Komplex ermdglicht den Einsatz von
RNA.i als Pflanzenschutzstrategie. Die exogene Applikation einer dSRNA gegen drei
Cytochrome P450 Lanosterol C-14 a-Demethylase Gene (CYP51) flhrte bereits in
Fusarium graminearum zu einer Hemmung des Wachstums (Koch et al. 2016). Im
Gegensatz dazu konnte durch die exogene Applikation einer dsSRNA zu dem
homologen Zielgen in H. fraxineus bisher keine Wachstumsreduzierung festgestellt
werden. Die Griinde dafiir sind noch unklar. Fir die weiteren Untersuchungen wurde
als Zielgen eine Polyketid Synthase als phanotypischer Marker ausgewéhlt. Die
stabile Expression eines PKS-Inverted-Repeat-Konstrukt, das zur Bildung einer
dsRNA in H. fraxineus flhrt, umgeht das Problem der RNA-Aufnahme und fiihrte
zu einem Albino-ahnlichen Phanotyp (Abb. 1).
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Wildtyp NW-FVA1856 PKS-IR #16 PKS-IR #17

Abbildung 1: Die Expression eines Inverted-Repeat-Konstrukts mit Sequenzhomologie zu
einer Polyketid Synthase (PKS) fiihrt in transgenen Hymenoscyphus fraxineus Linien zu
einem Albino-&hnlichen Phanotyp.

Interessanterweise wurde das PKS-Transkript trotz des Auftretens des zu erwarten-
den Phénotyps nach einem erfolgreichen ,,Silencing® nicht reduziert. Die Sequen-
zierung der AGO-gebundenen siRNA (TraPR-Kit, Lexogen GmbH) bestatigt die
korrekte Prozessierung des Inverted-Repeats, jedoch weisen die vorhandenen siRNA
lediglich Sequenzhomologien fiir den Bereich des Inverted-Repeat auf (Abb. 2). Es
hat also keine Amplifizierung des Silencing Signals stattgefunden und méglicher-
weise hat ein unbekannter Suppressor die Bildung von sekundaren siRNAs verhin-
dert. Ahnliches ist bereits bei Schizosaccharomyces pombe bekannt (Kowalik et al.
2015).
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Abbildung 2: Die Sequenzierung der Argonaute Protein (AGO) gebundenen siRNAs zeigt
eine Anreicherung der siRNA ausschlieflich im Bereich des PKS- Inverted-Repeats
(Nukleotid Positionen 1400 — 1686). Dies bestéatigt die Prozessierung der dsRNA, die aus der
Expression des Inverted-Repeat-Konstrukts resultiert, in kleine sSiRNA und deren Aufnahme
von AGO. Jedoch wurden keine sekunddren siRNAs gebildet, moglicherweise wird dies
durch einen unbekannten Suppressor verhindert.
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Die Aufklarung dieses Mechanismus bei H. fraxineus konnte durch die Hemmung
des putativen Suppressors zu einer erfolgreichen Bekampfung von H. fraxineus
mittels einer RNAI-Strategie fiihren. Um damit dem Eschentriebsterben effektiv ent-
gegenzuwirken sind Applikationsmethoden notwendig, die einen praventiven Schutz
bieten und das Ausbreiten einer akuten Infektion verhindern. Das Bespriihen der
Blatter einer Esche mit einer dsRNA-haltigen Formulierung bietet potentiellen
Schutz vor den luftlibertragenen Sporen von H. fraxineus. Durch die direkte Injek-
tion einer dsSRNA-haltigen Losung in den Stamm verbreitet sich die dsSRNA uber das
Leitgewebe (Xylem) bis in die Blatter. Dadurch koénnte H. fraxineus auch in
tieferliegendem Gewebe erreicht werden.
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The increased biosecurity threat to trees, woods and forests from pests and pathogens
has been strongly linked to the continuing expansion of international trade (e.g. live
plants, wood packaging material) and tourism, as well as improvements in modes of
transport. Preventing, limiting and/or managing invasions and outbreaks of tree
pathogens and pests require actions from a wide range of actors — from growers,
traders, transporters and quarantine officers through to sellers, consumers and
countryside visitors. Many factors affect the details of individual and collective
actions, including stakeholder values, motivations and risk perceptions, as well as
the regulative and economic frameworks within which this very wide spectrum of
actors operate. Understanding these factors is key to any future attempts to improve
biosecurity. As the range and numbers of tree pests and diseases continue to rise
globally, there has been an increased interest in understanding human behaviours
related to the introduction and spread of these invasive species as well as acceptance
of control measures. Biosecurity behaviours in people can depend on their values
and beliefs that in turn influence their attitudes towards the risk (of the pest or the
management options to control the pest), legitimacy of the management advice and
perceived efficacy of the proposed approach to management and control of the pests
and diseases. Potential biosecurity responses also depend on the type of pest or
disease and the expected level of ecological and financial risk. Social science
involvement in forest health can provide important contributions such as
understanding the stakeholder landscape, knowledge flows and networks, values and
risk perceptions of pest and diseases and motivating factors for better biosecurity
behaviours along value chains.

The case of ash dieback (ADB) in Britain will be used to critically reflect on the
social dimensions of tree health. Ash trees in many parts of Europe are already under
threat from ash dieback (ADB), and the potential introduction of Emerald Ash Borer
(Agrilus planipennis EAB) may signal the end for European ash. Contingency plans
across Europe recognise the need to prepare for the arrival of EAB but surveillance
for EAB and management of ash in the context of the already well established ADB
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is likely to be much more challenging because of the uncertainties surrounding ADB
and EAB interactions. ADB has had devastating effects on ash trees resulting in
significant social, economic and ecological impacts. Several ADB related research
projects will be introduced to underline the importance of understanding knowledge
and awareness and how risk is assessed and informs decision-making. Evidence
involves a mix of quantitative and qualitative data drawn largely from surveys and
semi-structured interviews with land managers. One project that will be presented
aimed to identify key actors and their roles in tree health through a stakeholder
mapping and analysis exercise (Dandy et al. 2017). The starting point was to question
what it means to have a ‘stake’ in tree health and the result was a framework for
improving our understanding of how outbreaks develop over time and the advantages
of developing a typology of roles played by a diverse range of stakeholders as they
became more or less involved at different points in the ADB outbreak. The
framework also supports recognition of how stakeholder engagement changes over
the course of an outbreak, how identification of potential key stakeholder groups
may be overlooked or difficult to access, and which stakeholders are likely to be
most influential in driving or facilitating behaviour change. Further examples will
be provided on how uncertainty around ash dieback progression, mortality rates and
hazards associated with trees at different stages of infection can present issues for
assessing risk and decision-making (Ambrose-Qji et al. 2019). How land managers
and other key actors may react and whether wider society is prepared for the drastic
action that will be required for EAB including, potentially, the complete loss of ash
requires urgent research. Importantly, experience of ADB is likely to affect land
managers perceptions of risk and their decision-making regarding acceptability of
management options for ADB and EAB in the future but the values that people hold
for ash will also influence how, why and when they will act. These findings are the
result of an interdisciplinary project that integrated social research with spatial
modelling to represent key surveillance and management strategies (SMARTIES -
Forest Research; https://www.forestresearch.gov.uk/research/smarties/). Survey
results from the social research revealed that land managers who stated ash trees
were personally important to them and expressed concerned that EAB posed a risk
to ash across Britain were more likely to participate in surveillance activities. The
purpose and location of ash matters and participants who stated that ash trees were
important for a ‘connection to nature” were less likely to carry out all possible EAB
management options. Interviews revealed strong connections to the remaining ash
but there is scepticism around the effectiveness of current measures to manage the
spread of EAB and whether it is indeed possible to save the remaining European ash.

Future choices over planting ash are also influenced by options available such as
resistant or tolerant ash that can withstand ADB. A number of these options were
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explored with forest managers in Britain—from non-native ash to the use of GM
technologies—to identify which were more acceptable and would benefit from
further investment (Marzano et al. 2019). There was a strong interest in the concept
of resistant ash but a clear mandate that any ‘new’ varieties should have similar
characteristics, retain genetic diversity and be able to withstand future pests such as
EAB. At the time of the study there was limited support for planting non-native ash
and use of GM methods and greater support for traditional breeding, though views
will evolve with experience of ADB and as technologies progress and are tested
further. There were also concerns about the time required to produce resistant
varieties of ash and a strong need identified for communication and engagement over
costs, benefits and impacts as science and policy evolves.

The social dimensions of tree health research over the last decade have covered
numerous pests and diseases and host species, a variety of actors and pathways and
key themes around knowledge, risk perceptions and risky behaviours, how to achieve
a social license to operate (social acceptability), the impact of formal and informal
governance and approaches to engagement and communication. Reflections will be
provided on future social research needs but also a call for better integration within
the social sciences and between social and natural sciences to promote effective
interdisciplinary and policy-relevant contributions for better biosecurity and resilient
treescapes.
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Das Eschentriebsterben (ETS) stellt eine existenzbedrohende Erkrankung der
Baumart Esche dar. Aufgrund der wirtschaftlichen Bedeutung der Esche, aber auch
angesichts ihrer vielféltigen 6kologischen Eigenschaften verursacht diese Erkran-
kung enorme wirtschaftliche und gesellschaftliche Schéden. Neben einem anwachs-
enden Ungleichgewicht bei der Kosten-/Erldssituation der betroffenen Forstbetriebe
fihrt das ETS auch zu einer Reihe nicht-monetérer Folgen. Um einen objektiven
Umgang mit den Folgen des ETS auf Forstbetriebsebene zu ermdglichen, steht in
diesem Projekt daher die Analyse der sich ergebenden monetdren und nicht-
monetéren Konsequenzen des ETS im Mittelpunkt.

Die Grundlage fur die Analyse der monetdren Folgen des ETS beruht auf dem Ver-
gleich der Entwicklung von Eschenbestdnden mit und ohne Einfluss des ETS.
Hierfir wurden auf Basis der Ertragstafeln nach Wimmenauer (1919) und
Volquardts (1958) Modellbestédnde generiert. In Kombination mit einem Mortalitéts-
modell (Coker et al. 2019) wurde mithilfe eines waldwachstumskundlichen Simu-
lators die Bestandesentwicklung der Modellbestdnde Uber einen Zeitraum von 30
Jahren simuliert. Die Berechnung der Kosten und Erl6se erfolgte mit dem Programm
,Holzernte* der FVA Baden-Wirttemberg. Anschlielend wurden mithilfe des
Bewertungsansatzes von Moéhring & Riiping (2006) die erntekostenfreien Erldse der
Modellbestande in eine Annuitét Gberfuhrt. Die so berechneten Annuitéten und
deren Vergleich zwischen Bestanden mit und ohne Einfluss des ETS stellen die
abschlieRende Bewertung der 6konomischen Folgen des ETS auf Betriebsebene dar.
Aufbauend auf den Ergebnissen der oben beschriebenen Verfahren wurde ein Ent-
scheidungsunterstiitzungssystem entwickelt, das betroffenen Betrieben die fall-
bezogene Einordnung der monetéren Folgen des ETS durch die Eingabe betriebs-
spezifischer KenngréRen erméglicht.
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Der Fokus des Tools liegt dabei auf der Verarbeitung von jeweils einem Bestand und
dessen Entwicklung tber einen Zeitraum von 30 Jahren, sowohl mit als auch ohne
Einfluss des ETS. Um eine einfache Bedienung zu ermdglichen, wurde das Tool
hinsichtlich der Eingabeparameter, bestehend aus dem waldbaulichen Behandlungs-
szenario, der Bonitat in Form der dGz-Stufe und des Vorrats der Baumart Esche pro
Hektar, auf die geringste noch notwendige Information vereinfacht. Auf Basis dieser
drei Eingangsparameter ermittelt das Programm den Modellbestand, der den einge-
gebenen Parametern am ehesten entspricht. Die Darstellung der Ergebnisse dieser
Abfrage erfolgt jeweils fiir die Entwicklung mit und ohne Einfluss des ETS und
umfasst den jahrlichen Holzproduktionswert, die Bestandesentwicklung im Stil einer
Ertragstafel sowie zusatzliche KenngrdRen fir die Analyse der monetéren Folgen
des ETS wie die durchschnittlichen Erntekosten oder den erntekostenfreien Erlos des
verbleibenden und ausscheidenden Bestandes. Die Funktionsweise des Tools wird
in Abb. 1 schematisch dargestellt.
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau des Tools zur Analyse der monetéren Folgen des ETS
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Bei der Analyse der nicht-monetaren Folgen des ETS war es das Ziel, ein system-
analytisches Tool zu entwickeln, das Forstbetriebe im Umgang mit den Unsicher-
heiten in Folge des ETS bei langfristigen Entscheidungen unterstutzt. Als Bezugs-
groRe dienen hierbei die Auswirkungen des ETS auf ausgewahlte Okosystem-
leistungen eines Forstbetriebes, bestehend aus Biodiversitat, Bodenschutz, Hoch-
wasserschutz, Klimaanpassung, Kohlenstoff-Produktespeicher, Kohlenstoff-Wald-
speicher und Zuwachs.

Die Basis fur die Analyse der nicht-monetaren Folgen stellt die Referenzpunkt-
Methodik nach Estrella et al. (2014) dar. Ein Referenzpunkt ist in diesem
Zusammenhang der glinstigste fur ein Zielkriterium erreichbare Wert, den man auch
als ,,idealen Wert* beschreiben kann (Knoke & Kienlein 2020). Im vorliegenden
Anwendungsfall stellen die oben genannten Okosystemleistungen die potenziellen
Zielkriterien dar. Die vollstiandige Realisierung einer Okosystemleistung ergibt dem-
nach den Referenzpunkt bzw. idealen Wert. Betrachtungsgegenstand in Bezug auf
die potenziellen Zielkriterien sind die géngigen Bestandestypen bzw. Haupt-
baumarten. Auf Basis von Referenztabellen werden hierbei jeder Hauptbaumart und
jedem Zielkriterium eine relative Eignung in Prozent zugewiesen.

Fir die Ermittlung, zu welchem Anteil die derzeitige Baumartenzusammensetzung
eines Betriebes die betrachteten Okosystemleistungen erfiillt, wurden zusétzlich eine
Flachengewichtung der aktuellen Bauartenzusammensetzung sowie unterschied-
liche Risikofaktoren in das Tool integriert. Betrachtete Risikofaktoren sind hierbei
Sturm, Insekten, Trockenstress und ETS. Vergleichbar mit der Einteilung hinsicht-
lich ihrer Eignung fur die unterschiedlichen Zielkriterien wurden den Hauptbaum-
arten ein baumartenspezfischer Risikowert in Bezug zu den genannten Risiken
zugewiesen. Fir die Abbildung der Auswirkungen des ETS auf die Erfullung der
Okosystemleistungen wurde das Mortalitatsmodell nach Coker et al. (2019) inte-
griert. Durch die Integration des Modells in das Tool lassen sich so die Aus-
wirkungen des ETS auf die Erfiillung der unterschiedlichen Okosystemleistungen
eines Betriebs Uiber einen Zeitraum von 30 Jahren visualisieren und analysieren.
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Das Eschentriebsterben (ETS) dominiert seit seinem ersten Auftreten 2002 in
Deutschland alle forstwirtschaftlichen Prozesse rund um die Gemeine Esche
(Fraxinus excelsior). In Folge des nun mehr als 20 Jahre andauernden Befalls von
Eschenbestédnden in Deutschland ist das Vorkommen der Gemeinen Esche drastisch
zuriickgegangen. Aufgrund der wirtschaftlichen Bedeutung der Esche, aber auch
angesichts ihrer vielféltigen dkologischen Eigenschaften, wurde seit Auftreten des
ETS in Deutschland und Europa eine Vielzahl unterschiedlicher Handlungs-
empfehlungen zum Umgang mit den Folgen des ETS veréffentlicht. Im Demon-
strationsprojekt ,,FraxForFuture® wird zum Erhalt der Esche als Wirtschaftsbaumart
geforscht (Langer et al. 2022). Ein fachgebietsiibergreifendes Projektziel ist die
Formulierung von Empfehlungen zum forstbetrieblichen Umgang mit dem ETS mit
starkem Praxisbezug. Fur den Transfer in die forstliche Praxis werden die Erkennt-
nisse dezidiert aufbereitet.

Zu Beginn wurden bisher verdffentlichte Empfehlungen aus verschiedenen
Bundeslandern systematisch durchgearbeitet und die Inhalte nach Kategorien
sortiert. Diese Sammlung wurde erweitert mit Maflnahmen aus England und
Schottland. Es zeigte sich, dass derzeit kursierende Handlungsempfehlungen in
ihrem Umfang und ihrer wissenschaftlichen Absicherung heterogen, teilweise
luckenhaft und nicht widerspruchsfrei sind. In den neu erarbeiteten Empfehlungen
sollen noch giiltige MaRnahmen tbernommen und mit Forschungsergebnissen aus
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FraxForFuture und FraDiv (s.u.) erweitert werden. Dartiber hinaus erfolgt eine
Neubewertung der Empfehlungen nach dem heute vorhandenen Wissen.

Es wurden vier Handlungsfelder identifiziert, auf die sich die Empfehlungen
fokussieren: 1) Genetik, 2) Waldbau, 3) Naturschutz und 4) Verkehrs- und Arbeits-
sicherheit. Im Bereich ,,Genetik soll vermittelt werden, dass die genetische Vielfalt
der Gemeinen Esche erhalten bleiben muss. Die Mdglichkeiten zur ldentifikation
weniger anfalliger Eschen werden mit aktuellen Forschungsergebnissen unterlegt.
Im Themenfeld ,,Waldbau* wird die Strukturvielfalt der Eschenbestdnde in ihrer
ganzen Bandbreite dargestellt. Waldbauliche Empfehlungen werden dabei spezifisch
fur unterschiedliche Standortsbedingungen, Schadigungsgrade, Bestandestypen,
Bestandesalter und Bewirtschaftungsziele formuliert. Die Entscheidungsfindung
sollte dabei die 6kologischen und 6konomischen Aspekte sowie deren waldbauliche
Umsetzung in Einklang bringen. Aufgrund der 6kologischen Bedeutung der Esche
soll das Themenfeld ,,Naturschutz® stiarker als zuvor berlicksichtigt werden. Die
Betonung der Okosystemfunktionen von Eschen bei der Inwertsetzung von Baumen
und Bestdnden sollte in der aktuellen Lage ein wichtiges Element in den
betrieblichen Uberlegungen sein. Auch wenn derartige Leistungen nur selten
monetér gemessen werden konnen, so sollten sie dennoch Orientierung flr
MalRnahmen liefern. Ein weiterer Schwerpunkt ist die ,,Verkehrs- und
Arbeitssicherheit. Offensichtlich ist im Rahmen des ETS mit erhéhtem Risiko
durch Kronenbriiche und umsttrzende Eschen zu rechnen.

Literatur

Langer GJ, Fuchs S, Osewold J, Peters S, Schrewe F, Ridley M, Kitzel R, Bubner
B, Griner J (2022): FraxForFuture—Research on European ash dieback in
Germany. J Plant Dis Prot, 129:1285-1295. https://doi.org/10.1007/s41348-022-
00670-z.

Forderkennzeichen: 2219WK19X4, 2219WK23A4 und 2219WK23B4.

FraDiv wird geférdert im Bundesprogramm Biologische Vielfalt durch das
Bundesamt fur Naturschutz (BfN) mit Mitteln des Bundesministeriums fiir Umwelt,
Naturschutz, nukleare Sicherheit und Verbraucherschutz (BMUV) und das
Ministerium fur Energiewende, Klimaschutz, Umwelt und Natur in Schleswig-
Holstein (MEKUN SH) unter dem Fkz 3518685010.



64

Schwerpunkt Transfer

Eschentriebsterben effizient Gberwachen — Konzept
zur grofRraumigen Eschenzustandserhebung mit
Stereo-Luftbildern

Melanie Kirchhofer'”, Valentina Gacitua!, Facundo Ponce de Léon?, Philip
Beckschafer?, Kai Jiitte®, Petra Adler?

Forstliche Versuchs- und Forschungsanstalt Baden-Wrttemberg, Biometrie und
Informatik, Freiburg

2Nordwestdeutsche Forstliche Versuchsanstalt, Abteilung Waldschutz, Sachgebiet
Fernerkundung und GIS, Géttingen

$Landesforst Mecklenburg-Vorpommern, Betriebsteil Forstplanung, Versuchs-
wesen, Informationssysteme, Schwerin

“melanie.kirchhoefer@forst.bwl.de

Hintergrund

Seit in den 1990er Jahren erste Symptome des Eschentriebsterbens in Europa ent-
deckt wurden, hat sich die Krankheit rasant in ganz Europa ausgebreitet und verur-
sacht einen drastischen Rickgang der Esche (Enderle et al. 2019). Um diesen
Prozess zu verstehen und zu tiberwachen, braucht es regelmaRig zuverlassige Daten
zu Vorkommen und Zustand von Eschenbestdnden. Das Verbundvorhaben FraxMon
befasst sich daher innerhalb des Forschungsverbundes FraxForFuture mit der Ent-
wicklung eines Eschen-Monitoringsystems, welches in der Lage ist, grofirdumig und
effizient Informationen zum Zustand der Eschen in Deutschland zu erheben und
bereitzustellen. Zur Erfassung des Kronenzustands, einem wichtigen Indikator flr
die Vitalitat der Eschen, bietet die Fernerkundung geeignete Mdglichkeiten.

Monitoringkonzept

Im Rahmen von FraxMon wurde ein Konzept entwickelt, das den Aufbau eines
fernerkundungsbasierten grofRrdumigen Eschenmonitoringsystems skizziert.

Identifizierung von Eschenvorkommen

Da Eschen in Deutschland als Nebenbaumart selten als grof3e geschlossene Bestande
vorkommen (Ebert 2002), steht auf der obersten Ebene des Monitoringkonzepts die
Identifizierung von Standorten, auf denen Eschenbestdnde potentiell vorkommen
kénnen. Basierend auf Expertenwissen zu den Standortanspriichen der Esche (siehe
Ebert 2002) wurden anhand der Kartierung der (heutigen) potentiellen natirlichen
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Vegetation (pnV) in Deutschland (https://www.floraweb.de/lebensgemeinschaften/
vegetationskarte.html) Standorte ausgeschlossen, die fiir Eschen nicht geeignet sind.
Diese Ausschlussflachen wurden um Nicht-Waldflachen und um mit Nadelwald
(mind. 80 % Nadelholzanteil) bestockte Flachen erweitert. Nur auf den verbliebenen
Flachen kann mit nennenswertem Eschenvorkommen gerechnet werden. Um die
effektive Monitoringflache weiter einzuschrénken wurde geprift, inwieweit
Sentinel-2-Satellitendaten genutzt werden kénnen, um das tatsachliche Eschenvor-
kommen zu identifizieren. Verschiedene Modellierungsansétze wurden hierzu eva-
luiert, Forsteinrichtungsdaten dienten als Referenz. Die Ergebnisse zeigen jedoch,
dass derzeit mit den vorhandenen Daten eine groRraumige Erfassung des Eschenvor-
kommens nicht mit ausreichender Verlésslichkeit und Genauigkeit moglich ist.

Stichprobeninventursystem

Da es nicht moglich war, die Monitoringflache auf konkrete Eschenbestédnde zu
beschranken, wurde beschlossen, das Stichprobeninventursystem zum Eschen-
monitoring, an das Stichprobenraster der Bundeswaldinventur (BWI) anzulehnen.
Informationen zum Vorkommen von Esche liegen an den BWI-Punkten bereits vor,
sodass eine Stichprobe hieraus gezogen werden kann.

Das Monitoring des Kronenzustands der Eschen stiitzt sich auf Stereo-Luftbilder, die
mittels visueller Interpretation unter Verwendung von zwei Interpretationsschliisseln
ausgewertet werden. Die Positionen der Eschen sind durch die BWI bekannt, aller-
dings missen die terrestrisch eingemessenen StammfulRpositionen den im Luftbild
sichtbaren Kronen zugeordnet werden. Dies kann aufgrund von Ungenauigkeiten in
der Ko-Registrierung und bei Schragwuchs der Baume erschwert sein.

Interpretationsschlissel fiir Stereo-Luftbilder

Zur Aufnahme der Probekreise werden zuerst Eschen von anderen Baumarten
unterschieden. Dazu wurde im Projekt ein Luftbildinterpretationsschlissel zur
Identifizierung von Eschen entwickelt. Dieser Schliissel ist hierarchisch aufgebaut
und bericksichtigt die Merkmale Kronenform, Kronenrand, Verzweigungsstruktur
und Kronenelemente. Ein zweiter, ebenfalls im Projekt entwickelter Luftbildinter-
pretationsschliissel dient zur Einstufung der Kronenverlichtung von Eschen. Dieser
wird auf die identifizierten Eschen angewandt. Die sechs Kronenverlichtungsstufen
werden in einer mehrstufigen Herangehensweise gutachterlich eingeschatzt
(Abb. 1). Dabei werden die Merkmale Kronenrand, Struktur und Totastvorkommen
in die Entscheidungsfindung einbezogen.
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Abbildung 1: Beispielbilder fiir die sechs Eschenschadstufen des Luftbildinterpretations-
schlissels mit Kronenverlichtung in Klammern und Auszug aus der Beschreibung der
Kronenmerkmale (Fotos: Landesforst Mecklenburg-Vorpommern — ASR).

Ausblick

Die an den Stichprobenpunkten erfasste Eschenvitalitéat Iasst Rickschlusse auf den
Gesamtzustand der Eschen auf einer groRen Flache zu. Uber den Aufbau von Zeit-
reihen bietet das Konzept zur groR3flachigen Eschenzustandserhebung mit Stereo-
Luftbildern eine Moglichkeit, das Fortschreiten des Eschentriebsterbens effizient zu
Uberwachen. Die Verfuigbarkeit von Luftbilddaten, die wéhrend der Vegetations-
periode aufgenommen wurden, variiert jedoch von Bundesland zu Bundesland, was
bei der Implementierung des Systems bedacht werden sollte. Dartiber hinaus kann
das Konzept auch als Referenz fir die Entwicklung von Monitoringsystemen zur
Kronenzustandserfassung anderer Baumarten genutzt werden.
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Die Symptome des Eschentriebsterbens (ETS), manifestieren sich u. a. in den struk-
turellen Merkmalen der Krone. Die Belaubung nimmt ab, die Krone erscheint
transparent, der Kronenrand l6st sich auf und der Totastanteil erhéht sich. Diese
strukturellen Merkmale lassen sich mittels Luftbildauswertung erfassen, sodass
anhand historischer und aktueller Luftbilder die Dynamik der Ausbreitung der ETS-
Symptome nachvollzogen, sowie die akute Entwicklung Uberwacht werden kann.
Insbesondere die stereoskopische Luftbildauswertung ermdglicht ein detailliertes
Kronenzustandsmonitoring. Ein solches Monitoring muss jedoch nach einem
standardisierten Verfahren erfolgen und die Eigenschaften der Luftbilddaten
beriicksichtigen, um qualitativ hochwertige und vergleichbare Daten zu erzeugen.
Auf Grundlage zweier neu erarbeiteter Luftbildinterpretationsschliissel zur
Identifikation von Eschen und zur Ansprache des Kronenzustands wurde ein
Verfahren entwickelt, das eine Erfassung der ETS-Symptome ermdglicht. Dieses
standardisierte Verfahren wurde genutzt, um anhand historischer digitaler Luft-
bilddaten Zeitreihen zu erstellen und die Entwicklung des Kronenzustands in Raum
und Zeit zu analysieren.

Zu diesem Zweck wurden zehn Beobachtungsflachen von je ca. 1 ha Grolke mit
jeweils mindestens 30 Eschen in verschiedenen Regionen Deutschlands betrachtet
(Langer et al. 2022). Von allen zehn Flachen wurden in den Jahren 2021 und 2022
Luftbildaufnahmen mit einer rdumlichen Auflésung (ground sampling distance,
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GSD) von 10 cm angefertigt. Die Anzahl historischer Luftbilddatensétze, die fur jede
Flache zur Verfligung stand, variierte zwischen null und vier. Bei jeder Befliegung
wurden die Eschenkronen in einem 3D-System visualisiert, digitalisiert und ihr
Kronenzustand bonitiert. Der fur die Bonitur verwendete Interpretationsschliisseln
teilt die Eschenkronen in sechs Schadstufen, wobei Stufe 0 einem symptomfreien
Baum und Stufe 5 einem abgestorbenen Baum entspricht. Die Bewertung beruht auf
der Quantifizierung von drei Eigenschaften der Krone, die in Luftbildern erkennbar
sind: die Kontinuitat des Kronenrands, die Kronentextur und der relative Anteil an
toten oder kahlen Asten. Parallel dazu wurden in den Jahren 2021 und 2022
bodengestitzte Bonitierungen mit einer ebenfalls 6-stufigen Skala durchgefihrt.

Mitthare Schadsnd

Jahyr der Bonitur

Abbildung 1: ETS-Verlauf auf den Untersuchungsflachen Stegelitz (BB1), Plattenwald
(BW1), Weisweil (BW2), Monheim (BY1), Schotten (HE1), Karlsburg (MV1), Mollenfelde
(NI1), Leutzsch (SN1), Huy (ST1), Ettersberg Wirtschaftswald (TH1 w), Ettersberg
Naturwald (TH1 n). Die Kurven zeigen eine allgemeine Tendenz zur Abnahme der Vitalitét
der Eschen.
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Der zeitliche Verlauf der ETS-Symptome zeigt insgesamt eine klare Tendenz zur
Abnahme der Vitalitat der Eschen. Die Geschwindigkeit des Krankheitsverlaufs in
den verschiedenen Beobachtungsgebieten ist dabei jedoch unterschiedlich, was
durch unterscheidliche Klima-, Waldstruktur- und Standortbedingungen begriindet
sein konnte. Der Trend ist jedoch in allen Beobachtungsgebieten gleichgerichtet und
konstant (Abb. 1).

Auf einer Flache konnte eine vorlbergehende Verbesserung der Entwicklung der
ETS-Symptome festgestellt werden (ST1), die mdglicherweise mit den
Wetterbedingungen im Jahr bzw. im Vorjahr der Bonitierung erkléart werden kann.
Diese Verbesserung des Kronenzustands war jedoch nur temporér und bedeut keine
langfristige Erholung der Eschen.

Beim Vergleich der luftbildbasierten mit der am Boden durchgefiihrten Bonitur
(Peters et al. 2021) der Kronenzustande der Jahre 2021 und 2022 wurde festgestellt,
dass bei der Luftbildbonitur der Vitalitatszustand tendenziell schlechter eingeschéatzt
wird (Abb. 2). Das liegt zum einen daran, dass die Kriterien, die bei den beiden
Beurteilungsarten angewandt werden, zwar groRe Ahnlichkeiten aufweisen, aber
nicht identisch sind. Auch unterscheiden sich die Perspektiven deutlich, aus denen
die Beobachtungen gemacht werden. Es kann daher nicht gesagt werden, dass die
eine Form der Bonitur zu korrekteren Ergebnissen fiihrt als die andere. Grundsétzlich
lasst sich sagen, dass die terrestrische Bonitur die Ansprache von Details erlaubt, die
im Luftbild nicht erkennbar sind, wéhrend die Stérke der luftbildbasierten Bonitur
in der gleichzeitigen Wahrnehmung aller Kronenteile vom selben Ort aus liegt, was
einen einzigartigen Uberblick Giber den Kronenzustand des Baumes ermdglicht. Die
Bewertung aus der Luft ermdglicht auch den simultanen Vergleich der Zustande
verschiedener Kronen in einer Parzelle vom selben Standpunkt aus.
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Abbildung 2: Terrestrisch- und luftbildbasierte Bonitur der ETS-Schaden auf den
verschiedenen Untersuchungsflachen fur das Jahr 2022. Der Vitalitatszustand wird bei den
luftbildbasierten Bonituren tendenziell schlechter eingeschétzt als bei den terrestrischen
Bonituren.

Aus den Versuchen mit unterschiedlichen Flugzeiten im Jahresverlauf, GSD und
Auswertungsformen (terrestrisch und luftbildbasiert) lassen sich die folgenden
allgemeinen Beobachtungen ableiten:

Idealerweise werden Luftbilddaten verwendet, die zum Hohepunkt der
Vegetationszeit (Mitte Juni — Mitte August) aufgenommen wurden.

Die geometrische Auflosung sollte mindestens 20 cm betragen. Besser
auswertbar sind jedoch héher aufgeldste Daten mit 10 bis 4 cm Auflésung.
Wenn Luftbildaufnahmen mehrerer Jahre zur Verfiigung stehen, sodass die
Entwicklung verschiedener Aspekte der Kronenstruktur beruicksichtigt werden
kann, sind die Interpretationsergebnisse robuster.

Vergleiche zwischen terrestrischen und luftbildbasierten Kronenansprachen
zeigen mitunter Abweichungen bei der Einstufung der Kronenzusténde. Dieses
ist in der unterschiedlichen Beobachtungsperspektiven, dem unterschiedlichen
Interpretationsschlussel und den Merkmalen die angesprochen werden kénnen
begrindet.
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- Trotz der Abweichungen zwischen terrestrischem und luftbildbasiertem
Kronenzustandsmonitoring empfiehlt sich das Luftbildverfahren auf Grund
seiner hohen Flachenleistung zur schnellen und grofRrdumigen Erfassung eines
solch rapiden Fortschreitens des ETS, wie wir es derzeit beobachten.
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Die raumlich und spektral hochaufgeloste Aufnahme von Waldbestdnden mit
Hyperspektralkamerasystemen bietet in der Fernerkundung mit optischen Sensoren
ein groRes Potenzial zur Unterscheidung verschiedener Baumarten einerseits und
verschiedener Vitalitatszustande innerhalb einer Baumart andererseits (Knauer et al.
2022). An jedem Bildpunkt steht ein vollstandiges Spektrum der Wellenléangen zur
Verfligung und kann fur eine Klassifikation genutzt werden. Die grofite bestehende
Herausforderung fir den Einsatz bildgebender hyperspektraler Messtechnik ist die
Entwicklung standardisierter und damit reproduzierbarer Aufnahme- und Auswerte-
methoden, die durch kommerzielle Anbieter (Luftbildunternehmen) einsetzbar sind
und fir das regelmaiige Monitoring groRRer Flachen genutzt werden kdnnen. Diese
Voraussetzungen sind leider noch nicht gegeben. Zudem stellen hyperspektrale
Befliegungen noch einen groRen Kostenfaktor dar und sind in der forstlichen Praxis
zu aufwandig und nicht anwendungsnah. Daher ist es ein Projektziel, nach dem Proof
of Concept aus den Hyperspektraldaten relevante multispektrale Indizes zu erstellen,
die sich fiir den laufenden Einsatz eignen. Auf deren Basis konnte perspektivisch ein
kostenglinstiges Monitoring des Waldes mit Multispektralkameras méglich werden.
Marktiblich sind bereits Standardkameras mit dedizierten Wellenldngen.

Das Fraunhofer IFF setzt seit 2011 Hyperspektralkameras flr die flugzeuggesttitzte
Erfassung des Ernahrungs- und Gesundheitszustands von verschiedenen
Kulturpflanzen ein (Knauer et al. 2015). Es bestehen umfangreiche Erfahrungswerte
beim Einsatz der Hyperspektraltechnik inklusive Versuchsplanung, Kalibrierung
und Datenhandling, sowie bei der Auswertung der Bilder mit Verfahren des
maschinellen Lernens in einem automatisierten Workflow (Verarbeitungspipeline).
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Mit Hilfe von Methoden des maschinellen Lernens lassen sich auch die multi-
spektralen Indizes erstellen und verifizieren.

Im Projekt wurden mehrere Beobachtungsflachen (jeweils Frihjahr und Sommer in
den Jahren 2021 und 2022) beflogen. Dabei wurden in verschiedenen Konfigu-
rationen zwei Hyperspektralkameras VNIR (Wellenlangenbereich von 400 nm-
1000 nm) und SWIR (950 nm-2500 nm) sowie hochauflésende Farbkameras (RGB)
eingesetzt. Die Prozessierung zu hyperspektralen georeferenzierten Orthofotos
erfolgte unter Nutzung kommerzieller Software (POSPac MMS, Agisoft Metashape,
ATCOR-4 und PARGE), die in die eigene Verarbeitungspipeline eingebunden ist.

Die Segmentierung einzelner Baumkronen in den Orthofotos wurde fiir die ersten
Referenzbilder manuell von den Projektpartnern durch das Erstellen von Shape
Dateien mit den Umrissen der Baumkronen vorgenommen. Fir den grof3flachigen
Einsatz wurden dann Segmentierungsverfahren auf der Basis von Bildverarbeitungs-
algorithmen und Neuronalen Netzwerken (NN) ermittelt (Abb. 1).

¥

Abbildung 1: Visualisierung des VNIR-Hyperspektralbild (auf RGB abgebildet) mit
markierter 1B-Fl&che (violett) und segmentierten Baumkronen von Eschen (orange) und
Nicht-Eschen (blau).

Innerhalb der segmentierten Baumkronen werden die Spektren zum Training und
zum Verifizieren des Modells ermittelt. Dazu wurden Filter und Clusterverfahren
entworfen und implementiert, welche geeignete Punktspektren extrahieren und
gegebenenfalls zu einem gemittelten Spektrum zusammenfassen.

Die Flachenauswahl, die Vorbereitung und die geplanten Befliegungen wurden
zwischen den Projektpartnern abgestimmt. Dabei wurden IB-Flachen und weitere
Flachen verwendet (siehe Abb. 2). Um in den dichtbewachsenen Waldern der
Flachen Passpunkte zur Georeferenzierung zu finden, wurden teilweise vor der
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Frihjahrsbefliegung Messmarken ausgelegt und deren genaue geographische Lage
vermessen.

Zum Erzeugen von Trainingsdaten wurden den segmentierten Baumkronen die
Baumart und die Schadstufe als Label zugeordnet. Grundlage dazu waren Angaben,
die aus Luftbildbonituren und Flachenbegehungen stammen, welche von den
Projektpartnern durchgefiihrt wurden.

Fur die Unterscheidung Esche vs. Nicht-Esche wurde ein NN trainiert, welches jeden
Pixel der VNIR-Fotos in eine der beiden Klassen — Esche oder Nicht-Esche — ein-
ordnet. Beim Training des Netzes wurde die Lernstichprobe tber die Klassen und
dann Baumkronen balanciert, sodass ein Ungleichgewicht der Trainingsbeispiele
zwischen den Klassen oder Baumkronen nicht das NN beeinflusst. Die Klassi-
fikationsgenauigkeit fur beide Klassen — Esche und Nicht-Esche — liegt im Ergebnis
bei gréier 78 % auf allen untersuchten Flachen mit Mischbestanden (siehe Abb. 2).

g Mollenfelde Huy Schotten

90
80
70 +
60 -
50 -
40 1
30 1
20
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Genauigkeit in %

Nicht-Esche Esche Nicht-Esche Esche Nicht-Esche Esche

Abbildung 2: Ergebnis der Eschenerkennung fiir ausgewéhlte Fldchen durch ein trainiertes
Neuronales Netz. Dabei wurde jeweils eine ganze Flache zum Validieren verwendet (Leave-
One-Out-Kreuzvalidierung).

Um die Anzahl der relevanten Wellenlédngen einzugrenzen und Indizes abzuleiten,
wurde eine Relevanzanalyse durchgefuhrt. Fir die Relevanzbestimmung eines Attri-
buts wurde die maximale Genauigkeit zugrunde gelegt, die man durch einen opti-
mierten Schwellwert erreichen konnte. Die betrachteten Attribute waren die Reflek-
tanzen an jeder Wellenlédnge und die Kombinationen mehrerer Wellenlédngen durch
normalisierte Differenzen. Ein Kandidat fir Eschenerkennung ist die normalisierte
Differenz der Wellenldngen 800 nm und 830 nm. Als EingangsgroRe fiir eine logis-
tische Regression erlangt dieser Index bei einer Leave-One-Out-Kreuzvalidierung
uber die drei Flachen eine gemittelte (klassen- und baumkronenbalancierte)
Erkennungsrate von 81 %, wobei die flachenspezifische Erkennungsrate von 69 %
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in Schotten (HE1) tber 85 % in Huy (ST1) bis zu 90 % in Mollenfelde (NI1)
schwankt.

Analog wurden Indizes fur Vitalitatsunterschiede anhand der Daten fiir die Luft-
Kronenansprache aus dem Sommer 2021 ermittelt. Hierbei wurden die Schadstufen
0-2 und 3-5 (Langer et al. 2022) jeweils zu einer Klasse zusammengefasst, sodass
man wie bei der Eschenklassifikation die Schadstufenunterscheidung auf ein bindres
Problem reduziert. Ein moglicher Kandidat ist die normalisierte Differenz der
Wellenlangen 1450 nm und 1650 nm. Da die Schadstufen sich sehr inhomogen tber
die drei Flachen HE1, NI1 und ST1 verteilen, wurde die Relevanzanalyse ber alle
Flachen zusammen durchgefuhrt. Wie bei der Eschenerkennung wurde auch hier ein
Modelltraining durchgefiihrt, jedoch bedingt durch die inhomogene Verteilung der
Schadstufen tber die Flachen nur mittels einer 4-Fach-Kreuzvalidierung uber
gesamtheitlich alle Eschen der drei ausgewéhlten Flachen. Der Klassifikator erreicht
eine mittlere balancierte Genauigkeit von 83 % firr die Indexwerte, was der
Genauigkeit der Klassifikation aus dem gesamten Spektrum entspricht.

Um die Umsetzung der Eschenerkennung im Feld zu testen, wurde auf einer Flache
nahe Ettersberg, 20 unbekannte Baume mit dem NN-Modell Klassifiziert (12 Eschen
und 8 Nicht-Eschen). Das Ergebnis wurde in eine GIS-App geladen und den Partnern
zur Vor-Ort-Uberpriifung gegeben. Von den 20 Baumen wurden 17 richtig erkannt.
Eine Hainbuche und ein Ahorn wurden félschlicherweise als Eschen klassifiziert,
sowie eine Esche falschlicherweise als Nicht-Esche.
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Das Eschentriebsterben hat in den vergangenen Jahrzehnten zu rasanten Verande-
rungen in eschenreichen Waldtkosystemen gefiihrt. Neben zusammenbrechenden
Bestandesstrukturen und sich damit rasant andernden abiotischen Bedingungen wird
auch ein negativer Einfluss auf viele der eschenassoziierten Arten vermutet (Mitchell
et al. 2016, Hultberg et al. 2020). Vor dem Hintergrund dieser rapiden dkologischen
Verénderungen stehen Waldbewirtschaftende vor der dringenden Herausforderung,
den Ausfall der Schlusselbaumart Esche (Fraxinus excelsior) soweit wie maglich zu
kompensieren. Dazu mussen nachhaltige Lésungen gefunden werden, um sowohl
die okologischen (Okosystemfunktionen der Esche) als auch die 6konomischen
Verluste (Wirtschaftsbaumart Esche) infolge des Eschentriebsterbens abzumildern
(Broome et al. 2019).

Das im Bundesprogramm ,,Biologische Vielfalt“ geforderte Projekt FraDiv aus
Schleswig-Holstein besteht aus zwei Teilprojekten, FraDiv®® und FraDive™, mit
unterschiedlichem methodischen Vorgehen. In einem landesweiten Monitoring
(FraDiv®*) werden die Auswirkungen des Eschentriebsterbens auf die Biodiversitat
(hier Flora und Funga) sowie die Bestandesstruktur untersucht. Die experimentellen
Ansitze (FraDiv®®) entlang eines hydrologischen Gradienten zielen darauf ab, mit
Hilfe alternativer Baumarten in einem Biodiversity-Ecosystem-Functioning (BEF)-
Experiment zu testen, inwieweit den nachteiligen dkologischen Auswirkungen des
Eschentriebsterbens entgegengewirkt werden kann. In FraDiv®® wird ein BEF-
Ansatz mit waldbaulicher Praxis direkt kombiniert. So kdnnen 06kologische
Forschungsfragen unter Realbedingungen beantwortet werden, wahrend gleichzeitig
Empfehlungen fiir die Behandlung massiv geschadigter Bestande erarbeitet werden
(Abb. 1).
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Abbildung 1: Konzeptioneller Rahmen des Teil-Projektes FraDive*. Das Teil-Projekt von
FraDiv verbindet die 6kologische Forschung zu den Auswirkungen des Eschentriebsterbens
mit den Fragestellungen der waldbaulichen Praxis. Aus dem Projekt generierte Ergebnisse
koénnen so direkt in die Anwendung gehen. Abbildung verandert nach Haupt et al. (2022).

Im Winter 2019/2020 wurden in Schleswig-Holstein zwolf Versuchsflachen mit
autochthonen Alternativ-Baumarten angelegt. Die Pflanzungen mit Spitzahorn (Acer
platanoides), Hainbuche (Carpinus betulus), Flatterulme (Ulmus laevis), Winter-
linde (Tilia cordata) und der Esche selbst erfolgten dabei direkt unter den verblie-
benen Kronendachern zusammenbrechender Eschen(misch-)bestdnde. Die Pflan-
zungen wurden in vorgegebenen Mischungen angelegt, wobei auf jeder der
Versuchsflachen alle Baumarten in Monokultur sowie in den rechnerisch moglichen
Zwei-, Vier- und Funf-Art-Mischungen gepflanzt wurden (Haupt et al. 2022;
Abb. 2).

Nach Ablauf des ersten Standjahres der insgesamt 25.200 ausgepflanzten Baume lag
die Gesamtmortalitatsrate bei 5 %, wobei die Baumart Flatterulme die geringste
Sterblichkeit aufwies, wahrend die Ausfallraten beim Spitzahorn hoch waren
(17,4 %). Die getesteten Baumarten zeigten artspezifische Unterschiede in der
Reaktion auf verschiedene Umweltfaktoren. Spitzahorn wies im Vergleich mit den
anderen Baumarten eine negative Reaktion auf eine hohe zwischenartliche
Konkurrenz mit Brombeerarten auf. Auch die Reaktion auf Unterschiede in der
Bodenreaktion (pH-Wert) variierte zwischen den Baumarten, wobei die Hetero-
genitat der chemischen Bodenbedingungen innerhalb der Experimentalflachen
kleinstraumige Unterschiede aufwies. Fur alle Baumarten konnte gezeigt werden,
dass die initiale PflanzengroRe sowie der Grad der Offnung des Kronendachs einen
signifikanten Einfluss auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit hat. Entgegen der
Erwartungen wirkte sich ein hoher Kronenschluss im Hauptbestand positiv auf die
Uberlebenswahrscheinlichkeit aus. Dies steht in Kontrast zu den géangigen licht-
Okologischen Annahmen der forstlichen Praxis.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung einer Versuchsflache. Auf jeweils 22 Plots wurden
in jeder der 12 ca. 1 ha-grofRen, gezdunten Flachen Pflanzungen mit zweijéhriger wurzel-
nackter Baumschulware der Baumarten Esche (F. excelsior; F), Spitzahorn (A. platanoides;
A), Hainbuche (C. betulus; C), Flatterulme (U. laevis; U) und Winterlinde (T. cordata, T) in
Ein- bis Finf-Art-Mischungen angelegt. Unterschiedliche Farbungen zeigen die Mischungs-
intensitat der einzelnen Plots an. Abbildung aus Haupt et al. (2022).

Die Erkenntnisse aus FraDive*® machen am Beispiel Norddeutschlands deutlich, dass
die Baumartenwahl fur Wiederherstellungspflanzungen in ehemals eschenreichen
Besténden nicht nur unter 6konomischen Gesichtspunkten getroffen werden sollte.
Insbesondere die Entwicklung der Krautschicht (sowohl ihre Dichte, als auch zur
Abschatzung der Bodenreaktion) und die bereits erfolgte Offnung des Kronendachs
sollten als Indikatoren fur eine 6kologisch sinnvolle Baumartenwahl herangezogen
werden: (nur) gut funktionierende Baumartkombinationen im Sinne einer
Etablierung sind mittel- und langfristig auch 6konomisch sinnvoll. In Bestanden, in
denen eine konkurrierende Krautschicht bereits von Brombeerarten oder kon-
kurrenzstarken Grasern dominiert wird (als Folge sich verdndernder Licht-
bedingungen bei einer hohen Ausfallrate der Esche im Hauptbestand), muss die
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Forstpraxis die artspezifischen Standortsanspriiche von mdglichen Alternativbaum-
arten bertcksichtigen, so dass fir stark degradierte Standorte die Wahl auf weniger
empfindliche und/oder pflegeintensive Alternativbaumarten(kombinationen) fallen
sollte.

Die erfolgreiche Etablierung von Pflanzungen mit Ersatzbaumarten ist eine
Madglichkeit, um den Folgen eines massiven Verlusts von Eschen entgegenzuwirken
und die biologische Vielfalt sowie die Okosystemfunktionen auch unter Beriick-
sichtigung weiterer exogener Stérungen (Klimawandel, Vitalitdtsschwéchen, andere
biotische Faktoren) zu erhalten.
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Die in-vitro-Kultur bietet die Mdglichkeit zur Kultur von Eschengenotypen auler-
halb ihrer nattrlichen Umgebung. Dies bietet mehrere Vorteile. Augenscheinlich
tolerante Individuen koénnen vermehrt und zur kinstlichen Verjingung genutzt
werden. Ist ein Genotyp fir die in-vitro-Vermehrung geeignet, so kénnen viele
Klone und von jedem Klon prinzipiell beliebig viele Individuen innerhalb von relativ
kurzer Zeit produziert werden. Die entstandenen Pflanzen kénnen unter Laborbedin-
gungen auf ihre Anfalligkeit gegenliber dem Eschentriebsterben getestet werden.
Durch die sterilen Aufzuchtbedingungen kénnen von anderen Schaderregern verur-
sachte Effekte ausgeschlossen werden. Auch der Erhalt von anfélligen Genotypen
ist moglich. Diese Genotypen dienen flr weiterfiihrende Experimente als Ausgangs-
material, wenn Probematerial an nattirlichen Standorten nicht mehr zur Verfligung
steht. Die Vermehrung in vitro birgt allerdings auch Nachteile. So sind nicht alle
Genotypen fiir die Kultur geeignet. Diese sterben innerhalb kurzer Kulturdauer ab
oder sind nicht vermehrungsfahig. Je nach Ausgangsmaterial machen Kontamina-
tionen eine Kultivierung unméglich. Zudem ist vor allem die Anfangsphase kosten-
intensiv. Ein spezialisiertes Labor und entsprechend geschultes Personal sind nétig
und die Entwicklung und Optimierung geeigneter Protokolle kann Jahre dauern.

Im Rahmen von FraxForFuture werden zwei Ansétze zur Inkulturnahme von Eschen
verfolgt. Beim ,,direkten Ansatz* wird Ausgangsmaterial von selektierten Baumen
mit den gewiinschten Eigenschaften zur Vermehrung verwendet. Beim ,,reversen
Ansatz* dient Saatgut als Probenmaterial fiir die somatische Embryogenese (sE). Die
so entstandenen Baume miissen erst auf ihre Eigenschaften getestet werden. Folgend
wird nur auf letzteren Ansatz eingegangen.

Bei der somatischen Embryogenese wird die Totipotenz von Pflanzenzellen genutzt.
Bereits differenzierte (somatische) Zellen werden mittels Wachstumsregulatoren
gestresst, sodass diese eine Re-Embryonalisierung durchlaufen und anfangen neue,
genetisch identische Embryonen zu bilden. Als Orientierung wurden die Arbeiten
von Capuna et al. (2007) und Yang et al. (2013) verwendet und angepasst. Im Jahr
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2022 wurden von KW25 bis KW31 jeweils drei Baume in Berlin beerntet. Als
Explantate wurden sowohl ganze Embryonen als auch Kotyledonen und Hypokotyle
getrennt auf Induktionsmedium aufgelegt. Es wurden zwei Medienvarianten
getestet. Als Basis diente das Woody Plant Medium (WPM) nach Lloyd & McCown
(1980) mit Zusatz unterschiedlicher Konzentrationen Benzylaminopurin (BAP) und
2,4-Dichlorphenoxyessigséaure (2,4-D) als Stimulanz. Als Kontrolle diente hormon-
freies WPM. Insgesamt wurden 5.940 Explantate aufgelegt. Nach 12 Wochen wurde
eine erste Bonitur durchgefuhrt und die Explantate mit Induktionsereignissen (Abb.
1) wurden subkultiviert. Fur das Proliferationsmedium wurden die Konzentrationen
beider Phytohormone reduziert und die Subkulturdauer auf fiinf Wochen festgelegt.
Es konnten 104 Klone generiert werden, was einer sE-Rate von ca. 2 % entspricht.
Die Kontamination lag bei etwa 69 %.

Abbildung 1: HS3K5RR Bildung somatischer Embryonen an Kotyledonen von Baum HS3
geerntet in KW29 nach 12 Wochen Kultur auf WPM + BAP&2,4-D

Es sind weitere Versuche zur somatischen Embryogenese bei Fraxinus excelsior
unbedingt notwendig. 2023 wird der Versuch wiederholt, um zum einen die Ergeb-
nisse zu bestatigen und zum anderen das Protokoll zu optimieren. Optimierungs-
bedarf besteht vor allem in der Proliferationsphase. Weiter soll eine Methode zur
kontrollierten Reifung der Embryonen und anschliellender Akklimatisierung der
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Jungpflanzen erarbeitet werden. Ein Protokoll zur Kryokonservierung der s kann
innerhalb der Projektlaufzeit nicht mehr entwickelt werden.
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Einleitung und Methodik

Zur Verbreitung und zum Verlauf des Eschentriebsterbens (ETS) an Altbdumen
wurde bereits viel geforscht. Weniger intensiv und noch nicht sehr lange hingegen
wird das Infektionsgeschehen bei sehr jungen B&umen insbesondere in der
Naturverjiingung beobachtet. Lygis et al. (2014) untersuchten 775 Jungeschen in
Litauen und fanden Infektionen an 54 %, Dietrich (2016) fand Infektionen an 20 %
aller Jungeschen in Schweden und Puspure & Matisons (2017) untersuchten
insgesamt 7.533 Jungeschen in Lettland, von denen 75 % gesund waren. Diese
Ergebnisse variieren stark und sind eventuell nicht auf Deutschland tbertragbar. Auf
Flachen in Deutschland gibt es bisher nur eine solche Untersuchung von Enderle et
al. (2017a), die Infektionen an etwa 95 % der 867 lebenden jungen Eschen ihrer
Stichprobe fanden.

Daher wurde Eschennaturverjungung auf neun Flachen eines standértlichen und
klimatischen Gradienten in acht deutschen Bundesléandern eine Vielzahl von Para-
metern aufgenommen (Langer et al. 2022). Ziel war es, Erkenntnisse tber den Ein-
fluss der Konstitution, v.a. der Wuchshéhe von jungen Eschen und deren Kon-
kurrenzsituation, insbesondere auch hinsichtlich der interspezifischen Konkurrenz in
baumartengemischten Verjingungen auf die Infektion mit ETS zu gewinnen.

Dazu wurden auf jeder Flache zwischen 65 und 98 Plots von je einem Quadratmeter
mit einem Rasterabstand von 10 m eingerichtet. Auf jedem Plot wurden die Hohen
und durch Triebriickmessung die beiden zurlckliegenden Hohenzuwéchse der
Eschen und aller anderen Baumarten dokumentiert. Zusatzlich wurde die
Symptomatik des Eschentriebsterbens pro Pflanze anhand des im Projekt
abgestimmten Boniturschliissels (Peters et al. 2021) beurteilt. Fir eine bessere
Skalierbarkeit musste der umfangreiche Schliissel vereinfacht werden. Daflir wurden
pro Esche die Zahl aller Triebe in verschiedenen Kategorien aufgenommen: Triebe,
die im letzten Sommer von ETS infiziert wurden und nur eine Nekrose aufwiesen;
Triebe, die im letzten Sommer an ETS abgestorben sind; Triebe, die aus anderen,
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haufig in ihrer Ursache nicht mehr zu ermittelnden Griinden abgestorben sind.
Infektionen am aktuell hdchsten Trieb wurden gesondert verzeichnet.

Die Datenaufnahmen wurden im Winter nach Blattfall durchgefiihrt. Hierdurch
wurde sichergestellt, dass innerhalb der Messkampagne von mehreren Wochen keine
Veranderungen im Infektionsgeschehen stattfanden. AuRerdem waren solche Félle
besser zu interpretieren, bei denen noch verwelkte Blatter, die ohne natiirliche
Seneszenz abgestorben waren, am Trieb anhafteten und so eindeutig dem ETS
zugeordnet werden konnten.

Ergebnisse und Diskussion

Auf einer Gesamtflache der Plots von 726 m2 wurden insgesamt 5.918 Eschen
gefunden, mit einer starken variierenden Dichte zwischen den Plots einer Flache,
v.a. aber zwischen den verschiedenen Untersuchungsflachen (Tab. 1). Der Anteil an
Eschen in der Verjingung schwankt zwischen 2 % und 79 %, bei variierenden
Grundflachenanteilen von Eschen im Oberstand zwischen 23 % und 68 %.
Insgesamt waren 7,8 % aller Eschen von ETS betroffen (Tab. 2), aber nur 2,2 %
hatten noch lebende Triebe mit Nekrosen. Weitaus mehr (15 %) Eschen haben
Triebe mit anderen oder unspezifischen Schaden. Der Anteil der Eschen, die in
irgendeiner Form Symptome des Eschentriebsterbens aufweisen, variiert zwischen
den Flachen und liegt bei 5 % bis 16 %.

Uberraschend ist zunichst die geringe Anzahl an Infektionen in der Natur-
verjungung. Andere Studien finden, wie bereits beschrieben, durchgehend héhere
Werte und auch Pflanzungen im Freiland mit kinstlichem Infektionsdruck
resultieren in hoheren Befallszahlen (Enderle et al. 2017b; Kirisits 2012). Die Infek-
tionsrate bezogen auf die Verjungungsdichten ist in der vorliegenden Untersuchung
tiber alle Flachen relativ konstant, so dass Besonderheiten einzelner Flachen ausge-
schlossen werden kdnnen.

Zusétzlich féllt auf, dass nur etwas weniger Eschen noch lebende Triebe mit
Nekrosen haben als bereits durch das ETS vollstdndig abgestorbene Triebe. Dies
spricht dafur, dass Infektionen in der Naturverjingung schnell ablaufen. Der Prozess
von der Infektion des Blattes bis zum vollstandigen Absterben des einzelnen Triebes
lauft innerhalb von zwei Vegetationsperioden oder sogar schneller ab. Das Ver-
héaltnis zwischen Eschen mit abgestorbenen Trieben, die dlter als ein Jahr sind und
Eschen mit abgestorbenen Trieben, die maximal ein Jahr alt sind, betragt 1,4 zu 1.
Dies lasst sich dahingehend interpretieren, dass infizierte Triebe nur etwa 3-4 Jahre
als solche zu erkennen sind und danach entweder schwer zu erkennen sind oder sogar
fehlen. Die hohe Anzahl von Eschen mit anderen oder unbekannten Schaden rihrt
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vermutlich zu einem groflen Teil von ETS-Infektionen her, die nicht mehr
zweifelsfrei als solche zu erkennen sind.

Zwischen den Untersuchungsflachen stark variierende Dichten der Naturverjiingung
lassen sich bisher nur schwer erklaren. Die Grundflache oder der Anteil der Eschen
des Altbestandes zeigen jedenfalls keinen Zusammenhang zur Dichte der
Eschennaturverjungung. Vermutlich sorgt eine Kombination von Effekten der
Konkurrenzvegetation und eines starken Wildverbisses auf einigen Flachen fur
geringe Verjingungsdichten, die dort auch die anderen Baumarten betreffen.

Hohe Dichten der Eschennaturverjlingung auf anderen Flachen sind hingegen
ermutigend hinsichtlich des Potenzials fiir eine Eschenerhaltung. Eine friihe Infek-
tion mit ETS konnte anfallige Individuen abttten oder ihren Zuwachs mindern und
dadurch einen Selektionsdruck ausiiben. Die geringen Infektionszahlen initialer
Verjlingungsstadien sind in diesem Zusammenhang ggf. sogar nachteilig. Eine
Hypothese fiir die Erklarung ist, dass sehr junge Eschen bereits eine einzelne
Infektion nicht tberleben und daher gar nicht mehr erfasst werden, wenngleich dies
anhand der Beobachtungen wahrend der Messungen wenig plausibel erscheint.
Mdglich scheint auch scheint ein Zusammenhang mit dem zerstérungsfrei nicht zu
bestimmenden Alter der Eschen bzw. ihrer Hohe. Diesem Zusammenhang wird noch
nachgegangen.



Tabelle 1: Kennwerte zu Dichte und Eschenanteil
Naturverjiingungen der Untersuchungsflachen (IBF), Durchmesser Esche listet den
Durchmesser des Grundflachenmittelstammes,
Brandenburg, BW-Baden-Wirttemberg, HE-Hessen, MV-Mecklenburg-Vorpommern, NI-
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Abkiirzungen

Niedersachsen, SN-Sachsen, ST-Sachsen-Anhalt, TH-Thiringen).

fir die Altbestande und die

Bundeslander:

Altbestand (= 7cm BHD) Naturverjiingung
Grund- G”rund— Durch- . Stamm- Stamm- Anteil
Grund- R flachen- Anteil
IBF . flache . messer zahl zahl Esche
flache anteil Esche .
Esche Esche gesamt Eschen mit ETS
Esche
[m?*/ha]  [m?/ha] (%] [cm] [%] [ha] [ha] (%]
MV_1 31,5 21,5 68 62,4 38 22.347 8.571 11
NI_1 27,6 12,6 46 38,4 25 99.275 25.217 13
BB_1 41,0 15,3 37 42,0 39 137.778 54.111 6
SN_1 30,7 12,0 39 69,1 33 201.149 66.552 16
HE_1 21,9 8,2 37 53,0 19 223.370 43.043 12
BW_1 25,6 12,7 50 27,2 15 276.711 41.579 15
TH_1 20,9 9,6 46 26,1 65 355.802 229.630 5
ST 1 24,8 6,5 26 26,1 79 366.324 288.676 6
BW_2 30,1 7,0 23 27,6 2 393.692 9.077 8

Tabelle 2: Triebschéden durch ETS (nach Entstehungszeitpunkt) und sonstige Triebschéden
an Eschen der Naturverjingung; mehrere Symptome an einer Esche kénnen vorkommen,
daher lassen sich die Werte nicht aufsummieren.

Anzahl / Anteil

Hochster Trieb
betroffen [%]

Eschen gesamt 5.918 6,4
ETS gesamt 7,8 4,2
durch ETS abgestorbener Trieb 4.4 1,2
frisch durch ETS abgestorbener Trieb 3,2 1,7
lebender Trieb mit ETS-Nekrose 2,2 1,3
Triebschaden durch andere Ursache 15,0 2,2
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Das Eschentriebsterben ist eine seit den friihen 1990er Jahren in Europa auftretende
Krankheit, die von Ostasien eingeschleppt worden ist und sich seitdem ber den
Kontinent verbreitet (Drenkhan et al. 2017). Ausldser ist das Falsche Weille Stangel-
becherchen Hymenoscyphus fraxineus, welches, obwohl flr ostasiatische Eschen-
arten harmlos, in Europa zu dramatischen Absterbeereignissen an F. excelsior
gefiihrt hat (Langer et al. 2022). Die windverbreiteten Erregersporen kénnen tber
Fiederblattchen in Rhachis, Trieb und Holzk6rper vordringen. Nach dem Blattfall
Uiberwintert der Pilz in den Rhacheis, aus denen in der kommenden Vegetations-
periode Fruchtkorper gebildet werden (Koehl 2018).

In bisherigen Arbeiten konnte ein Einfluss der an der Mischung beteiligten Arten auf
den Verlauf des Eschentriebsterbens nachgewiesen werden (Puspure et al. 2017,
Havrdova et al. 2017). Ebenso wie der Grad der Mischung entscheidend (Turczanski
2020).

Der Effekt von Mischbaumarten auf das Eschentriebsterben ist vielschichtig. Ihr
Vorhandensein sorgt ganz direkt fiir eine geringere Abundanz von potenziellen
Wirtsindividuen (siehe Dilution Effect), aber auch, dass sie als physische Barriere
die Ausbreitung von infektiosem Material und somit die Ubertragungsrate
beeinflussen (Hantsch et al. 2013).

Indirekt verringert eine vielfaltige Wirtsgemeinschaft den Befall mit Krankheits-
erregern durch eine groRere strukturelle Heterogenitét, was wiederum auch durch
eine groRere mikroklimatische Heterogenitat bewirkt werden konnte (siehe
Associational Resistance Hypothesis in Tahvanainen & Root 1972).

Gleichzeitig mag das Laub der Mischbaumarten durch giinstige chemische Eigen-
schaften zu einer erhéhten Abbaurate durch Bodenorganismen fiihren, dass die
Rhacheis und somit der Pilz schneller zersetzt werden. Denn im Gegensatz zu den
Fiederblattchen der Esche ist die Rhachis weitaus bestandiger (Bartha et al. 2017).
Zudem umschlieRt H. fraxineus die befallenen Rhacheis mit Pseudosklerotien, was
den Abbau verlangsamt (Bartha et al. 2017), sodass die Apothecienbildung, wenn
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auch immer geringer ausfallend, bis zu fiinf VVegetationsperioden nach Blattfall noch
beobachtet werden konnte (Kirisits 2015).

Die Erkenntnisse uUber den komplexen Einfluss von Mischbaumarten veranlassten
uns, den Effekt der Streu auch ceteris paribus zu untersuchen. Das Ziel war es, die
Symptome des Eschentriebsterbens unter verschiedenen Streumischungen zu unter-
suchen und baumartenspezifische Unterschiede aufzuzeigen. Der zugrunde
liegenden Hypothese nach konnte ein verstarkter Abbau der Streu sich negativ auf
das Wachstum der Apothecien auswirken —und damit folglich auf die Sporenbildung
und den Krankheitsverlauf.

In den 25 Gewadchshauskabinen wurden jeweils zehn Eschen gepflanzt. Dort wurden
sie mit unterschiedlichen Mischungsverhaltnissen an Streu von Eschen und
Mischbaumarten in Kontakt gebracht (Abb. 1). Die Mischbaumarten wurden
aufgrund ihrer haufigen Vergesellschaftung mit Esche ausgewéhlt und umfassen die
Rot-Buche (Fagus sylvatica), den Berg-Ahorn (Acer pseudoplatanus) und die
Winter-Linde (Tilia cordata). Deren Laub wurde mit dem eines infizierten
Eschenbestandes nach Gewichtsanteilen zu 90:10 und 10:90 (bezogen auf 1 kg) in
den Kabinen ausgebracht, wobei das der Eschen jeweils die untere Schicht bildet.
Dies beruht auf der Beobachtung, dass Eschen in der Lage sind, eine Blattinfektion
mit H. fraxineus zu erkennen und, um ein Einwachsen in den Ast zu verhindern,
dieses friihzeitig abwerfen (Kirisits & Freinschlag 2012). Zudem wurde eine
Variante ohne jegliche Streu sowie mit 100 % Eschenstreu angelegt. Alle Varianten
wurden dreimal wiederholt und die Eschen halbjahrlich bonitiert. 2022 gelang es in
jeder Kabine mit Eschenstreu Apothecien festzustellen.

Um die Sporendichte auch unmittelbar zu messen, wurden passiv. sammelnde
Sporenfallen in jeder Kabine angebracht und wéchentlich geleert. Im Anschluss wird
mittels gPCR die Sporenkonzentration ermittelt und verglichen.

Eine abschlieBende Auswertung steht noch aus. Vorlaufig kann von einer Korre-
lation zwischen Menge von infiziertem Eschenlaub und Auftreten von Eschen-
triebsterbensymptomen ausgegangen werden.
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Abbildung 1: Die Gewachshauser mit Eschen. Um das Laub von infizierten Eschen und
Mischbaumarten gleichmaRig zu verteilen mussten die Kabinen ge6ffnet werden.
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