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Methoden zur Erzeugung triploider Aspen
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Zusammenfassung

Triploide Baume kdnnen neben hervorragendem Wachstum
auch besondere Holzeigenschaften wie langere Fasern und
einen geringeren Ligninanteil besitzen und werden oft mit
einer gesteigerten Anpassungsfahigkeit in Zusammenhang
gebracht.

Zur Erzeugung triploider Aspen- und Pappelklone
wurden verschiedene Methoden der sexuellen Polyploidisie-
rung etabliert und in Kreuzungen mit gepriften Klonen
angewendet. Insgesamt konnten 48 triploide Klone erzeugt
werden. Der grofite Anteil, darunter 13 intersektionelle
Hybride, resultiert aus gelenkten Kreuzungen bzw. in vitro
Bestdaubungen mit diploidem (2n) Pollen. Dazu wurde spon-
tan entstandener 2n Pollen, der unter natirlichen Bedingun-
gen bis zu 5% des Gesamtpollens ausmachen kann, durch
Mikrosiebung angereichert. In einigen Féllen gelang auf3er-
dem die Induktion diploider Pollen durch Warmebehand-
lung der Pollenmutterzellen wahrend der Meiose. Weitere
Triploide konnten durch Induzierung von 2n Eizellen bzw.
durch Selektion von Einzelpflanzen aus konventionellen
Kreuzungen erzeugt werden.

Von 29 Klonen, die zur Selektion der leistungsstarksten
triploiden Klone im Freiland getestet wurden, zeigten 14 ein
signifikant erhohtes Sprosswachstum im Vergleich zum
schnell wachsenden triploiden Vergleichsklon ,Astria“

Eine weitere effektive Moglichkeit zur Erzeugung trip-
loider Pflanzen ist die Kreuzung diploider und tetraploider
Eltern. Durch Polyploidisierung von in vitro Sprossmeris-
temen unter Verwendung von Colchicin bzw. Oryzalin wur-
den aus zehn gepriiften Elternklonen stabile tetraploide
Klone erzeugt, die nach Erreichen der Blihfahigkeit zur
Gewinnung diploider Gameten verwendet werden kénnen.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass man mit den
angewendeten Methoden effektiv triploide Pflanzen erzeu-
gen kann, von denen einige herausragende Wachstums-
eigenschaften besitzen.

Schliisselworter: Populus sp., triploid, tetraploid, diploide
Gameten, Polyploidisierung

Abstract

Methods for generation of triploid
aspen and poplar

Triploid trees often show higher growth potential, longer
fibers and improved pulp properties in comparison with
their diploid counterparts and were also found to have a
greater ecological adaptability.

Different methods of sexual polyploidisation were estab-
lished and applied to breed triploid trees. As prerequisite for
the crossings, parent clones with high performance were
selected. In total, 48 triploid clones could be generated. The
majority, including 13 intersectional hybrids, resulted from
crossings using enriched diploid pollen. Spontaneously occur-
ring diploid (2n) pollen, which can reach up to 5 % of total pol-
len under natural conditions, was enriched using micro sieves.
Additionally, in some clones, unreduced 2n pollen could be
induced by heat treatment of microspore mother cells during
meiosis. Some triploid plants were generated by heat treat-
ment of female flowers after pollination to induce the forma-
tion of 2n eggs or were selected from conventional crossings
based on their size and morphological characteristics.

Out of the 29 triploid clones, tested under outdoor condi-
tions to select the best-growing triploid clones, 14 clones
showed a significantly increased shoot height in comparison
to the fast-growing triploid clone “Astria”.

Another approach to produce triploids is to cross diploid
with tetraploid trees. By combining polyploidisation methods
with in vitro cultivation techniques, stable tetraploid clones
from ten tested parent-clones were produced using colchi-
cine and oryzaline for chromosome doubling. After flower
formation, these plants can be used as valuable breeding
material for mass production of highly productive triploids.

All in all, results show that the methods applied here
are suitable to generate triploid plants, with some of them
showing excellent growth.

Keywords: Populus sp., triploid, tetraploid, diploid gametes,
polyploidisation
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1 Einleitung

Die Gattung Populus besteht aus sechs Sektionen, von denen
drei, die Sektion Aigeiros (Schwarzpappeln), Tacamahaca (Bal-
sampappeln) und Populus (Weil3pappeln und Aspen) eine ent-
scheidende Bedeutung fiir die Biomasseproduktion besitzen
und deshalb im besonderen Interesse der Ziichtungsfor-
schung stehen (Janssen et al., 2012; Stanton et al., 2010).

Ein erfolgversprechender Ansatz fir die Ziichtung
schnell wachsender Aspen und Pappeln ist die Erzeugung
triploider Klone, die neben einem starken Wachstum oft ver-
anderte Holzeigenschaften wie langere Fasern, eine hohere
Holzdichte und einen geringeren Ligninanteil haben, was
vor allem fur die Papier- und Zellstoffindustrie wichtig ist.
AuBerdem werden polyploide Pflanzen generell in Zu-
sammenhang mit einer héheren Anpassungsfahigkeit an
extreme klimatische Bedingungen gebracht (De Wet, 1980),
was besonders angesichts der zunehmenden Klimaer-
warmung ein positiver Aspekt fur die Ziichtung von Forst-
pflanzen ist. Auch das Resistenzverhalten gegeniiber bio-
tischen und abiotischen Faktoren kann zum Beispiel durch
morphologische Veranderungen wie starkere Blattstruktu-
ren verbessert sein.

Die erste natirlich vorkommende triploide Aspe (P.
tremula) wurde in Schweden gefunden und als stark wiich-
siger Baum mit ungewohnlich groflen Bldttern (,Gigas-
Form”) beschrieben (Nilsson-Ehle, 1936). Miintzing bestatig-
te 1936 den triploiden Zustand durch Chromosomenzahlung
(Mintzing, 1936). Weitere triploide ,Riesenaspen” wurden in
verschiedenen Regionen Schwedens (Johnsson und
Eklundh, 1940) gefunden, aber auch in Nordamerika begann
man, finanziert durch die Papierindustrie, nach triploiden
Aspen zu suchen. Die ersten triploiden P. tremuloides wurden
in Minnesota (Einspahr et al., 1963; Van Buijtenen et al., 1957)
und spater in Utah (Every und Wiens, 1971) entdeckt. Im
Westen der USA konnten besonders in den trockenstress-
gefahrdeten Gebieten der Rocky Mountains sehr hohe An-
teile (bis zu 69 %) an schnell wachsenden, sich vegetativ ver-
mehrenden triploiden Aspen nachgewiesen werden (DeRose
etal, 2014; Mock et al., 2012).

Unter natirlichen Bedingungen kdnnen triploide Pflan-
zen entstehen, wenn die Gametenbildung (Reifeteilung -
Meiose) durch duf3ere Einflisse wie zum Beispiel extreme
Temperaturen gestort wird, so dass anstelle der normalen
haploiden (n) Gameten diploide, unreduzierte (2n) Eizellen
oder Pollen entstehen. Die Rate der spontanen Entstehung
triploider Baume in natiirlichen Populationen ist jedoch sehr
gering. Deshalb begann man schon bald nach der Ent-
deckung der ersten triploiden Aspen und ihrer Leistungs-
fahigkeit mit der Suche nach Maglichkeiten zur kiinstlichen
Erzeugung triploider Baume.

Die einfachste Moglichkeit zur Herstellung triploider
Baume ist die Kreuzung zwischen tetraploiden (4n) und dip-
loiden Eltern. Die ersten triploiden Hybridaspen wurden
1958 durch Kreuzung selektierter diploider weiblicher P. tre-
muloides Klone mit einer einzigen tetraploiden P. tremula
schwedischen Ursprungs erzeugt. Einige dieser Bdaume
hatten neben einer signifikant erhéhten Wachstumsrate

eine hohere Holzdichte und langere Fasern im Vergleich zu
natirlich vorkommenden Aspen (Einspahr, 1984). Durch
Kreuzung einer tetraploiden P. tremula mit einem kana-
dischen P. tremuloides- Klon wurde die schnell wachsende
Hybridaspe “Astria” erzeugt (Baumeister, 1980), die noch
heute angebaut wird und gute Resistenzeigenschaften
besitzt. Das Vorhandensein spontan auftretender tetraploi-
der Aspen und Pappeln als Kreuzungspartner ist jedoch
selten. Durch den Einsatz von Substanzen, die die Ausbildung
der Spindelfasern bei der Mitose hemmen und dadurch zur
Entstehung von Zellen mit doppeltem Chromosomensatz
fuhren, kénnen gezielt tetraploide Elternpflanzen jeweils
beider Eltern von erfolgversprechenden Kreuzungs-Kombi-
nationen hergestellt werden.

Die klassische Methode zur Erzeugung tetraploider Orga-
nismen ist die Behandlung mit dem aus der Herbstzeitlose
(Colchicum autumnale) gewonnenen Mitosegift Colchizin
(Blakeslee und Avery, 1937), aber auch andere Verbindungen
wie Oryzalin oder Trifluralin sind zur Polyploidisierung ge-
eignet (Bartels und Hilton, 1973). Da man zu Beginn der
Untersuchungen noch nicht tber die Technik der Gewebe-
kultivierung verfligte, wurden zundchst Samen, Knospen
und andere Pflanzenteile mit Colchizin behandelt (Eifler,
1967; Johnsson, 1975). Durch die Einbeziehung der in vitro
Kultivierungstechnik war es moglich, gleichzeitig mit grof3en
Mengen an Explantaten zu arbeiten, tetraploide Sprosse in
vitro flowcytometrisch zu einem sehr frithen Zeitpunkt zu
selektieren und schnell und einfach neue Pflanzen aus den
selektierten tetraploiden Sprossen zu regenerieren (Aleza et
al., 2009; Allum et al., 2007; Li et al., 2008; Véinold, 2000; Van
Duren et al,, 1996). Auch tetraploide Baume der Sektionen
Populus (Ewald et al., 2009) und Tacamahaca (Cai und Kang,
2011; Wang et al.,, 2013) wurden auf diese Weise erzeugt. Der
Vorteil der Methode besteht darin, dass gro3e Grundgesamt-
heiten triploider Pflanzen beider méglichen Kombinationen
(4nQ x 2nd und 2n?Q x 4nd) erzeugt werden kénnen und so
die bestmdgliche Kreuzungskombination ermittelt werden
kann. Aus der Vielzahl triploider Individuen lassen sich dann
die leistungsfahigsten Klone selektieren. Da die Zeit bis zur
Bliite der Bdume und damit der Bildung von diploiden
Gameten sehr lang ist und auch durch Blihstimulierung
bisher nicht grundlegend verkiirzt werden konnte, ist diese
Methode jedoch auf langerfristige Ziichtungsarbeiten zur
nachhaltigen Bereitstellung kosteneffizienter Ziichtungspro-
dukte im groBen MaB3stab gerichtet.

Eine dagegen kurzfristig anwendbare Methode zur Ziich-
tung triploider Pflanzen ist die Verwendung von spontan
entstandenem oder induziertem diploiden Pollen. Natirlich
entstandener 2n Pollen wurde in verschiedenen Aspen
und Pappeln wie P. tremula, P. x canescens, P. tomentosa
und P. nigra nachgewiesen (Bradshaw und Stettler, 1993;
Mintzing, 1936; Zhang und Kang, 2010). Weil die Entste-
hungsrate diploider Pollen mit Werten von unter 5% nur sehr
gering ist (Xi et al, 2011), suchte man nach Methoden zur
kiinstlichen Induzierung. So gelang bald die Erzeugung trip-
loider Aspen durch Bestdubung von weiblichen Bliten mit
colchizin-induziertem (Johnsson und Eklundh, 1940) bzw.
durch Thermobehandlung induziertem diploiden Pollen
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(Mashkina et al., 1989). Die Erzeugung triploider Baume tber
die Verwendung diploider Eizellen ist sehr kompliziert, da die
verschiedenen Stadien der Makrosporenbildung schwierig
zu erkennen und zu differenzieren sind (Wang et al., 2010).
Li et al. (2008) konnten durch Colchizin-Behandlung der
Eizellen triploide Nachkommen in P. alba x P. glandulosa
gewinnen. Eine Methode zur Induzierung diploider weibli-
cher Gameten durch Temperatur- bzw. Colchizin-Behand-
lung wahrend der Embryosackentwicklung wurde fir
P. pseudosimonii x P. nigra beschrieben (Wang et al., 2012).

Das Ziel unserer Arbeiten bestand darin, verschiedene
Methoden der Nutzung diploider Gameten zur Erzeugung
triploider Aspen und Pappeln zu etablieren und bei unter-
schiedlichen Kreuzungen anzuwenden. Voraussetzung fur
die Kreuzungen waren gepriifte, leistungsfahige Aspen,
Graupappeln und Weillpappeln als Elternbdume. Um
bestimmte Eigenschaften wie Trockentoleranz oder die
Fahigkeit zur Stecklingsbewurzelung zu verbessern, wurden
intersektionelle Kreuzungen mit Balsam- und Schwarzpap-
peln in die Untersuchungen einbezogen. Neben der direkten
Erzeugung triploider Baume durch sexuelle Polyploidisie-
rung wurden durch Verdopplung des Chromosomensatzes
mit Hilfe von Mitosegiften aus gepriiften Klonen stabile
tetraploide Pflanzen erzeugt, die nach der Blite als
Kreuzungspartner zur Ziichtung leistungsfahiger triploider
Baume zur Verfiigung stehen.

2 Erzeugung tetraploider Aspen- und
Pappelklone als Kreuzungspartner
flir die Ziichtung triploider Baume

Voraussetzung fir die Erzeugung stabiler tetraploider Linien
war die Auswahl gepriifter, leistungsstarker Aspen- und
Pappelklone wie zum Beispiel Brauna 11, Grof3 Dubrau 1 und
Turesson 141, die sich bereits als Elternklone zur Ziichtung
der Hybridaspen-Sorten ,Holsatia” bzw. ,Juwel 1“ bewdhrt
hatten (Schneck und Liesebach, 2015). Insgesamt wurden
aus fanf in vitro vermehrten Aspenklonen, einem Grau-
pappelklon (P. x canescens) und einem Balsampappelklon (P.
maximowiczii X P. trichocarpa) tetraploide Linien erzeugt
(Tabelle 1). Um bei der Polyploidisierung moglichst einzelne
Meristeme anzusprechen, wurden fiir die Versuche steril her-
ausgeschnittene, 3 bis 5mm lange Blattachseln verwendet.
Diese wurden 16 Stunden in einer 0,1%igen Colchizin-
Lésung inkubiert und dann nach griindlichem Spilen mit
destilliertem Wasser auf Regenerationsmedium aufgesetzt
(Ewald et al., 2009). Nach ungefahr vier Wochen erfolgte die
Selektion der entstandenen Sprosse nach den fiir tetraploide
Sprosse typischen morphologischen Merkmalen (gezackte
Blatter, dicke Stangel, dunkelgriine Farbung (Abbildung 1).
Die Messung des Ploidiegrades wurde mit dem Flowcytome-
ter im Vergleich zu einem internen Standard durchgefiihrt,
danach wurden die selektierten tetraploiden Sprosse auf
einem Regenerationsmedium weiter vermehrt und in
bestimmten Abstdnden auf ihren tetraploiden Zustand
Uberpruft.

Abbildung 1

Erzeugung tetraploider Pflanzen durch Colchizin-Behand-
lung unter in vitro Bedingungen: vier Wochen nach der Be-
handlung werden Sprosse mit doppeltem Chromosomen-
satz anhand bestimmter morphologischer Merkmale selek-
tiert (gezackte Blatter, intensive dunkelgriine Farbung,
starke Wurzelbildung)

Als Alternative zum Mitosehemmer Colchizin, dem auch ein
mutagenes Potential nachgesagt wird, wurde die Eignung
von Oryzalin zur Tetraploidisierung von Aspen und Pappeln
getestet. Oryzalin kann in sehr viel geringeren Konzentratio-
nen angewendet werden als Colchizin und ist aulBerdem
noch wesentlich weniger humantoxisch, weil es zu pflanz-
lichen Microtubuli eine deutlich groBBere Affinitat hat als zu
tierischen (Hugdahl und Morejohn, 1993). Fiir Pappeln oder
Aspen waren bisher keine Angaben zur Verwendung von
Oryzalin zur Chromosomenverdopplung bekannt. Bei Lilien-
gewachsen, Rosen und Rhododendron fiihrte Oryzalin schon
in sehr geringen Konzentrationen zu héheren Ausbeuten an
tetraploiden Pflanzen als Colchizin (Jaap et al., 1992; Kermani
et al.,, 2003; Vainola, 2000). Bei Citruspflanzen war die Rege-
neration der Pflanzen bei der Verwendung von Oryzalin zwar
wesentlich hoher als bei Colchizin, der Anteil an stabilen
tetraploiden Pflanzen jedoch viel geringer (Aleza et al., 2009).
Insgesamt sind die Angaben liber die Vor- und Nachteile von
Oryzalin sehr unterschiedlich und vor allem abhangig von
der jeweiligen Pflanzenart bzw. dem Klon.

Zur Untersuchung der Wirkung von Oryzalin wurde der
Aspenklon Turesson 141 verwendet. In Anlehnung an Litera-
turangaben zu anderen Pflanzen wurden drei verschiedene
Oryzalin-Konzentrationen (5 uM, 10 pM, 50 uM in 2% Di-
methylsulfoxid) im Vergleich zu einer unbehandelten Kon-
trolle getestet. Dabei entsprach die hochste Konzentration
nur 1/50 der in den Vorversuchen verwendeten Colchizin-
Konzentration. Pro Variante wurden 20 Blattachseln (3 bis
5 mm) mit unterschiedlichen Inkubationszeiten behandelt
(4,15 und 24 Stunden) und anschlielend auf ein Regenerati-
onsmedium aufgesetzt. Die grof3te Ausbeute an stabilen te-
traploiden Linien - wobei eine Linie jeweils aus einer
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regenerierten SproRachsel resultiert — wurde bei der Variante
erreicht, die 4 Stunden mit der 50 uM Oryzalin-Lésung inku-
biert worden war, jedoch sind Variationen der Effektivitat
und vor allem der Sensibilitdt zwischen den verschiedenen
Pappel- und Aspenklonen mdglich und miissen ausgetestet
werden.

Insgesamt konnten durch Kombination der Colchicin
bzw. Oryzalin-Behandlung mit der Technik der in vitro
Kultivierung tetraploide Linien von 8 Aspenklonen, einem
Graupappelklon und einem Pappelklon erzeugt werden
(Ewald et al., 2009; Ulrich et al., 2015). Die tetraploiden Lini-
en und die entsprechenden diploiden Ausgangsklone wer-
den als in vitro Kulturen und Containerpflanzen erhalten.
Jeweils 10 Pflanzen von 16 tetraploiden Linien wurden im
Frihjahr 2016 zusammen mit ihren diploiden Ausgangs-
pflanzen auf einer Freilandflache gesichert. Nach Erreichen
der Bliihfahigkeit stehen diese Pflanzen Uber die Erzeugung
diploider méannlicher und weiblicher Gameten zur Ziich-
tung leistungsfahiger triploider Aspen und Pappeln zur Ver-
fligung.

Tabelle 1

Ubersicht tiber die durch Colchicin- bzw. Oryzalin-Behand-
lung erzeugten tetraploiden Linien von gepriften, leis-
tungsfahigen Aspen-, Pappel- und Graupappelklonen fir
weiterflihrende Kreuzungsversuche zur Ziichtung triploider
Pflanzen

Name Mitosehemmer

L 447 @ (P. x canescens) Colchizin
GroB Dubrau 1 @ (P. tremula) Colchizin
L 40 @ (P. tremula x P. tremuloides) Oryzalin

Esch 5 Q (P.tremula X P. tremuloides/Braunal1 x Tur 141)  Colchizin
Brauna 11 Q (P. tremula) Colchizin
L 314 Q (P. tremula) Oryzalin

Turesson 141 & (P. tremuloides) Oryzalin

L 291 & (P. tremula) Colchizin
L9 & (P. tremula) Colchizin
“Androscoggin” (P. maximowiczii x P. trichocarpa) Colchizin

Tabelle 2

3 Erzeugung triploider Pflanzen durch
Verwendung diploider Gameten

3.1  Verwendung diploider Pollen
3.1.1 Anreicherung von natiirlich entstandenem
2n Pollen

Diploider Pollen, der zum Beispiel ausgeldst durch Tempe-
raturschwankungen in der Winterperiode durch die gestor-
te Teilung der Pollenmutterzelle spontan entsteht, kann
durch Fraktionierung mit einer Vibrations-Siebmaschine
(Fritsch-GmbH) angereichert werden. Basierend auf der
Annahme, dass diploide Pollenkdrner durch eine gestorte
Meiose entstehen (Bildung von nur 2 anstelle der normalen
4 Zellen), haben diploide runde Pollenzellen das doppelte
Volumen und dementsprechend nach mathematischer
Berechnung den 1,26-fachen Durchmesser im Vergleich zu
haploiden Pollenkdrnern. Fiir die verwendeten mannlichen
Aspen- und Pappelklone wurden die mittleren Durchmes-
ser der nativen Pollenkdrner mikroskopisch ermittelt und
liegen bei einer hohen Klonspezifitat im Bereich von 28,8
bis 34,5 um (Tabelle 2). Nach Messung und Berechnung der
GroBe der haploiden Pollenkdrner konnen durch Multipli-
kation mit dem Faktor 1,26 die theoretischen GréBen der
spontan ge-bildeten diploiden Pollenkdrner errechnet und
die entsprechenden Siebfraktionen festgelegt werden. Zur
Anreicherung der diploiden Pollen wurden fiir kleinere Pol-
len (unter 38 um fir den errechneten Durchmesser der
2n Pollen) Fraktionen von 32 bis 45 pm und fiir grof3ere Pol-
len Fraktionen von 36 bis 45 pm herausgesiebt (Ulrich und
Ewald, 2014).

3.1.2 Thermobehandlung zur Erh6hung des
Anteils diploider Pollen

Bei einigen mannlichen Aspenklonen wurde eine Thermobe-
handlung durchgefiihrt, um die Bildung von unreduziertem
diploiden Pollen zu erhdhen. Dazu wurden Zweige mit
mannlichen Bliten im frihen Stadium der Meiose drei
Stunden bei 38 °C im Warmeschrank inkubiert (Mashkina et
al, 1989). Zur Erkennung der optimalen Behandlungszeit

Berechnung der Siebfraktionen fiir die Selektion diploider (2n) Pollen der fiir die Kreuzungen zur Erzeugung triploider

Pflanzen verwendeten méannlichen Aspen- und Pappelklone

Mittlerer Durchmesser der
haploiden Pollen (um)

Berechneter Durchmesser der
diploiden Pollen (um)

Berechnete Siebfraktion (um)

L 2 (P tremula) 29,67 +0.19 37,38 32-45
L 311 (P. tremula) 32,80+£0.15 41,33 36-45
ARB 2M (P. tremula x P. tremuloides) 32,61£0.17 41,09 36-45
L 448 (P. x canescens) 29,75+0.13 37,49 32-45
L 443 (P. x canescens) 30,10+0.15 37,93 32-45
L 454 (P. x canescens) 34,48 +0,27 43,44 36-45
“Androscoggin” (P. maximowiczii x P. trichocarpa) 28,75 +0.26 36,22 32-45
Sim 1 (P. simonii) 29,77 £0.12 37,51 32-45
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m Kontrolle
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Pollendurchmesser in um
a

Abbildung 2

(a) GroBenvergleich der Pollenkdrner des Pappelklons,,Androscoggin” (P. maximowiczii X P. trichocarpa, Sekt. Tacamahaca)
nach Thermobehandlung von Bliihreisern (blau) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (griin).
(b) Mikroskopische Aufnahme diploider (2n) und haploider (n) Pollenk&rner eines P. tremula Klons nach Thermobehandlung

und Karminessigsaurefarbung

(Prophase | der Meiose) wurden Antheren nach Karminessig-
saurefarbung mikroskopisch auf das Entwicklungsstadium
der Pollenmutterzellen untersucht (Kang et al., 2000; Ulrich
und Ewald, 2014).

Ein Vergleich der GroBenverteilung (Pollendurchmesser)
der thermobehandelten Probe des Klons,Androscoggin” mit
dem entsprechenden nativen Pollen ist in Abbildung 2a dar-
gestellt. Die Menge der diploiden Pollen wurde durch die
Behandlung deutlich erhéht und die Werte (Maxima) fur die
haploiden und diploiden Pollen stimmen mit dem berechne-
ten Verhaltnis von 1:1,26 (n:2n) Uberein (Tabelle 2). Durch
Separation der Fraktion 32 bis 45 um mit Hilfe von Mikro-
sieben wurden die thermo-induzierten diploiden Pollen
angereichert.

3.1.3 Lagerung des Pollens und Durchfiihrung
der Kreuzungen

Der durch Siebung angereicherte diploide Pollen wurde ent-

weder unmittelbar zur Bestdubung verwendet oder unter

Vakuum in Ampullen eingeschweil3t und bis zur Verwen-

dung bei-20 °C gelagert.

3.1.4 Konventionelle Kreuzungen

Die konventionellen Kreuzungen erfolgten in geschlosse-
nen Kabinen im Gewachshaus. In einigen Féllen, zum Bei-
spiel bei friihzeitigem Absterben der Samenkapseln bzw.
bei unzureichender Ausreifung der Samen, wurden durch
Embryo-Rescue friihe Stadien zygotischer Embryonen in
vitro zur Entwicklung, Reifung und Keimung gebracht.

3.1.5 Invitro Bestdubungen

Bei ausgewdhlten Kreuzungen kam die Technik der in vitro
Bestdaubung zum Einsatz (Ewald und Ulrich, 2012). Diese
Methode ist zwar sehr aufwendig, kann aber z.B. bei Kombi-
nationen mit inkompatiblen Partnern, die ein Embryo-
Rescue erforderlich machen, oder auch bei limitierten Pol-
lenmengen von Nutzen sein.

Abbildung 3

In vitro Bestaubung unter dem Stereomikroskop: Selektierte
diploide Pollenkdrner werden zur Bestaubung auf die Narbe
einer weiblichen Aspenbliite Gibertragen

Weibliche Aspen- bzw. Pappelbliten wurden im ,fangischen”
Stadium im Gewachshaus entnommen und unter dem
Stereomikroskop in der sterilen Werkbank prapariert. Die
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Fruchtknoten wurden abgetrennt und mit der Narbe nach oben
auf ein Nahrmedium aufgesetzt. Unter dem Mikroskop und
unter semi-sterilen Bedingungen wurden aus Pollenfraktionen
mit angereicherten diploiden Pollenkdrnern einzelne grofle
Pollenkorner selektiert und mit einer speziell praparierten Bors-
te unter Nutzung der statischen Aufladung auf die Narben
Uibertragen. Nach etwa 14 Tagen konnten die reifen Samen mit
einem Mikroskalpell entnommen und zur Anzucht auf ein
Regenerationsmedium Uberfiihrt werden. Nach Umsetzen der
Pflanzchen auf Vermiculit erfolgte die Selektion der triploiden
Nachkommen durch Messung mit dem Flowcytometer.

3.2 Induktion diploider Embryosackzellen
(Thermobehandlung nach Bestdubung)
Durch Thermobehandlung weiblicher Bliitenzweige unge-
fahr 70 Stunden nach der Bestaubung ist es moglich, diploide
Eizellen zu induzieren, was nach der Befruchtung zur Entste-
hung triploider Pflanzen flhrt (Wang et al., 2012). Nach der
Bestdubung, aber vor der eigentlichen Befruchtung kommt
es durch die Warmeeinwirkung zur Stérung der 3. mitoti-
schen Teilung wahrend der Embryosackentwicklung und
damit zur Bildung diploider Eizellen (postmeiotic restitution).
Fur die Kreuzungen wurde der Graupappelklon P x
canescens L 447 als weiblicher Partner verwendet. Die Bestau-
bung wurde mit Pollen des P. tremula Klons L 2 bzw. der
chinesischen Silberpappel P. tomentosa C 5088 (P. alba x P.
adenopoda) vorgenommen. Die Thermobehandlung erfolg-
te 3 Tage nach der Bestdaubung fiir 6 Stunden bei 38 °C im
Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollvariante pro Kreu-
zung. Die Samen wurden auf Vermiculit ausgesat, spater in

104er Paletten pikiert und mit dem Flowcytometer auf ihre
Ploidie getestet. Aus 200 getesteten Pflanzen konnten vier
triploide Pflanzen (Abbildung 4) selektiert werden, in den
Kontrollvarianten wurden keine Triploiden gefunden. Die
Ergebnisse zeigen, dass die Thermobehandlung nach
Bestdaubung mit einer Ausbeute von ca. 2% eine geeignete
Methode zur Erzeugung triploider Pflanzen ist.

4 Selektion triploider Pflanzen aus
konventionellen Kreuzungen

Durch Selektion stark wiichsiger Pflanzen mit zum Teil auf-
fallend groBen Blattern konnten auch aus den Nachkommen
verschiedener gelenkter Aspenkreuzungen triploide Einzel-
pflanzen gewonnen werden, deren Entstehung auf die spon-
tane Bildung diploider Pollen oder Eizellen zurtickzufiihren ist.

Alle selektierten triploiden Pflanzen wurden in Gewebe-
kultur Gberfuhrt und als Voraussetzung fiir die Freiland-
Containerversuche zur Untersuchung der Wachstumseigen-
schaften in vitro vermehrt.

5 Charakterisierung triploider
Aspen- und Pappelklone und
Selektion von Klonen mit verbes-
serten Wachstumseigenschaften

Insgesamt konnten durch Anwendung der oben beschriebe-
nen Methoden 48 triploide Klone erzeugt werden. Der grof3te

Abbildung 4
Triploide Pflanzen einer Kreuzung zwischen einer Graupappel und einer Aspe (L 447 x L 2), die durch Induzierung diploider
Eizellen wahrend der Embryosackentwicklung erzeugt wurden. Eine Pflanze (links) zeigte ein besonders starkes Wachstum
und extrem groRe Blatter, die mdglicherweise auf,Gigas“-Merkmale hinweisen
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Anteil (26 Klone), darunter auch die intersektionellen
Hybriden (Schwarzpappel x Balsampappel), stammt aus
konventionellen Kreuzungen mit angereicherten diploiden
Pollen, vier Klone wurden durch in vitro Bestaubung mit
diploiden Pollen und neun durch Induzierung diploider
Eizellen gewonnen. Zusétzlich konnten neun weitere tri-
ploide Pflanzen durch das Screening von Einzelpflanzen aus
konventionellen Aspenkreuzungen selektiert und zu Klonen
vermehrt werden.

Weil auch das Wachstum triploider Individuen sehr varia-
bel ist (Gauf3-Verteilung) und somit nur ein Teil der erzeugten
Klone verbesserte Wachstumseigenschaften zeigt, ist eine
Selektion der Klone notwendig, die die gewlinschten Eigen-
schaften tragen (Ulrich und Ewald, 2014; Zhu et al., 1997). Um
maoglichst schnell eine Einschatzung der Leistung der erzeug-
ten Klone zu bekommen, wurden Quickpot-Containertests
mit in vitro-vermehrten Pflanzen durchgefiihrt. Uber eine
Vegetationsperiode von 6 Monaten wurden insgesamt 29 Klo-
ne, die bei der in vitro Vermehrung ein gutes Wachstum
gezeigt hatten, im Vergleich zum triploiden Klon ,Astria”
(P tremula x P. tremuloides) unter Freilandbedingungen

Tabelle 3

getestet (Tabelle 3). Bei 14 Klonen konnte eine signifikante
Erhohung der Haupttrieblange gegeniiber dem triploiden
Vergleichsklon,Astria” festgestellt werden, neun davon waren
durch reine Aspenkreuzungen entstanden und fiinf unter
Beteiligung von Graupappeln (P. X canescens) bzw. Weil3pap-
peln (P. alba). Acht der besten Klone werden derzeit in einem
Feldversuch auf drei Fldachen untersucht (Tabelle 3), um Infor-
mationen Uber ihre Wachstumseigenschaften unter unter-
schiedlichen Standort-und Witterungsbedingungen zu erhal-
ten. Alle triploiden Klone werden als in vitro Kulturen fir die
weitere Verwendung erhalten.

Aus einer intersektionellen Kreuzung zwischen P
deltoides S 39 x P. simonii Sim 1 (Sekt. Aigeiros x Tacamahaca)
mit angereicherten diploiden Pollen wurden neun triploide
Pflanzen selektiert, von denen flinf ein gutes Wachstum zeig-
ten (Abbildung 5). Die Uberfiihrung in die in vitro Vermeh-
rung war sehr schwierig und nur ein Klon (Tabelle 3) konnte
flr den Quickpot-Containertest vermehrt werden. Als Alter-
native zur in vitro Kultivierung wurde ein Bewurzelungstest
durchgefiihrt, der eine 100 % ige Bewurzelungsfahigkeit der
Stecklinge ergab.

Ubersicht tiber die im Freiland-Containertest getesteten triploiden Klone: DP- durch Siebung angereicherter diploider Pol-
len, IVB - in vitro Bestaubung, KK - gelenkte Kreuzung, DE - Erzeugung von diploiden Eizellen durch Thermobehandlung
nach der Bestaubung. Das Sprosswachstum wurde im Vergleich zum triploiden Klon ,Astria“ (Baumeister, 1980) bestimmt.
Die mit Sternchen gekennzeichneten Klone lagen in ihrer Stammlange signifikant Giber dem entsprechenden Wert fiir den
Vergleichsklon (Dunn’s Test, p<0,05). Die gelb hinterlegten Klone werden derzeit in einem Freilandversuch auf drei Flachen

getestet.

Klon

L 40 x L 2 (P. tremula x P. tremuloides) x (P. tremula x P. tremuloides)

L 40 x L 311 (P. tremula x P. tremuloides) x P. tremula

L 40 x L 443 (P. tremula x P. tremuloides) x (P. x canescens)

L 40 x L 311 (P. tremula x P. tremuloides) x P. tremula

L 40 x ARB 2M (P. tremula x P. tremuloides) x (P. tremula x P. tremuloides)
L 40 x L 448 (P. tremula x P. tremuloides) x P. tremula

L 40 x L 317 (P. tremula x P. tremuloides) x P. tremula

P.albal x L 2 P.alba x (P. tremula x P. tremuloides)

P.albal x L 311 P.alba x P. tremula

S 39 x Androscoggin P. deltoides x (P. maximowiczii X P. trichocarpa)

S 39 x Sim1 P. deltoides x P. simonii

L 447 x L 2 (P. x canescens) x (P. tremula x P. tremuloides)

L 447 x C 5088 (P. x canescens) x P. tomentosa

Uhyst 27 x L 311 P. tremula x P. tremula

L 40 x L 448 (P. tremula x P. tremuloides) x P. tremula

L 40 x ARB 3M (P. tremula x P. tremuloides) x (P. tremula x P. tremuloides)
KP1 x L 334 (P. tremula x P. tremuloides) x (P. tremula x P. tremuloides)

L 455 x ARB 2M P. X canescens X (P. tremula x P. tremuloides)

Methode Rel. Sprosswachstum (%)
Klon1 Klon2 Klon3
DP-IVB 79
DP-IVB 133% 130%
DP-IVB 67
DP-KK 131* 113 71
DP-KK 91 127*
DP-KK 114
DP-KK 122%
DP-KK 122* 102
DP-KK 149* 128* 134*
DP-KK 49 73
DP-KK 63
DE 93 146* 153*
DE 87
KK 120*
KK 126*
KK 119
KK 117 124
KK 109
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Abbildung 5
Triploide Pflanzen aus der intersektionellen Kreuzung
P. deltoides S 39 x P. simonii Sim 1 (Aigeiros x Tacamahaca)

6 Fazit

Durch sexuelle Polyploidisierung unter Verwendung di-
ploider Pollen bzw. Eizellen konnen effektiv und schnell
leistungsfahige triploide Pflanzen erzeugt werden. Als effek-
tivste und schnellste Methode wird die Verwendung ange-
reicherter 2n Pollen bei gelenkten Kreuzungen im Gewadchs-
haus eingeschétzt. In vitro Bestdubungen dagegen sind sehr
arbeitsintensiv und die Ausbeute an triploiden Pflanzen ist
eher gering, so dass ihre Anwendung sich vor allem auf
Kreuzungen mit inkompatiblen Kreuzungspartnern mit
anschlieBendem Embryo-Rescue beschranken sollte. Die
Selektion von schnellwachsenden triploiden Einzelpflanzen
aus konventionellen Kreuzungen hat sich als geeignet er-
wiesen, weil auf diese Weise eine erste Selektion nach der
GroRe erfolgt. Aufgrund der hohen Variabilitat im Wachstum
der triploiden Pflanzen sollte die Erzeugung triploider
Pflanzen immer mit einer nachfolgenden Selektion geeigne-
ter Klone mit entsprechenden Eigenschaften gekoppelt sein.
Fur die langfristige und hocheffiziente Ziichtung und
Selektion schnellwachsender triploider Aspen und Pappeln
bietet sich die Erzeugung tetraploider Elternpflanzen von aus-
gewadhlten Klonen an, die nach Erreichen der Blihfahigkeit zur
Gewinnung diploider Gameten verwendet werden kénnen.
Bei der Ziichtung intersektioneller triploider Hybride sollte
neben der Wuchsleistung weiterhin das Ziel verfolgt werden,
Eigenschaften wie Trockentoleranz, Resistenzen gegeniiber
bestimmten Schaderregern oder die Fahigkeit zur Stecklings-
vermehrung auf die Nachkommen zu Gbertragen.
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