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Methoden zur Erzeugung triploider Aspen

und Pappeln

Kristina Ulrich* und Dietrich Ewald*

Zusammenfassung

Triploide Baume kdnnen neben hervorragendem Wachstum
auch besondere Holzeigenschaften wie ldngere 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 gepriiften Klonen
angewendet. Insgesamt konnten 48 triploide Klone erzeugt
werden. Der groBte 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 auBler-
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 (WeiBpappeln 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 Zichtung
schnell wachsender Aspen und Pappeln ist die Erzeugung
triploider Klone, die neben einem starken Wachstum oft ver-
anderte Holzeigenschaften wie ldngere Fasern, eine hohere
Holzdichte und einen geringeren Ligninanteil haben, was
vor allem fiir 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 fir die Zlichtung von Forst-
pflanzen ist. Auch das Resistenzverhalten gegeniiber bio-
tischen und abiotischen Faktoren kann zum Beispiel durch
morphologische Verdnderungen 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 ungewdhnlich groen Blattern (,Gigas-
Form”) beschrieben (Nilsson-Ehle, 1936). Miintzing bestatig-
te 1936 den triploiden Zustand durch Chromosomenzédhlung
(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-
gefdhrdeten 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 duflere 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 natirlichen 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 Mdglichkeiten zur kinstlichen
Erzeugung triploider Baume.

Die einfachste Moglichkeit zur Herstellung triploider
Bdaume 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 Baume
hatten neben einer signifikant erhohten Wachstumsrate

eine hohere Holzdichte und langere Fasern im Vergleich zu
natirrlich 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
fihren, konnen 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 verfliigte, 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 frilhen 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; Vaino6la, 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 gro8e Grundgesamt-
heiten triploider Pflanzen beider méglichen Kombinationen
(4nQ x 2nd und 2nQ 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
Blite der Bdaume 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 Zlichtungsarbeiten zur
nachhaltigen Bereitstellung kosteneffizienter Ziichtungspro-
dukte im groRen MaB3stab gerichtet.

Eine dagegen kurzfristig anwendbare Methode zur Ziich-
tung triploider Pflanzen ist die Verwendung von spontan
entstandenem oder induziertem diploiden Pollen. Nattirlich
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;
Miintzing, 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 Uber
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 fiir
die Kreuzungen waren gepriifte, leistungsfahige Aspen,
Graupappeln und WeiBpappeln als Elternbdume. Um
bestimmte Eigenschaften wie Trockentoleranz oder die
Fahigkeit zur Stecklingsbewurzelung zu verbessern, wurden
intersektionelle Kreuzungen mit Balsam- und Schwarzpap-
pelnin die Untersuchungen einbezogen. Neben der direkten
Erzeugung triploider Bdume durch sexuelle Polyploidisie-
rung wurden durch Verdopplung des Chromosomensatzes
mit Hilfe von Mitosegiften aus gepriften Klonen stabile
tetraploide Pflanzen erzeugt, die nach der Blite als
Kreuzungspartner zur Zlichtung leistungsfahiger triploider
Baume zur Verfiigung stehen.

2 Erzeugung tetraploider Aspen- und
Pappelklone als Kreuzungspartner
fur die Ziichtung triploider Baiume

Voraussetzung fiir 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 funf 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 Absténden auf ihren tetraploiden Zustand
Uiberpriift.

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 groBere 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 héher als bei Colchizin, der Anteil an stabilen
tetraploiden Pflanzen jedoch viel geringer (Aleza et al., 2009).
Insgesamt sind die Angaben (iber die Vor- und Nachteile von
Oryzalin sehr unterschiedlich und vor allem abhdngig 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 pM, 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 anschlieend auf ein Regenerati-
onsmedium aufgesetzt. Die grof3te Ausbeute an stabilen te-
traploiden Linien - wobei eine Linie jeweils aus einer
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regenerierten Sprof3achsel resultiert — wurde bei der Variante
erreicht, die 4 Stunden mit der 50 uM Oryzalin-Losung inku-
biert worden war, jedoch sind Variationen der Effektivitat
und vor allem der Sensibilitdt zwischen den verschiedenen
Pappel- und Aspenklonen mdéglich und missen 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 Freilandfldche gesichert. Nach Erreichen
der Blihfahigkeit stehen diese Pflanzen lber die Erzeugung
diploider mannlicher und weiblicher Gameten zur Ziich-
tung leistungsfahiger triploider Aspen und Pappeln zur Ver-
figung.

Tabelle 1

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

Name Mitosehemmer

L 447 @ (P. x canescens) Colchizin
GroB3 Dubrau 1 @ (P. tremula) Colchizin
L 40 Q (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. Flr die verwendeten ménnlichen
Aspen- und Pappelklone wurden die mittleren Durchmes-
ser der nativen Pollenkdrner mikroskopisch ermittelt und
liegen bei einer hohen Klonspezifitdt 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 Gro3en der
spontan ge-bildeten diploiden Pollenkdrner errechnet und
die entsprechenden Siebfraktionen festgelegt werden. Zur
Anreicherung der diploiden Pollen wurden fir kleinere Pol-
len (unter 38 um fir den errechneten Durchmesser der
2n Pollen) Fraktionen von 32 bis 45 pym und fir grof3ere Pol-
len Fraktionen von 36 bis 45 pm herausgesiebt (Ulrich und
Ewald, 2014).

3.1.2 Thermobehandlung zur Erhéhung des
Anteils diploider Pollen

Bei einigen mannlichen Aspenklonen wurde eine Thermobe-
handlung durchgefiihrt, um die Bildung von unreduziertem
diploiden Pollen zu erhéhen. 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

Berechnete Siebfraktion (pm)

diploiden Pollen (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



K. Ulrich, D. Ewald - Landbauforsch - Appl Agric Forestry Res - 1/2 2018 (68)1-10 5

M Thermo 3 h38°C

m Kontrolle

Haufigkeit

20 22 24 26 28 30 34 36 36 38 40 42 44 46 48

Pollendurchmesser in pm
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) Pollenkdrner eines P. tremula Klons nach Thermobehandlung

und Karminessigsaurefarbung

(Prophase | der Meiose) wurden Antheren nach Karminessig-
sdurefarbung 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) berein (Tabelle 2). Durch
Separation der Fraktion 32 bis 45 um mit Hilfe von Mikro-
siecben 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 Bestaubung verwendet oder unter

Vakuum in Ampullen eingeschweilt und bis zur Verwen-

dung bei -20 °C gelagert.

3.1.4 Konventionelle Kreuzungen

Die konventionellen Kreuzungen erfolgten in geschlosse-
nen Kabinen im Gewdchshaus. 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
Bestaubung 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 Bestdubung unter dem Stereomikroskop: Selektierte
diploide Pollenk&rner werden zur Bestaubung auf die Narbe
einer weiblichen Aspenbliite tibertragen

Weibliche Aspen- bzw. Pappelbliiten wurden im ,fangischen”
Stadium im Gewachshaus entnommen und unter dem
Stereomikroskop in der sterilen Werkbank prépariert. 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 Pollenk&érnern einzelne grof3e
Pollenkorner selektiert und mit einer speziell praparierten Bors-
te unter Nutzung der statischen Aufladung auf die Narben
ibertragen. Nach etwa 14 Tagen konnten die reifen Samen mit
einem Mikroskalpell entnommen und zur Anzucht auf ein
Regenerationsmedium tberfiihrt 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 Blitenzweige unge-
fahr 70 Stunden nach der Bestdubung ist es méoglich, diploide
Eizellen zu induzieren, was nach der Befruchtung zur Entste-
hung triploider Pflanzen fiihrt (Wang et al., 2012). Nach der
Bestdaubung, aber vor der eigentlichen Befruchtung kommt
es durch die Warmeeinwirkung zur Stérung der 3. mitoti-
schen Teilung wéhrend 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 Bestdu-
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 Bestdubung 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
Bestaubung 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 grof3en Bldttern konnten auch aus den Nachkommen
verschiedener gelenkter Aspenkreuzungen triploide Einzel-
pflanzen gewonnen werden, deren Entstehung auf die spon-
tane Bildung diploider Pollen oder Eizellen zuriickzufiihren ist.

Alle selektierten triploiden Pflanzen wurden in Gewebe-
kultur Uberfihrt 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 gr63te

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 groR3e Blatter, die moglicherweise 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. Zusdtzlich 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 gewiinschten Eigen-
schaften tragen (Ulrich und Ewald, 2014; Zhu et al., 1997). Um
moglichst 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
Erhéhung der Haupttriebldnge gegeniiber dem triploiden
Vergleichsklon,Astria” festgestellt werden, neun davon waren
durch reine Aspenkreuzungen entstanden und funf 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
fur den Quickpot-Containertest vermehrt werden. Als Alter-
native zur in vitro Kultivierung wurde ein Bewurzelungstest
durchgefihrt, 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 Bestdaubung, 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 kdnnen 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 Gewachs-
haus eingeschatzt. 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
GroBe 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-
gewdhlten Klonen an, die nach Erreichen der Blihfahigkeit zur
Gewinnung diploider Gameten verwendet werden kdnnen.
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 libertragen.
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Zusammenfassung

Experimente mit getopften Pflanzen im Gewachshaus stel-
len eine gute Mdglichkeit dar, physiologische sowie morpho-
logische Eigenschaften und Reaktionen der Probanden unter
kontrollierten Bedingungen zu beobachten und miteinan-
der zu vergleichen. Besonders die Wiederholbarkeit der Ver-
suchsanlage und die Beobachtung interessierender Merk-
male unter definierten Bedingungen macht diese
Experimente attraktiv.

In der forstlichen Ziichtungsarbeit spielen Topfversuche
im Gewdchshaus mit Baumen bisher jedoch kaum eine
Rolle. Griinde dafiir sind zum einen die lange Entwicklungs-
zeit von holzigen Pflanzen und damit einhergehend die Aus-
pragung interessierender Merkmale erst nach Jahren oder
Jahrzehnten. Zum anderen macht die GroRe élterer Pflanzen
Topfversuche impraktikabel. Dennoch kdnnen Gewdchs-
hausexperimente mit jungem Pflanzenmaterial (Samlinge
oder Setzlinge) eine wichtige Ergdnzung zu Feldversuchen
darstellen.

Anhand von Topfversuchen, die in den Jahren 2012 und
2016 unter vergleichbaren Versuchsbedingungen im Ge-
wachshaus mit Steckhdlzern der Pappelstandardsorten
Max 3, Hybride 175 und AF2 durchgefiihrt wurden, wird ver-
sucht, die Herausforderungen und Méglichkeiten aufzuzei-
gen, die derartige Versuchsanlagen mit sich bringen.

Die Ergebnisse zeigen, dass abiotische und genetische
Faktoren einen Einfluss auf das friihe Spross- und Wurzel-
wachstum von Pappelstecklingen haben und dass Topfver-
suche unter kontrollierten Bedingungen auch fir forstlich
relevante Baumarten geeignet sind.

Schliisselworter: Topfversuche, Gewdchshaus, Populus, friihe
Pflanzenentwicklung, Steckhélzer, Phénotypisierung

Abstract

Pot experiments with three Poplar
standard varieties - opportunities
and challenges

Experiments with potted plants in the greenhouse are an
excellent opportunity to test morphological and physiologi-
cal reactions of plants under controlled environmental con-
ditions. Especially the repeatability of these experiments and
the possibility to observe specific traits under defined condi-
tions make such experimental design attractive for breeding
purposes. Nevertheless, until today those experiments do
not play a significant role in forest tree breeding projects.
Among others, reasons are the relatively long developmental
time of the plants and, associated with this, the development
of economically or ecologically important traits after several
years or decades. In addition, the above and belowground
size of older plants often poses problems. Based on pot ex-
periments carried out in 2012 and 2016 with hardwood
cuttings of the same set of plant material (Max3, Hybride 275,
AF2) under comparable environmental conditions, the chal-
lenges of the experimental design will be discussed.

In our study, traits of interest were shoot and root length,
the root-shoot-ratio, leave dry mass and root dry mass under
optimal watered conditions and under dry conditions.

Keywords: pot experiments, greenhouse, Populus, early plant
development, hardwood cuttings, phenotyping
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1 Einleitung

Das Verstandnis des Einflusses von verschiedenen Umwelt-
faktoren auf das Wachstum von Pflanzen ist wesentlicher
Bestandteil sowohl pflanzenékologischer als auch ziichteri-
scher Forschung. In beiden Fallen wird die Abhangigkeit der
Auspragung bestimmter Merkmale von den jeweiligen
Umweltbedingungen untersucht. Um zu belastbaren Ergeb-
nissen zu gelangen, gibt es die Mdoglichkeiten, entweder
Feld-Versuche oder Gewdchshausversuche oder eine Kombi-
nation von beiden Ansatzen durchzufiihren.

In situ-Versuche haben den Vorteil, dass die Versuchs-
pflanzen den Bedingungen einer natirlichen Umwelt ausge-
setzt sind und damit einer mehr oder weniger realen Situa-
tion ausgesetzt sind. Der Nachteil dieser Ansdtze besteht
darin, dass bei der Interpretation der Ergebnisse die Reaktion
des Wachstums auf einzelne Umwelt-Einflussfaktoren
schwierig zu extrahieren ist. AuBerdem wird nur diese eine
Umweltsituation abgebildet, woraus sich die Notwendigkeit
ergibt, abhangig von der Fragestellung identische Versuchs-
anlagen an verschiedenen Orten durchzufiihren, um auch
andere Umweltverhéltnisse abbilden zu kénnen. Damit ver-
bunden ergibt sich das meist nicht unerhebliche Problem
der Verfligbarkeit von geeigneten Flachen und dies gerade
bei holzigen Pflanzen Uber einen langen Zeitraum.

Versuche in einer kontrollierbaren aber kiinstlichen
Umgebung koénnen dagegen gezielt einen oder mehrere
Umweltfaktoren und deren Wirkung auf das Pflanzenwachs-
tum sichtbar machen. Unter Berlicksichtigung von bestimm-
ten Rahmenbedingungen (Kawaletz et al., 2014) lassen sich
die Versuche in Abhdngigkeit von der Wachstumsrhythmik
der Pflanzen wiederholen, sodass ein zuverldssiger Daten-
pool aufgebaut werden kann. Probleme, gerade mit holzigen
Pflanzen, ergeben sich dadurch, dass im Gewachshaus nur
ein begrenzter Wuchsraum, sowohl ober- als auch unter-
irdisch, zur Verfligung steht, was die Dauer der Versuche
begrenzt und die Gré3e bzw. das Alter der Pflanzen erheb-
lich einschrankt (Kawaletz et al., 2014).

Im Rahmen von Ziichtungsarbeiten an Pflanzen ist die
sorgféltige Erhebung von phdnotypischen Daten genauso
unerlasslich wie die Charakterisierung des jeweils interessie-
renden Genotyps. In diesem Zusammenhang wurden in den
letzten Jahren erhebliche Anstrengungen unternommen,
um automatisierte Systeme zur Hochdurchsatz-Phano-
typisierung zu etablieren (Granier et al., 2006; Nagel et al.,
2012). Je nach Ausstattung dieser Systeme ist die Bearbei-
tung einer groBen Anzahl an Versuchspflanzen in einer mehr
oder weniger hohen Intensitat moglich (Poorter et al., 2012a).
Die Annahme, dass Baume aufgrund ihrer langen Entwick-
lungsphase nicht fiir die Untersuchung im Hochdurchsatz-
Verfahren geeignet sind, konnte fiir Pappelstecklinge bei-
spielsweise von Dickmann et al. (2001), Wiese et al. (2006),
Zalesny et al. (2005), Zalesny und Zalesny (2009) oder Krabel
et al. (2015a, 2015b, 2017) widerlegt werden. Selbst eine
kurze experimentelle Dauer, im letzteren Fall 65 Tage,
reichen aus, um genotypabhdngige und umweltbedingte
Unterschiede der Spross- und Wurzelentwicklung an jungen
Pflanzen deutlich werden zu lassen. Gleiches gilt auch fir
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langsam wachsende Forstpflanzen wie beispielsweise
Eichenarten (Krabel et al., 2017).

Anhand von Beispielen zur Wuchsdynamik der drei
Pappelstandardsorten Max3, Hybride 275 und AF2 unter
Gewadchshausbedingungen, die in den Jahren 2012 und
2016 durchgefiihrt wurden und den damit verbunden Pro-
blemen der Reproduzierbarkeit der Umweltbedingungen in
einem Kaltgewachshaus wird aufgezeigt, dass dennoch Topf-
experimente zur Charakterisierung der friihen Pflanzenent-
wicklung geeignet sind und eine gute Methode darstellen,
um auf dieser Basis eine Selektion durchfiihren zu kénnen.

2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial und Versuchsaufbau

In den Jahren 2012 und 2016 wurden Experimente zum
Wuchsverhalten der drei Standardsorten AF2 (P. nigra x P.
deltoides), Hybride 275 (P. maximowiczii x P. trichocarpa) und
Max 3 (P. nigra x P. maximowiczii) (Abbildung 1) im Versuchs-
gewdchshaus ,Hetzdorf” (50,96°N, 13,45°0) der Technischen
Universitat Dresden Uber einen Zeitraum von jeweils 65
Tagen durchgefiihrt. Kommerziell erworbene Steckholzer
(20 cm lang, Durchmesser maximal 1,5 ¢cm; P&P Dienst-
leistungs GmbH und Co. KG, Grothiemig) wurden im Topf-
experiment in jeweils zwei Gruppen aufgeteilt, wobei die
Gruppe ,feucht” jeweils optimal und die zweite Gruppe
Jtrocken” reduziert bewdéssert wurde. Die Steckholzer wur-
den vor dem Stecken in 2| Pflanztopfe (4 x 4 Bodenlocher,
LxBxH:11,3x 11,3 x 21,5 cm) nach Homogenitét sortiert,
d. h. anndhernd gleicher Durchmesser pro Versuchsansatz/
Genotyp und gleiche Anzahl der Knospen, Aussortieren von
beschadigten Steckholzern. Jeder Topf wurde mit nur einem
Steckholz bestiickt. Die Stecktiefe betrug ca. 18 cm. Alle
Topfe wurden nummeriert und nach dem Zufallsprinzip auf
den Pflanztischen verteilt.

Abbildung 1

Morphologische Differenzierung von Knospe und Blatt der
drei Pappelklone AF2 (1a, 1b), Hybride 275 (2a, 2b) und Max
3 (3a, b). Foto: R. Miiller
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Das Pflanzsubstrat bestand aus 40% gewaschenem Sand
und 60% Pflanzerde (Einheitserde Typ ED 73; Hermann
Meyer KG, Nossen; Substratzusammensetzung: Boden
pH 5,7, Na 0,2 mg/l, K 2,2 - 2,5 mg/l, Ca 25,2 - 27,8 mg/|,
Mg 2,5 -2,7 mg/l, Mn 0,1 mg/I).

Da das Gewachshaus tber keine automatische Tempera-
turregelung verfiigt, wurde der Versuchsansatz in Abhangig-
keit von den AuBlentemperaturen des jeweiligen Jahres
gestartet.

Um zunéachst ein Wurzel- und Sprosswachstum zu indu-
zieren und allen Versuchspflanzen die gleichen Startbedin-
gungen zu geben, wurden alle mit Steckhdlzern bestlickten
Pflanztopfe wahrend der ersten 20 Tage nach dem Stecken
automatisch ,iiber Kopf” optimal bewdassert (Einstellung des
Bodenwassergehaltes [Vol.-% BWG] zwischen 17 und 23
Vol.%, relative Luftfeuchte [rH] von ca. 90%). Nach dieser
Phase wurde das Pflanzenmaterial auf je zwei Gruppen je
Genotyp bzw. Sorte aufgeteilt. Die eine Gruppe wurde
weiterhin optimal bewdssert, die zweite Gruppe wurde
manuell bewdssert wobei die Substratfeuchte auf 8 bis maxi-
mal 14 Vol.-% BWG eingestellt wurde (HH2-Messgerat, UP
Umweltanalytische Produkte GmbH, Deutschland). Der BWG
war gerade hoch genug, um Welkeerscheinungen zu ver-
meiden (Vorversuche hier nicht gezeigt). Die relative Luft-
feuchte wurde in dem Trockenabteil des Gewdachshauses auf
durchschnittlich 68 % reduziert.

Am Ende des Versuches wurden die Pflanzen vermessen,
d.h. die Lédnge des langsten Sprosses sowie die Blattfrisch-
masse bestimmt. Die Adventivwurzeln wurden vorsichtig
vom Pflanzsubstrat gereinigt, ebenfalls gewogen und die
jeweils langste Wurzel vermessen. Anschliefend wurde das
Pflanzenmaterial bei 105 °C fir 3 bis 4 Tage zur Bestimmung
der Blatt- und Wurzeltrockenmasse ofengetrocknet.

In 2012 wurden insgesamt 60 Pflanzen und in 2016 ins-
gesamt 208 Pflanzen in den Versuch einbezogen.

2.2  Statistische Methoden

Alle Grafiken wurden mit Xact, Version 8.03, SciLab, Hamburg
erstellt. Die Statistik wurde mit RSTudio, Version 1.1383 und
R Version 3.4.3 durchgefiihrt. Die Normalverteilung der
Daten abhdngiger Variablen wurde mittels des Shapiro-Wilk-
Tests innerhalb der durch die ,Sorten’ beziehungsweise
,Bewdsserungsvarianten’ definierten Gruppen gepriift
(o = 0,05). Signifikante Unterschiede der Sorte und Variante
zwischen den beiden Jahren wurden mittels Kruskal-Wallis-
Test (p < 0,05) bestimmt.

3 Ergebnisse und Diskussion

Im Zusammenhang mit der Ziichtung von landwirtschaft-
lichen Kulturpflanzen werden keine Mihen und Kosten
gescheut, um Methoden einer prazisen und robusten Phano-
typisierung durch Vollautomatisierung unter kontrollierten
Gewadchshausbedingungen immer effizienter zu gestalten,
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um somit die Generierung von Datensdtzen den Erforder-
nissen einer Verknlipfung mit genetischen und genomi-
schen Daten anzupassen (u. a. Fiorani et al., 2012). Die Ergeb-
nisse derartiger Untersuchungen haben in der Regel das Ziel,
die Biomasseregulation von Pflanzen besser zu verstehen
und schlie8lich dazu beizutragen, neue Ziichtungsprodukte
mit verbesserten Eigenschaften fiir den Markt zu entwickeln.
Ein derartiger Ansatz wird in der forstlichen Ziichtungs-
forschung aus verschiedenen Griinden bislang nicht verfolgt
(Krabel et al. 2015a, 2015b). Die Phanotypisierung forstlicher
Zichtungsprodukte erfolgt zumeist im Feld unter natir-
lichen Umweltbedingungen und zu einer Zeit, in der die
Baume bereits mehrere Jahre bis Jahrzehnte alt und interes-
sierende Eigenschaften erkennbar sind. Durch variierende
Umweltbedingungen im Freiland, selbst bei Verwendung
von genetisch einheitlichem Material, zeigen die Pflanzen
jedoch eine an die jeweiligen Umweltbedingungen (Klima,
Boden) angepasste Wuchsdynamik, die zu erheblichen
Streuungen in den phédnotypischen Datensédtzen fiihren
kann. Die Verkniipfung der phéanotypischen mit genetischen
und genomischen Daten wird dadurch stark erschwert.
Abgesehen davon, ist eine Wiederholung der Experimente
nicht méglich, da unter natirlichen Verhéltnissen kaum
zweimal exakt die gleichen Umweltbedingungen auftreten.
Selbst an einem Standort kann die Reaktion auf mikroklima-
tische Unterschiede die Interpretation der Ergebnisse er-
schweren. Die Schaffung von mehr oder weniger einheit-
lichen Wuchsbedingungen tiber einen definierten Zeitraum
kann dieses Problem |6sen oder zumindest reduzieren.

Je nach Fragestellung kann deshalb die Entwicklung von
standardisierten Methoden zur Phanotypisierung von jun-
gen Baumen im Gewdchshaus hilfreich sein. So ist die Er-
zeugung statistisch akzeptabler Datensdtze mdoglich. Die
Experimente kénnen wiederholt werden und die Daten aus
verschiedenen Experimenten kdnnen miteinander ver-
glichen und im Idealfall zusammengefasst werden. Schlief3-
lich kdnnen diese Erkenntnisse als Basis oder Ergdnzung
furr Freilandversuche dienen.

3.1  Rahmenbedingungen

Da es sich bei dem Versuchsgewachshaus in Hetzdorf um
ein Kalt-Gewdchshaus ohne Temperatursteuerung han-
delt, unterscheiden sich die Temperaturverlaufe in beiden
Versuchsperioden und beinhalten Temperaturschwankun-
gen wahrend des jeweiligen Untersuchungszeitraumes
(Abbildung 2).

Die hoheren Temperaturen wahrend der Versuchsphase
2016 machen sich insofern bemerkbar, als damit verbunden
die relative Luftfeuchte (rH) der beiden Behandlungsvarian-
ten ,feucht” und ,trocken” deutlich Gber den Werten von
2012 liegen. Fir die Variante ,feucht” liegen sie in 2016 im
Mittel bei 98% und fiir Variante ,trocken” bei rund 72 %.
Im Vergleich zu 2012 lag 2016 die rH fiir Variante ,feucht”
bei durchschnittlich etwa 86% und 64 % fiir die Variante
Jtrocken”.
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Abbildung 2

Relative Luftfeuchte (rH) und Temperatur (T) in den Gewéachshaus-Kammern der Varianten ,feucht” (blau) und ,trocken” (rot)
wadhrend der Untersuchungszeitraume 2012 und 2016. Wahrend der Anpassungsphase (0 bis 20 Tage nach dem Stecken) er-

hielten die Pflanzen die gleiche Behandlung (hier: rote Linie).
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Abbildung 3
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2016

Wasserdampfsattigungsdefizit der Luft (VPD) wadhrend der Versuchsperiode in den Jahren 2012 und 2016 fiir die Behand-
lungsvariante ,feucht” (blau) und ,trocken” (rot). Wahrend der Anpassungsphase (0 bis 20 Tage nach dem Stecken) erhielten

die Pflanzen die gleiche Behandlung) (blau).

Die Darstellung des Wasserdampfsattigungsdefizits der Luft
(VPD), welches als Antrieb fiir die pflanzliche Transpiration
und damit als aussagekraftigerer Parameter als die relative
Luftfeuchte gilt, verdeutlicht, dass zwischen beiden Jahren in
der Variante ,trocken” mit einem Wert von durchschnittlich

6,77 hPa in 2012 und 7,22 hPa in 2016 vergleichsweise ge-
ringere Unterschiede auftreten als in der gut bewésserten
Variante (2012: 0,43 hPa; 2016: 3,1 hPa). Die kurzzeitigen
Schwankungen im Verlauf der Kurven erkldren sich durch
,Stérungen’, die beim Betreten und Arbeiten in den
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Gewadchshauskammern von der Messtechnik registriert
werden. Alle weiteren Parameter wie Pflanzenqualitat, Sub-
stratzusammensetzung, Bewdsserungsintervalle waren fir
beide Jahre vergleichbar.

3.2  Ober-und unterirdisches Wachstum

Eine deutliche Reaktion im Wuchsverhalten, sowohl ober-
als auch unterirdisch ist in Bezug auf den Wassergehalt des
Bodens feststellbar. So fihrt die Behandlungsvariante
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Jtrocken” mit einer Reduktion des Bodenwassergehaltes um
rund 10 Vol.-% im Vergleich zur Variante ,feucht” bei allen
drei Sorten zu einer ausgepragten Depression des Spross-
wachstums und bei den Sorten AF2 und Max 3 auch des Wur-
zelwachstums (Abbildung 4a, b, ¢, d). Dass die friihe Wurzel-
und Sprossentwicklung von Pappelsteckhdlzern unter
genetischem Einfluss steht sowie durch den Umweltfaktor
~Bodenwasser” beeinflusst wird, wird von anderen Autoren,
deren Untersuchungen ebenfalls auf die friihe Entwick-
lung von Pappelstecklingen fokussiert waren bestédtigt
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Abbildung 4a, b, ¢, d, eund f

Lange der langsten Wurzel, des langsten Triebes und des Wurzel-Sprosslangen-Verhaltnisses jeweils getrennt fur die Jahre
2012 und 2016 (links) bzw. alle Werte zusammengefasst (rechts), gemessen 65 Tage nach dem Stecken. Dargestellt sind die
Daten als Boxplots der drei Sorten in der Variante ,feucht” und der Variante ,trocken”. Sternchen * markieren signifikante
Unterschiede der Sorte und Variante zwischen den beiden Jahren. Die GroBbuchstaben zeigen statistisch signifikante
Unterschiede zwischen der feuchten Variante der drei Sorten, die Kleinbuchstaben der trockenen Variante (p < 0,05,
Kruskal-Wallis-Test); n entspricht der Anzahl der untersuchten Pflanzen.
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(Dickmann et al., 2001; Regier et al., 2009; Wiese et al., 2006;
Zalesny et al., 2005; Zalesny und Zalesny, 2009).

Diese Reaktion ist besonders deutlich, betrachtet man
die beiden Versuchsjahre zunachst getrennt.

Das Verhaltnis der ,trockenen” zur jeweils ,feuchten” Vari-
ante einer Sorte ist in beiden Versuchsjahren dhnlich, unter-
scheidet sich jedoch in der tatsdchlichen Lange der Wurzel
bzw. des Triebes z. T. signifikant zwischen den Jahren. Auch
weisen die Ergebnisse des Jahres 2016 eine hohere Varianz
auf. Vergleicht man das Langenwachstum des jeweils
langsten Triebes der drei Sorten miteinander, so fallt auf, dass
Hybride 275 zwischen beiden Jahren keine signifikanten
Unterschiede erkennen ldsst, wahrend AF2 fiir beide Varian-
ten und Max 3 in der Variante ,trocken” signifikante Unter-
schiede zwischen 2012 und 2016 zeigt. Auch fiir das Langen-
wachstum der Wurzel scheint Hybride 275 stabiler auf die
jeweiligen Gewachshausbedingungen zu reagieren als die
beiden Vergleichssorten. Diese Unterschiede lassen darauf
schlieBen, dass die Umweltfaktoren ,VPD und Bodenwasser-
gehalt” zumindest fir die Sorten AF2 und Max3 stérker auf
das Wachstum wirken als es fir Hybride 275 der Fall ist.
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Die Zusammenfassung der Daten (jeweils rechte Grafik) aus
der Versuchsperiode 2012 und 2016 (Abbildung 4b) zeigt,
dass AF2 in beiden Behandlungsvarianten signifikant
langere Wurzeln ausbildet als die beiden anderen Sorten,
die ein vergleichbares Wachstum zeigen. Dieses geht ein-
her mit einer ebenfalls signifikant hoheren Wurzelmasse
(Abbildung 5a).

In Bezug auf das Merkmal ,langster Trieb” bleibt der
Behandlungseffekt (,trocken” bzw. ,feucht”) bei den gepool-
ten Daten bestehen, der Sorteneffekt entfdllt jedoch.
Zwischen den Sorten kdnnen keine signifikanten Unter-
schiede in beiden Behandlungsvarianten festgestellt wer-
den. Dieses Ergebnis ist insofern interessant, als die zuvor
beschriebenen Unterschiede aus den Einzeljahr-Beobach-
tungen aufgehoben werden. Die genotypspezifischen Diffe-
renzen, die unter identischen Umweltbedingungen zum
Tragen kommen, verringern sich in ihrer Relevanz oder
kénnen gar nicht mehr nachgewiesen werden, sobald die
Daten aus Versuchen mit geringfiigig variierenden Umwelt-
bedingungen stammen, und die Replizierbarkeit damit nur
eingeschrankt gegeben ist.
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Abbildung 5a, b, ¢, d

Wurzel- und Blatt-Trockenmasse, geerntet 65 Tage nach dem Stecken. Dargestellt sind die Daten als Boxplots der drei Sor-
ten in der Variante ,feucht” und der Variante ,trocken” in den beiden Jahren 2012 und 2016 (links) bzw. alle Werte zusam-
mengefasst (rechts), gemessen 65 Tage nach dem Stecken. Sternchen * markieren signifikante Unterschiede der Sorte und
Variante zwischen den beiden Jahren. Die GroBbuchstaben zeigen statistisch signifikante Unterschiede zwischen der Vari-
ante ,feucht” der drei Sorten, die Kleinbuchstaben der Variante ,trocken” (p < 0,05, Kruskal-Wallis-Test); n entspricht der

Anzahl der untersuchten Pflanzen.
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Das Wurzel-Sprosslangen-Verhiltnis in der zusammenge-
fassten Darstellung (Abbildung 4f) erhoht sich mit redu-
zierter Bodenfeuchte bei den Sorten AF2 und Hybride 275,
wahrend Max3 zwischen den Behandlungsvarianten keinen
Unterschied erkennen ldsst. Betrachtet man die beiden Ver-
suchsjahre getrennt (Abbildung 4e), lassen sich diese Ver-
héltnisse im Jahr 2016 wiederfinden. Im Versuchsjahr 2012
dagegen haben die trockengehaltenen Pflanzen der Sorte
AF2 ein geringeres Wurzel-Sprosslangen-Verhaltnis als die
der gut bewasserten Variante und zeigen somit ein kontrares
Ergebnis. Dieses Merkmal weist auch die meisten signifikan-
ten Unterschiede zwischen den beiden Jahren auf. Die Daten
von AF 2 und Max 3 fiir 2012 (beide Behandlungsvarianten)
und Hybride 275 Variante ,feucht” unterscheiden sich signifi-
kant von den Daten aus 2016.

Aufféllig ist wiederum, dass Hybride 275 fir beide
Behandlungsvarianten und fiir beide Untersuchungszeitrau-
me nur eine vergleichsweise geringe Schwankungsbreite der
Daten zeigt, was als phanotypische Stabilitdt dieses Merk-
mals und Sorte gegeniiber schwankenden Umweltbedin-
gungen interpretiert werden kann.

3.3 Replizierbarkeit

Die Replizier- und Reproduzierbarkeit der Versuche kann fir
die Phénotypisierung von Pflanzen eine besondere Heraus-
forderung darstellen. Aus der Pflanzenziichtung ist bekannt,
dass unter verschiedenen Genotypen, einer in einem Jahr
das beste Wachstum zeigt, wahrend er im nachsten Jahr nur
durchschnittliche Werte erkennen ldsst (Annicchiarico, 2002).
Diese Variabilitat wird im Allgemeinen als Variabilitat
zwischen den Jahren beschrieben und durch wechselnde
Umweltbedingungen erkldrt. Reproduzierbarkeit und eine
bessere Replizierbarkeit der Ergebnisse kdnnen durch eine
striktere Kontrolle der Umweltbedingungen in Gewdchs-
hdusern erreicht werden (Poorter et al., 2012a, 2012b). Doch
selbst unter Bedingungen von vollautomatisierten Klima-
kammern zeigen Pflanzen in verschiedenen Versuchsan-
sdtzen oftmals eine unterschiedliche Wuchsdynamik und
Charakteristik (Poorter et al., 2012a, 2012b) .

Die eigenen Untersuchungen machen deutlich, dass die
beobachte Variabilitdt der Ergebnisse auch bei den unter-
suchten Pappelsorten registriert werden kann, sobald die
Umweltfaktoren von einem Jahr zum nachsten nicht mehr
absolut identisch sind. Diese Reaktion ist im vorliegenden
Fall fur die Variablen ,langster Trieb” und ,langste Wurzel”
von Hybride 275 weniger ausgepragt als von AF2 oder
Max 3.

4 Fazit

Die Ergebnisse der Topfversuche, die im Gewachshaus unter
kontrollierten Bedingungen durchgefiihrt wurden, konnten
zeigen, dass der abiotische Umweltfaktor Wasserverfiigbar-
keit sowie der genetische Faktor Sorte einen Einfluss auf die
frihe Spross- und Wurzelentwicklung von Pappelsteckhol-
zern haben, der bereits nach einer kurzen Versuchsdauer
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(hier: 65 Tage) deutlich wird. Fiir die Extraktion bestimmter
Wachstumsparameter ist somit die Anlage von Topfver-
suchen im Gewadchshaus unter kontrollierten Bedingungen
auch fur forstlich relevante Baumarten sinnvoll.

Die Auswertungen haben ergeben, dass die Variablen
des oberirdischen- und des Wurzelwachstums durch spezifi-
sche Umwelteffekte beeinflusst werden. Am Beispiel von
Hybride 275 wird deutlich, dass einige Genotypen stabiler
gegeniiber unterschiedlichen Umweltbedingungen (hier:
Luftfeuchte und Temperaturunterschiede zwischen den Ver-
suchsjahren) sind. Sie reagieren mit weniger ausgepragten
phanotypischen Unterschieden, als andere Genotypen wie
z.B. die Sorten Max 3 oder AF2.

Ferner wird deutlich, dass bei der Interpretation der
Daten alle Rahmenbedingungen mit einbezogen werden
mussen, um die Ergebnisse in den Gesamtzusammenhang
einordnen zu kénnen und dass fiir die Vergleichbarkeit von
unterschiedlichen Studien eine detaillierte Material- und
Methodenbeschreibung, so wie es u. a. von Poorter et al.
(2012b) und Kawaletz et al. (2014) bereits gefordert wird,
essentiell ist.

Danksagung

Wir danken der Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe (FNR
e.V.) sowie dem Bundesministerium fiir Landwirtschaft und
Erndhrung (BMEL) fiir die Projektférderung. Zwei unbe-
kannten Gutachtern danken wir flir wertvolle Hinweise zur
Verbesserung des Manuskriptes. Das Projekt-Akronym
lautet “FastWOOD IlI” (Teilprojekt Nr. 5, Projektkennziffer:
22000814).

Literatur

Annicchiarico P (2002) Genotype X environment interaction : challenges and
opportunities for plant breeding and cultivar recommendations. FAO
Plant Prod Prot Pap 174:115

Dickmann DI, Isebrands JG, Blake TJ, Kosola K, Kort J (2001) Physiological
ecology of poplars. In: Dichmann DI, Isebrands JG, Eckenwalder JE,
Richardson J (eds) Poplar culture in North Amerika. Ottawa : Nat Res
Council Canada, pp 77-118

Fiorani F, Jahnke S, Rascher U, Schurr U (2012) Imaging plants dynamics in
heterogenic environments. Curr Opin Biotechnol 23(2):227-235

Granier C, Aguirrezabal L, Chenu K, Cookson SJ, Dauzat M, Hamard P, Thioux
JJ, Rolland G, Bouchier-Combaud S, Lebaudy A, Muller B,Simonneau T,
Tardieu F (2006) PHENOPSIS - an automated platform for reproducible
phenotyping of plant responses to soil water deficit in Arabidopsis
thaliana permitted the identification of an accession with low sensitivity
to soil water deficit. New Phytol 169:623-635

Kawaletz H, Molder I, Annighdfer P, Terwei A, Zerbe S, Ammer C (2014) Pot
experiments with woody species : a review. Forestry 87(4):482-491

Krabel D, Solger A, Meyer M, Carvalho P, Foulkes J (2015a) Early root and
aboveground biomass development of hybrid poplars (Populus spp.)
under drought conditions. Can J For Res 45(10):1289-1298

Krabel D, Solger A, Meyer M (2015b) Einfluss des Steckholzes auf die friihe
Sprossentwicklung von Pappeln. Forstarchiv 86(6):159-165

Krabel D, Meyer M, Nyamjav B, Reiche B, Solger A (2017) Phenotyping trees
for traits related to drought stress tolerance : importance and challenge
[online]. Zu finden in <https://www.cabdirect.org/cabdirect/ab-
stract/20183050571> [zitiert am 25.06.2018]



1 8 D. Krabel, M. Groschke, S. Korn, M. Meyer, R. Miiller, A. Solger, L. Winkler, M. Weigand

Nagel KA, Putz A, Gilmer F, Heinz K, Fischbach A, Pfeifer J, Faget M, Blof3feld S,
Ernst M, Dimaki C, Kastenholz B, Kleinert A-K, Galinski A, Scharr H, Fiorani
F, Schurr U (2012) GROWSCREEN-Rhizo is a novel phenotyping robot
enabling simultaneous measurements of root and shoot growth for
plants grown in soil-filled rhizotrons. Funct Plant Biol 39:891-904

Poorter H, Climent J, van Dusschoten D, Biihler J, Postma JA (2012a) Pot size
matters : a meta-analysis of the effects of rooting volume on plant
growth. Funct Plant Biol 39(11):839-850

Poorter H, Fiorani F, Stitt M, Schurr U, Finck A, Gibon Y, Usadel B, Munns R,
Atkin OK, Tardieu F, Pons T (2012b) The art of growing plants for
experimental purposes : a practical guide for the plant biologist.
Funct Plant Biol 39:821-838

Regier N, Streb S, Cocozza C, Schaub M, Cherubibi P, Zeemann SC, Frey B
(2009) Drought tolerance of two black poplar (Populus nigra L.) clones :
contribution of carbohydrates and oxidative stress defence. Plant Cell
Environ. 32: 1724-1736

Wiese AH, Zalesny JA, Donner DM, Zalesny RS (2006) Bud removal effects
shoot, root, and callus development of hardwood Populus cuttings.
Silvae Genet 55(3):141-147

Zalesny RS, Riemenschneider DE, Hall RB (2005) Early rooting of dormant
hardwood cuttings of Populus : analysis of quantitative genetics and
genotype x environment interactions. Can J For Res 35(4):918-929

Zalesny RS, Zalesny JA (2009) Selecting Populus with different adventious
root types for environmental benefits, fiber, and energy. In: Niemi K,
Scagel C (eds) Adventitious root formation in forest trees and
horticultural plants : from genes to applications. Kerala :
Res Signpost, pp 359-384

Landbauforsch - Appl Agric Forestry Res - 1/22018(68)11-18



H. Schroeder, M. Fladung - Landbauforsch - Appl Agric Forestry Res - 1/2 2018 (68)19-26

DOI:10.3220/LBF 1534394196000

19

Poplar clones differ in their resistance against

insects feeding

Hilke Schroeder and Matthias Fladung*

Abstract

Short rotation coppices of poplars are often ecologically and
genetically restricted because of the cultivation of only one
or few clones. This leads to a suboptimal relation between
the plants and the associated insects. This is true for benefi-
cial insects but in particular also for the insect pest species
damaging the poplars. In the case of an insect attack in such
plantations, the damage is often higher than in forests at
ecological equilibrium or in plantations with higher plant-
based biodiversity because of different plant species and
clones. In the years 2012 to 2016, on that background an
assessment of insect pest species and leaf area loss was per-
formed to identify the resistance of different poplar (genus
Populus: Malpighiales, Salicaceae) clones against insect pests.
Due to an assessment once a year in June, only a low number
of sawfly and butterfly caterpillars were found. In the first
line, beetles belonging to different families have been found
on the poplar clones. The main defoliator in the years 2012 to
2015 has been Chrysomela populi (Coleoptera, Chrysomeli-
dae). Furthermore, beetles belonging to the genus Phratora
sp. have been found. In the years 2012 to 2015, the abun-
dance of the willow leaf beetles Phratora sp. was low whereas
in the year 2016 this beetle was the main defoliator and
present in a remarkable higher amount than the poplar leaf
beetle C. populi. The leaf area loss and the presence of the
main defoliating insects have been used to create a ranking
of the 20 investigated poplar clones due to their suscepti-
bility or resistance to insects feeding, respectively.

Keywords: poplar, clones, chrysomelid beetles, resistance,
susceptibility

Zusammenfassung

Pappelklone unterscheiden sich in ihrer
Toleranz gegeniiber Insektenfrald

Pappel-Energieholzplantagen sind aufgrund des Anbaus nur
eines oder weniger Klone haufig in ihrer genetischen und
damit auch 6kologischen Variation eingeschrankt. Das fuhrt
zu einem suboptimalen Verhaltnis zwischen den Pflanzen
und den mit ihnen assoziierten Insekten. Das gilt sowohl fiir
die Nitzlinge als aber vor allem auch fiir die Schédlinge.
Werden diese Pflanzkulturen von Insekten befallen, ist der
Schaden haufig grofler als bei einem o6kologisch ausge-
glichenen Wald oder Forst bzw. auch als bei einer Plantage
mit hoherer Biodiversitat auf Seiten der angepflanzten Baum-
arten und Klone. Vor diesem Hintergrund wurde die Toleranz
verschiedener Pappelklone (Gattung Populus: Malpighiales,
Salicaceae) gegen Schaderreger in den Jahren 2012 bis 2016
anhand von Insekten- und Blattverlust-Bonituren ermittelt.
Bedingt durch eine einmalige Aufnahme im Juni jeden
Jahres wurden nur wenige Blattwespen- und Schmetter-
lingslarven gefunden. Uberwiegend waren Kifer verschiede-
ner Familien an den Pappeln zu finden. Als Hauptschad-
erreger in den Jahren 2012 bis 2015 wurde Chrysomela
populi (Coleoptera, Chrysomelidae) identifiziert. Aulerdem
wurden Kafer der Gattung Phratora (Coleoptera, Chrysome-
lidae) an den Pappelklonen gefunden. Die Abundanz des
Weidenblattkdfers Phratora sp. war in den Jahren 2012 bis
2015 eher gering, wahrend im Jahr 2016 der Weidenblatt-
kafer als Hauptschaderreger in deutlich groBerer Anzahl auf-
trat als der Pappelblattkafer C. populi. Aus dem Blattverlust
und der Prasenz der Hauptschaderreger wurde eine Rangfol-
ge der untersuchten 20 Pappelklone beziiglich ihrer Anfallig-
keit bzw. Toleranz gegentiiber Insektenfral erstellt.

Schliisselworte: Pappel, Klone, Blattkdfer, Toleranz, Anfdllig-
keit

* Johann Heinrich von Thiinen Institut, Institut fir Forstgenetik, Sieker LandstraBe 2, 22927 GroBhansdorf

Kontakt: hilke.schroeder@thuenen.de



20

1 Introduction

The genus Populus is one of the world’s most important tree
genera. High growth rates, particularly of some interspecies
hybrids, and a broad range of applicability, in wood and
paper industries and for energy production, led to their
widespread cultivation in Europe and North America
(Dickman and Stuart, 1983; Stettler et al., 1996). Conse-
quently, different poplar species and clones are used for
biomass production in short rotation coppices (SRC). Here
in par-ticular interspecies-hybrids are well suited because
of their superior growth and advanced resistance traits. In
general, SRC are composed of only a low number of clones
leading to a decrease of ecological and genetic variation.
The risk of insects attacks increases with the decrease of
biodiversity (Splechtna and Glatzel, 2005). Thus, insect
pests and other pathogens cause higher damage in mono-
cultures than in ecologically balanced forests because of
the lower genetic and therefore lower ecological diversity
in monocultures (Splechtna and Glatzel, 2005; Helbig et al.,
2011). Consequently, a few years after establishing of new
coppices, a mass reproduction of insect pests causing seve-
re damage is possible. In contrast, high biodiversity, offe-
ring a system with a lot of ecological niches, benefits anta-
gonists of the pest species. Furthermore, for some
herbaceous and rice plants even an increase of biomass
could be observed when growing in genotype mixture
instead of monoculture. For example, tall goldenrod
(Solidago altissima) produced 46 % more biomass than pre-
dicted when grown in mixtures than when grown in mono-
cultures (Crutsinger et al., 2008). Zhu et al. (2000) found that
rice yield increased with genotypic diversity explained with
a reduction of disease infection in diverse mixtures compa-
red to monocultures.

Thus, possible solutions for minimizing the danger of
defoliation by pest insects are breeding of poplar species or
clones resistant against insects feeding and planting of clone
mixtures enhancing the genetic diversity of poplar SRCs. For
this purpose, the knowledge of resistance levels of poplar
clones or species against insects feeding is necessary.
Following this task, one aspect of the FNR funded project
FastWOOD deals with the assessment of resistance levels of
different poplar clones against herbivorous insects.

2 Material and Methods

2.1  Study sites and poplar clones

Twenty poplar clones grown on nine different study sites in
Germany (Table 1) have been chosen for the evaluation
of the resistance level of different poplar clones. The study
sites have been setup during the first and second phase of
the FastWOOD project in the years 2010 to 2014 (Table 1).
The poplar clones are comprised of four different Populus
species (P. trichocarpa, P. maximowiczii, P. deltoides, and P.
nigra) in different crosses within section as well as between
sections. Most of them are registered clones, only the four
named with “NW” are newly bred ones by the NW-FVA
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(Nordwestdeutsche Forstliche Versuchsanstalt, Hann. Miin-
den, Germany). The number of different clones varied from
four to 15 clones per study site (Table 2).

At all study sites, the clones were arranged in plots. Every
plot contained 24 to 52 trees of the same clone depending
on the study sites. Every study site was composed of four to
six repeats for each clone.

Table 1

Characteristics of the study sites used for assessment of
foliage damage and herbivorous insects. Two dates in the
columns “Harvest” means December/January.

Study site Location Setup Harvest1  Harvest 2
1 Lehmbach (SPF)  Bavaria April 2010  2012/2013  2015/2016
2 Thammenhain Saxony 2010 2012/2013  Feb. 2016
Schleswig- X
3 Trenthorst i April 2010  2014/2015
Holstein
4 Stiedenrode’11 Hesse 2011 2013/2014
5 Stiedenrode’13  Hesse 2013 2015/2016
6 Stolzingen Hesse 2010 2012/2013 2015/2016
7 Seeburg Hesse 2014
, Saxony-
8 Wallstawe’10 2010 2012/2013  2015/2016
Anhalt
S -
9 Wallstawe'11 axony 2011 2013/2014 2016/2017
Anhalt

2.2  Assessment of foliage damage and
presence of insects

In the years 2012 until 2015, thirty trees of each clone at each
site where the clone is present have been assessed for defoli-
ation level and presence of insects once per year in June. In
the year 2016, only four study sites with eight clones in total
have been examined.

To guarantee a standardized assessment, a scheme was
developed and given to all persons involved in the assess-
ment. First of all, five trees per plot were selected in the first
year, and the same five trees were assessed in the following
years as far as possible. The five trees were located in the midd-
le of each plot to avoid border effects. For the assessment of
foliage damage and insects, the whole tree was
inspected. The foliage damage was assessed in 10% steps,
where 0% was no damage and 100% complied with total
defoliation. Furthermore, species have been determined and
number of insects has been documented in four steps of (1) no
insects observed (“none”), (2) up to ten insects (“low”), (3)
more than ten and up to 29 (“medium”), and (4) equal or more
than 30 insects (“high”) per tree. As far as possible, the insects
were determined directly at the study sites. For this purpose, a
leaflet with short descriptions and photos of
the most common and therefore expected insect species
(beetles and their larvae as well as caterpillars) was devel-oped
and given to the observers. In rare cases insects or
photos of insects were sent to us for a more detailed determi-
nation.
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Table 2

Detailed information for occurrence of each clone at the different study sites in alphabetical order and the years of assess-
ment.“X" = the clone is nonexistent at the specific site or has not been assessed. Numbers of study sites are as given in
Table 1.

Clone Study site

1 2 3 4 5 6 7 8 9
AF2 2012-2014 2012-14,2016  2012-2016 2013-2015 2015 2014,2016 X 2014,2015  2013-2016
Androscoggin 2012-2014 2012-2014 X X X X 2015 X X
Hybride275 2012-2014 2012-14,2016 2012-2016 2013-2015 2015 2014, 2016 2015 2014, 2015 2013-2016
Koreana X X 2012-2016 X X X X X X
Matrix11 2012-2014 2012-2014 X X X X 2015 X X
Matrix49 2012-2014 2012-2014 X X X X 2015 X X
Max1 2012-2014 2012-14,2016 X 2013-2015 2015 2014, 2016 X 2014, 2015 2013-2016
Max3 2012-2014 X X X X X X X X
Max4 X X 2012-2016 X X X X X X
Mubhle-Larsen 2012-2014 2012-14,2016 X 2013-2015 2015 2014,2016 2015 2014,2015  2013-2016
NW7-177T 2012-2014 2012-14,2016 X X X 2014,2016 X 2014,2015 X
NW7-17C 2012-2014 2012-14, 2016 X X X 2014, 2016 X 2014, 2015 X
NW7-197S 2012-2014 2012-14,2016 X X X 2014, 2016 X 2014, 2015 X
NW7-204A 2012-2014 2012-14,2016 X X X 2014,2016 X 2014,2015 X
OP367 X X 2012-2016 X X X X X X
Robusta X X X X X X 2015 X X
Rochester X X 2012-2016 X X X X X X
Trichobel 2012-2014 2012-2014 X X X X 2015 X X
Weser4 2012-2014 2012-2014 X X X X 2015 X X
Weser6 2012-2014 2012-2014 X X X X X X X
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Figure1
Mean level of defoliation [% leaf area loss] and standard deviation for all investigated study sites and 20 clones for the years
2012 to 2015. M-L = Muhle-Larsen, Hyb275 = Hybride 275.
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2.3 Calculation of a clone ranking

The defoliation level and the presence of the three insect
species (Chrysomela populi, Phratora sp., and Byctiscus populi)
were used to calculate a ranking of the clones due to their
“resistance level”. For this purpose, the position of each clone
in the Figures 1, 3 and 4 and an additional Figure for Byctiscus
populi (not shown here) were used for the calculation of a
sum score (e.g. in Figure 1, the clone ‘Weser6’ got the value 1
and ‘NW7-197S' the value 20. In Figure 3 ‘Rochester’ and
‘OP367' both got the value 1 and ‘NW7-197S' the value 19).
Thus, each clone got four values and this sum was used to
perform a ranking from high resistance to susceptibility.
Again the calculations for the years 2012 to 2015 and the
year 2016 were performed separately.

3 Results

3.1  Defoliation level

Although defoliation can have other reasons than feeding by
insects, it is an indication for the overall fitness of trees and,
when visible, often an indication for the presence of insects.
We calculated the mean defoliation level together for all
study sites and all clones because we wanted to analyse
the defoliation level for each clone independent of field
effects. The overall loss of leaves was low for the four years
2012 to 2015. It was between 5.8% (‘Weser6') and 13.4%
(‘'NW7-1975) (Figure 1). In the year 2016, the defoliation
level was slightly higher for all eight in this year investi-
gated clones resulting in the lowest level of 10.7% for
‘NW7-17C" (8.5% in 2012 to 2015) and the highest level of
14.9% for the clone‘NW7-197S' (Figure 2).

[%]
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3.2  Main defoliating insects

Besides a small number of sawflies and some individuals of
Cerura vinula (Lepidoptera, Notodontidae), mainly beetles
have been found. As expected, the most often found insect
in the years 2012 to 2015 was the poplar leaf beetle, Chryso-
mela populi. This species has been detected on all but two
clones (‘Rochester’, ‘OP367’) with an amount of up to 35%
of all trees for single clones, and mostly in a low to medium
number of up to ten to lower than 30 beetles per tree
(Figure 3). The two species of the genus Phratora (P. vitellinae,
P. vulgatissima) have been combined because they are
undistinguishable in the field. They were present at 19
clones, just at the clone ‘Rochester’ no insects could be
observed. Phratora sp. has been found mainly in a low
number of less than ten beetles per tree (Figure 4). The third
observed coleopteran was Byctiscus populi, only once B.
betulae has been found. Thus, these two weevil species also
have been combined in the analysis. They were found at only
thirteen clones in a low number below ten insects per tree to
an amount between 2% and 12 % (data not shown).

In 2016, overall much more insects were observed at the
trees but with an even greater difference between the
clones. In Table 2, the presence of the two insect species
Chrysomela populi and Phratora sp. is shown for the years
2012 to 2015 compared to 2016 for the eight clones ob-
served in 2016. For Chrysomela populi, the presence in-
creased from 17 % in the years 2012 to 2015 to over 60% in
2016 for the clone ‘NW7-177T' The lowest number in 2016
was observed for the clone ‘Hybride 275" with 18 % (Figure 5).
That was slightly lower than the average of the years before
(20%) (Figure 3). For Phratora sp., the increase in 2016 was
extreme with a presence of insects between 48% and over

25
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Figure2

Mean defoliation level [% leaf area loss] and standard deviation for the four study sites and eight clones investigated in

2016. M-L = Muhle-Larsen, Hyb275 = Hybride 275.
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Figure 3
Distribution of abundance classes [percent of all investigated trees per clone] of Chrysomela populi found on the 20 investi-
gated clones on average for the years 2012 to 2015. Hyb275 = Hybride 275.
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Figure 4
Distribution of abundance classes [percent of all investigated trees per clone] of Phratora sp. found on the 20 investigated
clones on average for the years 2012 to 2015. Hyb275 = Hybride 275.
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Figure 5
Distribution of abundance classes [percent of all investigated trees per clone] of Chrysomela populi found on the eight
investigated clones for the year 2016. M-L = Muhle-Larsen, Hyb275 = Hybride 275.
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Figure 6
Distribution of abundance classes [percent of all investigated trees per clone] of Phratora sp. found on the eight investi-
gated clones for the year 2016. M-L = Muhle-Larsen, Hyb275 = Hybride 275.
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80% (Figure 6, Table 3). In 2016, two further observations
have been performed in August and in September. The de-
foliation level later in the year was clearly higher than in June
and was then in accordance with the high number of insects
(data not shown).

Table 3

Comparison of the presence [%] of Chrysomela populi and
Phratora sp. for the years 2012-2015 and 2016 for eight
clones. M-L = Muhle-Larsen.

Table 4
Ranking of the 20 (eight) clones and the belonging calcula-
ted values.

Chrysomela populi
Clone 2012t0 2015 2016 difference
Hybride 275 20% 18% -2%
AF 2 21% 21% 0%
NW7-17C 13% 26% +13%
Max 1 31% 29% 2%
M-L 24% 30% +3%
NW7-197S 34% 31% -3%
NW7-204A 32% 40% +8%
NW7-177T 17% 62% +45 %
Hybride 275 5% 66 % +61%
AF 2 9% 71% +62 %
NW?7-17C 2% 69% +67 %
Max 1 13% 81% +68 %
M-L 10% 48% +38%
NW7-197S 8% 70% +62%
NW7-204A 3% 76 % +73%
NW7-177T 6% 75% +69 %

3.3 Ranking of the poplar clones
Ranking of the clones is based on the sum score averaged for
the years 2012 to 2015 calculated as described in 2.3 and
separately for 2016 (Table 4).

Some of the eight clones used in 2016 changed their
position to each other when comparing the two rankings
(Figure 7).

resistant 2012-2015 2016
NW7-17C Hyb275
NW7-177T NW7-17C
NW7-204A Muhle-Larsen
Hyb275 Af2
Muhlw-Larsen Max1
Max1 NW7-1975S
Af2 NW7-177T
NW7-1975 NW7-204A

susceptible

Figure 7

Comparison of the ranking of eight poplar clones for the
years 2012 to 2015 and 2016. Hyb 275 = Hybride 275.

2012t0 2015 2016

Clone Sum score rank Sum score rank
Weser6 12 1

Rochester 16 2

Androscoggin 16 3

Weser4 19 4

NW7-17C 23 5 7 2
OP367 23 6

Max4 24 7

Koreana 25 8

Robusta 26 9

Matrix11 28 10

NW7-177T 30 11 19 7
NW?7-204A 36 12 21 8
Hybride275 35 13 6 1
Matrix49 37 14

Trichobel 38 15

Max3 39 16

Mubhle-Larsen 51 17 10 3
Max1 51 17 14 5
AF2 52 18 13 4
NW7-197S 55 19 18 6

4 Discussion

Chrysomela populi is frequent all over Europe causing severe
damage on several species of the family Salicaceae and is
therefore one of the most important species from the view-
point of forestry (Gruppe et al., 1999; Sage et al., 1999; Urban,
2006 and citations therein; Ye, 2011; Schroeder and Fladung,
2015). Following Helbig and Landgraf (2009), C. populiis even
the most important pest species in short rotation coppices in
Germany which confirmed our finding that C. populi is the
most often occuring beetle on poplars. The poplar leaf beetle
can consume a high amount of leaf mass. Urban (2006)
observed a quantity of up to 200 cm? in about six weeks fed
by a single C. populi individual. In comparison Byctiscus
populi, sometimes also described as potential pest in poplar
SRCs, is mentioned with about 17 cm? fed by a single beetle
during its whole lifetime (Urban, 2013).

Also Phratora vulgatissima is well known and described
as poplar damaging insect (Peacock et al., 1999; Sage et al.,
1999), a species that we indeed didn't find in high numbers
but frequently at most clones in the years 2012 to 2015. In
2016, the dominance changed dramatically. We found much
more Phratora sp. than C. populi feeding at our poplar clones.
Thus, we also can confirm that Phratora sp. is a severe poplar
damaging beetle.

There are some conspicuous clones, e.g. the clone
‘Rochester; where no insects could be found although a



26

defoliation degree of 10% was estimated. Assessment of the
insects has been done only once a year. Thus, this is only a
snapshot of the activity of all insects possibly feeding on the
poplar clones. The clone 'Rochester therefore may have been
lost some leaves due to earlier feeding insects as caterpillars.
There are some more prominent clones with a low degree of
leaf area loss and also a small amount of observed insects
(‘Weser6' and ‘Weser4, ‘Androscoggin’ and ‘NW7-17C'). The
combination of the results of defoliation level and presence
of insects lead to a reasonable statement about the resist-
ance of the clones. So, overall there is a ranking of clones due
to their resistance against insects feeding, where long estab-
lished clones occupy the first four places followed by a newly
bred one based on the data of 2012 to 2015. This ranking has
been used to select resistant and susceptible clones for a
transcriptomic analysis comparing the RNA sequencing
results of resistant and susceptible clones after feeding of
Phratora sp. and also unfed control plants. The results of the
transcriptomics analysis will be published elsewhere.

When looking only at the eight clones used in 2016 and
comparing their position with that in the years before
something has changed. So, the clone ‘NW7-17C’ withstand
as resistant, also the susceptible clones ‘Max1’ and
‘NW7-197S’ didn't change their position dramatically. More
prominent is the change of the in 2012 to 2015 as suscep-
tible ranked clone ‘Muhle-Larsen’ This clone changed to a
more or less resistant one in 2016. Thus, we can conclude
that the data of five years can differ so much that a clear
statement for a clone if it is susceptible or resistant is difficult
to draw and depends very much on the overall amount of
insects feeding in the different years. A further parameter for
feeding of the insects seems to be the number of harvests
(rotations). We observed a higher defoliation level in the
third rotation. This is only a tendency and the data until now
are not sufficient for a reliable analysis. More years and more
assessments per year would be important to obtain a view
on the dynamics of the insect’s presence on different clones.

Nevertheless, until now there are only initial studies
about preferences of the herbivorous insects for different
poplar clones (Schulz et al., 2009 and citations therein). Thus,
the here presented study is a first contribution to a deeper
understanding of the necessity of using special clone
mixtures in SRCs to increase the ecological variation. In this
study, the resistance of poplar against insects was deter-
mined on already existing clones. We deeply encourage
poplar breeders to include the trait “insect resistance” as goal
in future poplar breeding programmes.
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Identifizierung von 19 verschiedenen Pappel-
arten mit Hilfe von Chloroplasten- und

Kernmarker-Sets

Hilke Schroeder*, Birgit Kersten* und Matthias Fladung*

Zusammenfassung

Die Gattung Populus ist in sechs Sektionen unterteilt und
enthalt etwa 30 Arten. Da einige dieser Arten untereinander
kreuzkompatibel sind, existieren viele natirliche Hybriden.
Zuséatzlich wurden in den letzten 50 Jahren umfangreiche
Ziichtungsprogramme initiiert, die eine hohe Anzahl von
kinstlich erzeugten Hybriden hervorgebracht haben. Fir
Ziichtungszwecke, aber auch fiir die Sortenregistrierung ist
das Wissen Uiber die in den Hybriden genetisch beteiligten
Arten sehr wichtig. Leider ist die Identifizierung sowohl mit-
terlicher als auch véterlicher Arten durch morphologische
Merkmale oft schwierig. Dieser Umstand macht die Verwen-
dung von molekularen genetischen Markern zur Identifizie-
rung der Elternarten in Hybriden und - im Falle von komple-
xen Hybriden - der Genealogie notwendig. In dieser Studie
beschreiben wir die kombinierte Anwendung von Chloro-
plast- und nukledren SNP- und Indel-Markern zur Unterschei-
dung von bis zu 19 verschiedenen Pappelarten, die regelma-
Bigin Zichtungsprogrammen verwendet werden. Zu diesem
Zweck verwendeten wir sowohl bereits bekannte Barcoding-
Marker als auch neu entwickelte Marker fiir zusatzliche Chlo-
roplast-Regionen und Kerngene. Bei Hybriden, fiir die eine
erste Information Gber mutmaglich involvierte Arten gege-
ben ist, kdnnen fur die Validierung Spezies-spezifische Nuk-
leotidvariationen verwendet werden. Wenn jedoch keine
anfanglichen Informationen Uber die Art(en) verfuigbar sind,
kann zur Artenidentifikation ein Satz von Markern in einem
Ausschlussverfahren verwendet werden. Unsere Methode
erlaubt eine schnelle und einfache Identifizierung von ver-
schiedenen Pappelarten und deren Hybriden.

Schliisselworter: Pappel, molekulare Marker, Artidentifikation,
Multiplex, Marker Set, Chloroplast, Kernmarker

Abstract

Identification of 19 different poplar
species by chloroplast and nuclear
marker sets

The genus Populus is classified into six sections and contains
about 30 species. As some of these species are cross-compat-
ible, many hybrids naturally exist. Additionally, in the last 50
years huge breeding programs were initiated and have led to
a high number of artificially produced hybrids. However, for
breeding purposes but also for cultivar registration, knowl-
edge of genetically involved species is highly desired. Unfor-
tunately, identification of both maternal as well as paternal
species is often difficult by morphological characteristics.
This circumstance makes necessary the use of molecular
markers for the identification of parental species in hybrids,
and in the case of complex ones, for genealogy. In this study,
we describe the combined application of chloroplast and
nuclear SNP and Indel markers to differentiate up to 19 differ-
ent poplar species regularly used in breeding programs. For
this purpose, we used already known barcoding markers,
newly developed markers from other chloroplast regions,
and nuclear genes of interest. For hybrids with given initial
information on putatively involved species, species-specific
nucleotide variations can be used for validation. However,
when no initial information of the species is available, a set of
markers can be applies in a procedure of exclusion for spe-
cies identification. Our procedure allows a quick and simple
feasibility to identify different poplar species and their
hybrids.

Keywords: poplar; molecular markers; species identification;
multiplex; marker set; chloroplast; nuclear markers

* Johann Heinrich von Thiinen-Institut, Institut fir Forstgenetik, Sieker Landstr. 2, 22927 Gro8hansdorf
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1 Einleitung

Pappeln sind in Europa, Nordamerika und Asien weit verbrei-
tet. Der Grund hierfiir liegt in der Tatsache begriindet, dass
Pappelholz eine breite Anwendbarkeit hat, die von der direk-
ten Nutzung des Holzes Uber die stoffliche Nutzung (z.B.
Papier) bis hin zur Energieproduktion (Dickman und Stuart,
1983) reicht. Die Gattung Populus mit ihren 29 Arten (Ecken-
walder, 1996) ist in sechs Sektionen unterteilt. Pappelarten
innerhalb der gleichen Sektion sind haufig kreuzkompatibel;
sogar sektionsiibergreifend sind einige Arten miteinander
kreuzbar. Flr Kurzumtriebsplantagen (KUPs) sind insbeson-
dere Hybriden zwischen verschiedenen Pappelarten interes-
sant, da sie im Vergleich zu ihren Eltern oft Gber ein tberlege-
nes Wachstum, das fiir die Biomasseproduktion wichtig ist
sowie Uber erhohte Resistenzeigenschaften verfiigen (Stett-
ler et al., 1996).

Fur die klassische Pappelziichtung sind insbesondere
die Merkmale Wachstum und Resistenz gegeniiber Pilzen
und Insekten von sehr groBem Interesse. Daher wurden in
den letzten 50 Jahren nach umfangreichen Kreuzungen
und Rickkreuzungen zahlreiche kommerziell genutzte
Hybridklone erzeugt, fiir die hdufig wenig oder gar keine
Hintergrundinformationen verfligbar sind. Leider lassen
sich aufgrund der teilweise hohen phanotypischen Variabi-
litdt von Populus-Hybriden morphologische Merkmale oft
nicht zuverldssig zur Artenidentifikation einsetzen. Aller-
dings ist jedoch sowohl fiir die Entwicklung komplexer
Ziichtungsstrategien als auch fir die Registrierung neuer
Klone die Kenntnis der in den Hybriden beteiligten Arten
erforderlich.

Fur die Identifizierung von Klonen wurden bisher vor-
nehmlich hochpolymorphe Mikrosatellitenmarker (SSR:
Short Sequence Repeats) verwendet (Rahman und Rajora,
2002; Rajora und Rahman, 2003; Schroeder und Fladung,
2010). Die Ubertragbarkeit der verschiedenen SSR-Marker auf
andere Pappelarten ist zwar prinzipiell moglich, stellt aber
héufig ein Problem dar (Bruegmann und Fladung, 2013). Eine
andere Moglichkeit zur molekularen Artidentifizierung stel-
len Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) dar (Ingvarsson,
2005; Meirmans et al., 2007; Fladung und Buschbom, 2009;
Kersten et al., 2015). Fir die Gattung Populus sind SNP-Mar-
ker zwar fiir einige wenige Arten verfiigbar, allerdings haufig
nicht fur die Arten bzw. Arthybriden, die in KUPs Anwendung
finden (Schroeder und Fladung, 2010). Daher ware es wiin-
schenswert, SNP-Marker, die fiir eine sichere Artidentifizie-
rung verwendet werden kdnnen, fiir weitere, fir die Zlch-
tung relevante Pappelarten zu entwickeln.

SNP-Marker kénnen fiir Regionen des Kerngenoms, der
Chloroplasten und der Mitochondrien entwickelt werden. In
Laubbdumen werden sowohl Chloroplasten (cp) als auch
Mitochondrien (mt) maternal vererbt (Birky, 1995), wahrend
das Kerngenom von beiden Eltern vererbt wird. Die Vorteile
der Verwendung von cp- und/oder mt-SNP-Markern sind:
(a) es existiert nur ein Allel pro Zelle und Organismus,
(b) Organellen-DNA ist in mehreren bis vielen Kopien pro
Zelle vorhanden, und (c) die DNA kann somit leichter extra-
hiert werden. Daher wurden vom ,Barcode of Life
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Consortium” (http://www.barcodeoflife.org/) zwei cp-Regio-
nen (rbcL and matK) fiir die genetische Differenzierung der
eukaryotischen Pflanzenarten ausgewahlt (Hollingsworth et
al., 2009).

Leider hat es sich flr verschiedene Arten der Gattung
Populus herausgestellt, dass diese beiden cp-Regionen fir
die Artendifferenzierung nicht ausreichend sind (Schroeder
etal., 2012; Feng et al,, 2013). In der Folgezeit wurden bis zu
40 weitere cp-Regionen an 19 verschiedenen Pappelarten
getestet (Schroeder und Fladung, 2014; Schroeder et al.,
2017). Zur zusatzlichen ldentifizierung von cp-Regionen
mit SNPs und groBen Insertions-Deletions-Polymorphis-
men (Indels) haben wir erst kirzlich das gesamte cpDNA-
Genom von P. tremula sequenziert und mit anderen Pappel-
artenverglichen (Kersten etal., 2016). Durch die Anwendung
von cp- und/oder mt-SNP-Marker kénnen Informationen
Uber den miutterlichen Partner in einer Pappelkreuzung
erhalten werden. Kern-DNA-Marker sind wichtig, um den
véterlichen Anteil zu bestimmen und damit Hybriden zu
identifizieren. Das Ziel dieser Studie ist es, die praktische
Anwendbarkeit der cp- und Kern-SNP-Marker zur Differen-
zierung von 19 in der Ziichtung am haufigsten verwende-
ten Pappelarten in einem ,Proof-of-Concept”-Ansatz zu tes-
ten. Dazu wird zunachst mit einem Satz von vier cp-Markern
der mitterliche Elternteil einer Hybride bestimmt. Darauf
folgt in einem zweiten Schritt mit einem Satz von sechs
nukledren Markern die ldentifizierung des maénnlichen
Kreuzungspartners.

2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial

Das fir eine DNA-Isolierung verwendete Blattmaterial
stammt entweder von Pappeln aus dem Arboretum des
Thinen-Instituts fir Forstgenetik (GroBhansdorf, Deutsch-
land) oder wurde freundlicherweise von Kollegen zur Verfi-
gung gestellt (Schroeder et al., 2012; Schroeder und Fladung,
2014; Schroeder et al., 2017).

2.2  Getestete cp- und Kernregionen

Aus den in Schroder et al. (2012) und Schroeder und Fladung
(2014) beschriebenen und getesteten 40 cp-Regionen wur-
den vier intergenische Spacer flr die Entwicklung von cp-
SNP-Markern ausgewahlt (trnH_psbA, psbK_psbl, rpoC2_
rpoC1 und trnV_atpE; Schroeder et al., 2017). Zusatzlich zu
den cp-SNPs wurden Indels in sechs cp-Regionen mit in die
Untersuchungen einbezogen (psbA_matK, rps4_trnL, rps2_
rpoC2, trnC_petN, psaA_ycfi3 und psbE_ petl, Tabelle 1;
Schroeder et al., 2017).

Aus dem Kerngenom wurden die folgenden Gene/
Introns fiir die Entwicklung von SNP-Markern ausgewahlt:
Gibberellinsdure 20-Oxidase (GA200x), ein Intron des Gens
der Klasse 1 KNOTTED3-like Homeobox (KNOX3-int2), das
Meristem-ldentifikationsgen FLORICAULA/LEAFY (LFY) und
der Transkriptionsfaktor ~TEOSINTE BRANCHED (TB1)
(Tabelle 2; Schroeder et al,, 2017).



H. Schroeder, B. Kersten, M. Fladung - Landbauforsch - Appl Agric Forestry Res - 1/2 2018 (68)27-34

29

Tabelle 1
Zusammenstellung der Primer und PCR-Bedingungen fiir cp-Regionen zur Identifizierung des mitterlichen Kreuzungs-
partners von Pappelhybriden

Region Primer Name Sequenz (5'-3’) oder Referenz Ta(°C)

trnH_psbA trnHf Sang et al., 1997 367 58
psbAr

psbK_psbl 4a_f Schroeder et al., 2012 434 55
4b_r

rpoC2_rpoC1 8a_f Schroeder et al., 2012 533 60
8b_r

trnV_atpE 12a_f Schroeder et al., 2012 740 58
12b_r

psbA_matK la_f Schroeder et al., 2012 866 58
1b_r

rps4_trnL rps4f Holtken et al., 2012 821 60
trnLr

rps2_rpoC2 7a_f Schroeder et al., 2012 524 58
7b_r

trnC_petN trnCf CCAGTTCAAATCCGGGTGTCGC 444 58
petNr GCAGCCCAAGCGAGACTTACTAT

psaA_ycf13 psaAf Holtken et al., 2012 782 58
ycf13r

psbE_petl indel3_f TTCTTTGAATGAAGTTATACAACAC 283 55
indel3_r GATACGAAGATAAGCAAAAATACC

Die Spalte,Lange” gibt die Fragmentldnge in Basenpaaren fiir P. trichocarpa an.
Abkirzungen in den Primernamen: f = forward; r = reverse. Ta = Annealing-Temperatur in der PCR.

Tabelle 2

Zusammenstellung der Primer und PCR-Bedingungen fiir die Kernregionen zur ldentifizierung des vaterlichen Kreuzungs-

partners von Pappelhybriden

Region Primer Name Sequenz (5'-3’) oder Referenz Lange Ta(°C)
GA200x #471_f ATAGATTGCATCAAAACC 1.688 52
#743_r TTAATTACCAGATCTATGGACATAAAT
GA20_for4 TAATGAGGCTCAACTACTACC 202 54
GA20_rev5 CTTACCATGAAGGTGTCACC
KNOX KNOX_int2for4 TGGAGGACTACAATCAAATGAG 982 52
KNOX3_int2rev2 TGAGATCATTACAGGCGTG
KNOX3_int2f CCAAACAATTAACCAGCAGC 187 52
KNOX3_int2rev4 GCTACTGAAATGAATTTAATTTGA
LEAFY LFY_for2 TACTCTTGATGCTCTCTCCCAAG 263 53
LFY_rev2 CTTGAACTAAATTCCATATATAAG
#474 ¢ TTGCTGTACTGGCTCCTCAGA 633 53
TB1 TB1_f CTAACCATACCATGATTGCA 461 53
TB1_rev2 TATGGATCTTGCTGTGCCT
TB1_rev6 GGTCATGAGAATTGAAATGGAG 1.369 53
TB1_for2
(kombiniert mit revé) GTTTCAGGCATCAAGCTG 675 53

Die Spalte,,Lange” gibt die Fragmentldnge in Basenpaaren fir P. trichocarpa an.

Abkirzungen in den Primernamen: f, for = forward; r, rev = reverse. Ta = Annealing-Temperatur in der PCR.

2.3 DNA Extraktion und PCR-Analyse

Die genomische DNA wurde aus 1cm’ eines in flissigem
Stickstoff tiefgefrorenen Blattes nach einem modifizierten
Alkyltrimethylammoniumbromid (ATMAB) -Protokoll (Dumo-
lin et al, 1995) extrahiert (Schroeder et al, 2017). Die

Zusammensetzung der PCR-Reaktionen, die PCR-Bedingun-
gen sowie die Durchfiihrung der Agarose-Gelelektrophore-
se, einschlieBlich des Anfarbens der aufgetrennten Amplifi-
kationsprodukte bzw. die Anwendung auf einem
Kapillar-Sequenzierer, sind in Schroeder et al. (2017), die
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Durchfiihrung der Auftrennung auf Polyacrylamid-Gelen in
Schroeder et al. (2012) beschrieben.

2.4  Sanger Sequenzierung und PCR-RFLP

Fir die Sequenzierung wurden 15 pl des PCR-Produkts entwe-
der mit 5l einer 4 M Lithiumchloridlésung oder mit dem Kit
“High Pure PCR Product Purification” (Roche, Mannheim,
Deutschland) gereinigt. Die Sanger Sequenzierung wurde von
StarSEQ (Mainz, Deutschland) durchgefiihrt. Mit den in Tabelle
1 angegebenen neun cp- (ohne psbE_petl) Primerkombinatio-
nen wurden PCR-Amplikons bei bis zu fiinf Individuen (soweit
verfuigbar) pro Pappelart generiert und sequenziert. Fir die
cp-Region psbE_petlL war nur ein langes Indel charakteristisch,
dessen Anwesenheit durch PCR und Agarose-Gelelektropho-
rese bestimmt werden konnte. Die Kernregionen wurden von
allen 19 Pappelarten, bei bis zu fiinf Individuen, soweit verfiig-
bar, unter Verwendung der neun in Tabelle 2 aufgefiihrten Pri-
merkombinationen amplifiziert und sequenziert. Die erhalte-
nen Sequenzen wurden unter Anwendung der Software
SegMan (Version 7.1.0, DNASTAR, Madison, WI, USA) oder
Sequencher 4.9 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA)
in Hinblick auf das Vorhandensein potentieller artspezifischer
SNPs und Indels ausgewertet. Positionen mit divergierenden
Sequenzen wurden unter Verwendung der Software NEBcut-
ter (Version 2.0, New England BioLabs Inc., Ipswich, MA, USA)
auf das mogliche Vorhandensein einer Schnittstelle von
Restriktionsenzymen hin iberprift.

Fur die Analyse von Restriktionsfragmentlangen-Poly-
morphismen (PCR-RFLPs) wurden 10 ul des PCR-Amplifikates
mit zwei Units des jeweiligen Restriktionsenzyms in einem
Gesamtvolumen von 20l Restriktionsenzympuffer gemaR
den Angaben der Hersteller (MBI Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland; New England BioLabs Inc., Ipswich, MA, USA)
verdaut. Die Agarose-Gelelektrophorese und das Anfarben
der aufgetrennten Restriktionsprodukte wurden wie in
Schroeder et al. (2017) beschrieben durchgefihrt.

Die im Folgenden angegebenen Fragmentldngen ent-
sprechen den sequenzierten Langen, die von den auf einem
Kapillar-Sequenzierer angezeigten abweichen kénnen.

3 Ergebnisse und Diskussion

Nach Eckenwalder (1996) werden 29 Pappelarten unterschie-
den, die in sechs Sektionen eingeteilt werden. Wir haben in
unseren Untersuchungen neun cp- und vier Kernmarker zur
Identifizierung/Differenzierung fiir 19 Arten aus fiinf Sektio-
nen entwickelt und auf ihre praktische Anwendbarkeit hin
getestet. Die Kenntnis der Pappelart ist sowohl fiir ziichteri-
sche Aktivitdten als auch fiir die spétere Sortenregistrierung
notwendig. Allerdings muss im Folgenden beriicksichtigt
werden, dass fiir finf der untersuchten Arten (P. cathayana, P.
ussuriensis, P. szechuanica, P. wilsonii, P. euphratica) nur jeweils
ein Individuum in die Analysen einbezogen werden konnte
(Tabelle 3). Fur diese Arten muss die Verwendung des Begriffs
“artspezifische” Marker als vorldufig angesehen werden. In
weiteren Untersuchungen werden wir versuchen, die Anzahl
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der Individuen zu erhéhen, um die Verwendbarkeit der Mar-
ker auch fiir diese Arten zu belegen.

3.1 Variationen in Chloroplasten- und Kern-
regionen

Fir die genannten neun cp-Regionen (Tabelle 1; ohne psbE_
petl) wurden fiir alle untersuchten 19 Pappelarten nach PCR-
Reaktion Amplifikationsprodukte erhalten. Alle erhaltenen
Sequenzen (Schroeder et al., 2012; Schroeder und Fladung,
2014; Schroeder et al., 2017) wurden in Hinblick auf SNPs und
Indels hin Gberpriift. Die Anzahl der SNPs und Indels variierte
fur die verschiedenen Arten, wobei die hochste Anzahl an
SNPs und Indels fir P. tremuloides identifiziert werden konnte
(Tabelle 3). Bei 14 Arten wurden artspezifische SNPs und/
oder Indels identifiziert, die sich in acht Arten mit geeigneten
Restriktionsenzymen in PCR-RFLP-Tests untersuchen lassen
(Tabelle 3). Alle SNPs und Indels wurden bei allen verfligba-
ren Individuen einer Art validiert. An der Indelposition in der
Region psbE_petl zeigte nur P. tremula eine 99 (bp) grofRe
Deletion.

Mit allen vier nukledren Primerkombinationen (Tabelle 2)
konnten fiir die 19 Pappelarten erfolgreich PCR-Amplikons
generiert werden. Nach Auswertung der Sequenzen
(Schroeder et al, 2012; Schroeder und Fladung, 2014;
Schroeder et al., 2017) wurden zwischen 119 (P. alba) und
17 NPs (P. cathayana) identifiziert. Fiir alle auBBer drei Pappel-
arten konnten artspezifische SNPs und/oder Indels identifi-
ziert werden, wobei fiir 10 Arten die SNP-ldentifizierung mit
Restriktionsenzymen in einfachen PCR-RFLP-Analysen mdg-
lich war (Tabelle 4).

Die Anzahl der SNPs und Indels variierte auch unter
Berlicksichtigung der unterschiedlichen Individuenzahlen
zwischen den 19 Arten betrachtlich. Es wurden alle die SNPs
und Indels als Variationen gezahlt, die sich von homologen
P. trichocarpa-Sequenzen unterschieden. Auffallend ist die
hohe Anzahl an SNPs und Indels bei P. tremuloides, obwohl fiir
diese Art nicht die meisten Individuen (21) getestet wurden.
Auf der anderen Seite zeigt P. balsamifera mit 18 getesteten
Individuen eine erstaunlich geringe Anzahl an Variationen.

3.2 Anwendbarkeit der molekularen Marker
Fir die Anwendung der oben beschriebenen genetischen
cp- und Kernmarker fiir die Identifikation von Pappelarten
sind verschiedene Voraussetzungen denkbar:

i. Es liegen detaillierte Informationen Uber eine Art vor: ein
Test soll die Angaben zur Artzugehorigkeit validieren (3.2.1).
ii. Es sind keine Informationen Uber eine Art verfigbar: ein
Verfahren mittels schrittweisem Ausschluss von Pap-
pelarten wird fiir die Identifizierung des mutterlichen (3.2.2)
und vaterlichen Elternteils der Hybride (3.2.3) angewendet.

3.2.1 Einzelne Marker fiir die Artidentifikation
Fir den Nachweis der angegebenen Artzugehdrigkeit kon-
nen die in den Tabellen 3 und 4 aufgefiihrten artspezifischen
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Tabelle 3
Ubersicht tiber die Gesamtzahl der gefundenen SNPs und Indels in den cp-Regionen, von artspezifischen SNPs und Indels
sowie zugehdrigen Restriktionsenzymen zur Verwendung in PCR-RFLPs in neun cp-Regionen (ohne psbE_petL)

Pappelart SNPs/Indels Artspezifische SNPs/Indels Restriktionsenzym Anzahl verfiigbarer
Individuen
P.alba? 22/3 2/2 2 5-13
P tremula® 28/6 9/3 1 5
P. tremuloides * 40/9 17/7 4 5-21
P. adenopoda® (P. x tomentosa') 19/5 1/3 1 545
P. grandidentata?® 26/12 4/7 3 32
P. nigra® 28/5 5/2 2 5-12
P. deltoides® 12/3 2/1 0 5-14
P. fremontii® 14/7 3/5 1 5-16
P trichocarpa - 41 1 5
P. maximowiczii © 13/4 0/2 0 3-9
P. cathayana© 12/3 0/0 0 1
P. koreana 12/3 0/0 0 3
P. ussuriensis © 12/3 0/0 0 1
P. simonii © 25/2 1/0 0 5
P. szechuanica 24/3 0/0 0 1
P. balsamifera 11/5 1/2 0 18
P. wilsonii ¢ 17/2 3/2 0 1
P. lasiocarpa ¢ 21/3 0/0 0 2
P. euphratica ¢ 22/7 7/4 0 1

Alle Nukleotidvariationen, die sich von P. trichocarpa unterscheiden, werden als SNPs/Indel gezahlt. Die Anzahl der Individuen pro Pappelart, die fir die
Markervalidierung verwendet wurden, ist ebenfalls angegeben. Diese Anzahl ist innerhalb der Arten zum Teil unterschiedlich, da fiir einzelne Marker unter-
schiedliche Anzahlen an Individuen fiir die Validierung verwendet wurden.

Sektionen: ? Populus, ®Aigeiros, “Tacamahaca, “Leucoides, ¢ Turanga, 'P. x tomentosa = P. adenopoda x P. alba

Tabelle 4
Ubersicht tiber die Gesamtzahl der gefundenen SNPs und Indels in vier Kernregionen, artspezifische SNPs und Indels sowie
zugehorige Restriktionsenzymen zur Verwendung in PCR-RFLPs

Pappelart SNPs/Indels Artspezifische SNPs/Indels Restriktionsenzym Anzahl verfiigbarer
Individuen
P.alba? 119/14 13/4 2 6
P.tremula® 107/12 8/0 1 5
P. tremuloides 113/10 8/0 0 4-6
P. adenopoda ** (P. x tomentosa) 35/3 1/0 0 3-5
P. grandidentata >* 36/4 3/2 1 5-32
P. nigra® 53/12 17/1 4 4-6
P. deltoide s® 48/11 18/0 3 4-5
P. fremontii '® 23/0 6/0 0 10
P. trichocarpa © - 7/0 2 5-7
P. maximowiczii © 52/11 4/0 0 4-6
P. cathayana © 17/0 1/0 1 1
P. koreana 36/6 1/0 0 3
P. ussuriensis 28/6 0/0 0 1
P. simonii © 49/10 7/3 2 3
P. szechuanica 32/4 2/0 1 1
P. balsamifera 27/7 1/0 0 3-18
P. wilsonii ¢ 35/4 3/0 1 1
P. lasiocarpa ¢ 9/0 1/0 1 2
P. euphratica ** 14/2 6/1 2 1

Alle Nukleotidvariationen, die sich von P. trichocarpa unterscheiden, werden als SNPs/Indel gezahlt. Die Anzahl der Individuen pro Pappelart, die fiir die
Markervalidierung verwendet wurden, ist ebenfalls angegeben. Die Anzahl der Individuen pro Pappelart, die fir die Markervalidierung verwendet werden,
ist ebenfalls angegeben.

"Nur Daten fiir KNOX enthalten. 2Nur Daten fiir KNOX und TB1 enthalten.
Sektionen: Populus, ®Aigeiros, Tacamahaca, ‘Leucoides, ¢ Turanga, ' P. x tomentosa = P. adenopoda x P. alba
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SNPs und Indels herangezogen werden. In der Tabelle 5 sind
die routinemaBig verwendeten und jeweils fiir die Artbe-
stimmung zuverldssigsten SNP- und Indel-Marker zusam-
mengefasst. Ebenfalls in dieser Tabelle sind detaillierte Infor-
mationen zu den Fragmentgréfen nach Verdau mit dem
jeweiligen Restriktionsenzym fiir eine einfache Anwendung
auf Agarosegelen aufgefiihrt.

3.2.2 Ausschlussverfahren fiir das cp-Indel
Marker Set

Eine Kombination von vier cp-Indelmarkern erlaubt die Dif-
ferenzierung von bis zu 16 der 19 Pappelarten durch ein Aus-
schlussverfahren (Abbildung 1). Das Set der vier cp-Indel-
marker kann sehr effizient in einem Multiplex-Ansatz auf
einem ABI3730 Kapillar-Sequenzierer angewendet werden
(Schroeder et al., 2017). Dieses Verfahren ist aber auch fir
Laboratorien ohne Kapillar-Sequenzierer anwendbar, da die
unterschiedlichen Fragmentlangen auch auf Polyacrylamid-
gelen sichtbar gemacht werden kénnen. Trotz teilweise nur
einem (bp) Unterschied in den Indels ist die Unterscheidung
auf einem PAA-Gel unter Einbeziehung von Referenzproben
sicher moglich.

In der ersten PCR (psbA_matK) kbnnen bereits vier Arten
anhand unterschiedlicher Fragmentlangen identifiziert wer-
den: P. alba (alb), P. nigra (nig), P. adenopoda (aden) und
P. euphratica (eup). Die verbleibenden Arten konnen in zwei
Gruppen unterteilt werden. Nach der zweiten PCR (rps4_
trnL) kann P. tremula (tre) ausgeschlossen werden, und die
tibrigen Arten werden nun in finf verschiedene Gruppen
eingeteilt. Die 3. PCR (rps2_rpoC2) erlaubt eine Identifizie-
rung von neun weiteren Spezies: P. balsamifera (bal),

Tabelle 5
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P. szechuanica (sze), P. wilsonii (wil), P maximowiczii (max),
P. tremuloides (tro), P. trichocarpa (tri), P. fremontii (fre), P. gran-
didentata (gra) und P. deltoides (del). Schlie3lich fiihrt die letz-
te PCR (trnC_petN) zur Differenzierung von P. simonii (sim) und
P. lasiocarpa (las), wenn sie Fragmentlangen von 445 (bp) bzw.
441 (bp) aufweisen. Falls Individuen beider Arten eine Frag-
mentldnge von 443 (bp) zeigen, konnen diese nicht differen-
ziert werden. Ebenfalls konnen die drei verbleibenden Arten,
P. koreana (kor), P. ussuriensis (uss) und P. cathayana (cath),
nicht durch cp-Marker unterschieden werden. Dickman und
Kuzovkina (2014) diskutieren bereits, ob es sich bei diesen
drei,Arten” um nur eine Art handeln konnte. Die hier prasen-
tierten Ergebnisse kdnnten ein weiterer Beleg dafiir sein.

3.2.3 Ausschlussverfahren fiir Kernmarker

Fir die Identifizierung von Pappelarten mit Kernmarkern fin-
det eine Kombination von flinf Regionen (= fiinf durchzufiih-
rende PCRs) mit 10 SNP- und zwei Indel-Markern Anwen-
dung, die es in einem Ausschlussverfahren erlaubt, 16 von 19
Pappelarten zu unterscheiden (Abbildung 2). In der ersten
PCR (TB1_for_rev2) konnen sechs Arten entweder durch die
unterschiedliche Lange des PCR-Amplifikats (Indel) oder
durch unterschiedliche Restriktionsstellen (SNPs) identifi-
ziert werden. Die verbleibenden Arten sind in drei Gruppen
unterteilt. In der zweiten PCR (KNOX_for_rev4) kann P. tricho-
carpa (tri) von P. balsamifera (bal) durch eine Restriktionsstel-
le getrennt werden und P. tremula (tre) von P. tremuloides (tro)
durch eine weitere Restriktionsstelle. Aus der dritten Gruppe
kann P. nigra (nig) durch einen weiteren SNP identifiziert wer-
den. Die dritte PCR (TB1_for2_rev6) dient der Identifizierung
von P.lasiocarpa (las) durch einen Restriktionsverdau und der

Anwendbare SNP- und Indel-Marker fiir den Nachweis der Artzugehdrigkeit. Auswahl von einfach anzuwendenden SNP-

und Indel-Markern zur Identifizierung von 16 Pappelarten

Pappelart Region Markertyp

P.alba trnH_psbA cp SNP

P. tremula rpoC2_rpoC1 cp SNP
psbE_petL cp Indel

P. tremuloides trnH_psbA cp SNP

P. adenopoda psbK_psbl cp SNP

P. grandidentata psbK_psbl cp SNP + Indel

P. nigra trnV_atpE cp SNP + Indel

P. deltoides TB1 nc SNP

P. fremontii trnH_psbA cp SNP

P. trichocarpa psbK_psbl cp SNP

P. maximowiczii psaA_ycf13 cp Indel

P. simonii GA200x nc SNP

P. szechuanica TB1 nc SNP

P. wilsonii trnH_psbA cp Indel

P. euphratica KNOX_int2 nc SNP

P. cathayana LFY nc SNP

P. lasiocarpa TB1 ncSNP

Restriktionsenzym Lange [bp] Referenz
Alw61l 139/228 1
Mis] 409/124 1
/ 283 (-99) 2
Dral 129/238 1
Asel 144/290 2
Dral 264/174 2
Apol 404/62/260 2
BseGl 194/481 2
Bsml 102/265 2
Taq| 78/209/49/43/214 2
/ (ca.790) + 22 2
CviKl 8/27/167 2
Afel 108/353 2
/ (367) +4 2
Bfal 64/223 2
CviAll 282/61/132/157 neu
Rsal 550/125 neu

Die Spalte ,Referenz” gibt wieder, ob die Marker bereits veroffentlicht oder neu entwickelt wurden (1: Schroeder et al., 2012; 2: Schroeder et al., 2017;

neu: in diesem Artikel).
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1. psbA_matK

1

=) 278 bp = alb, 293 bp = nig, 296 bp = aden, 329 bp = eup
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Abkiirzungen:
aden = P. adenopoda,
alb = P. alba,

l 279 bp = bal, sim, wil, las, sze, max, kor, uss, cath l l 287 bp = tre, tro, gra, tri, del,

bal = P. balsamifera,

fre l cath = P. cathayana,

|

del = P. deltoides,

eup = P. euphratica,
fre = P. fremontii,

gra = P. grandidentata,
kor = P. koreana,

4

l 248 bp = bal, sim, las l l 249 bp = sze, wil l l 256 bp = max, kor, uss, cath l l 249 bp = tro, tri, fre l l 250 bp = gra, del

max = P. maximowiczii,
nig = P. nigra,

L

3. rps2_rpoC2
302 bp = tri, 287 bp = fre, 273 bp = gra, 287 bp = del

l 327 bp = sim, las l l 289 bp = kor, uss, cath

2

ey 445 bp = sim, 441 bp = las

4. trnc _petN

l 443 bp = sim, las ‘ l 463 bp = kor, uss, cath ‘

Abbildung 1

Ausschlussverfahren fiir die Artbestimmung liber cp-Regionen:

nen zur Differenzierung von bis zu 16 von 19 Pappelarten

Auftrennung der Ubrigen Arten in zwei Gruppen durch eine
Indel/SNP Kombination. Die Differenzierung von P. deltoides
(del) und P. fremontii (fre) erfolgt Gber eine weitere PCR mit
GA200x_for5_#743 nach anschlieBendem Restriktionsver-
dau (Schritt 4 in Abbildung 2). In der letzten PCR (LFY_
for2_#474) fuhren schlie3lich zwei weitere SNPs mit Restrik-
tionsverdau zur ldentifizierung von P. wilsonii (wil) und
P. cathayana (cat). Es verbleiben P. maximowiczii (max),

1. TB1_for_rev2

[ CEVE AN E ) == 462 = eup, 463 = alb, 474 or 477 = sim, 468 and 477 bp = aden, 197/264 = sze

1

=y 287 bp =bal, 327 bp = sze, 302 bp = wil, 280 bp = max, 296 bp = tro,

sim = P. simonii,

sze = P. szechuanica,

tre = P. tremula,

tri = P. trichocarpa,

tro = P. tremuloides,

uss = P. ussuriensis,

wil = P. wilsonii.

Aus Schroeder et al. (2017).

Nach der vierten PCR ist die Differenzierung von P. simonii und

P. lasiocarpa moglich, wenn beide Arten unterschiedliche Fragment-
ldngen aufweisen (P. simonii: 445 bp und P. lasiocarpa: 441 bp).

Bei einer Fragmentlange von 443 bp kénnen beide Arten nicht
voneinander differenziert werden.

ein schrittweises Verfahren zur Nutzung von vier cp-Regio-

P. koreana (kor) und P. ussuriensis (uss) als nicht voneinander
unterscheidbar.

3.3  Schlussfolgerungen

Die Verwendbarkeit der cp-SNP-Marker sowie der cp-Indel
und Kernmarker fiir die Artidentifikation in einem Aus-
schlussverfahren konnte fiir eine Reihe von Pappelarten

Abkiirzungen:

aden = P. adenopoda,
alb = P. alba,

bal = P. balsamifera,
cath = P. cathayana,
del = P. deltoides,

| 162/299=tri, bal | | 91/82/109/190=tre,tro | | 80/82/299 = nig, del, fre,

eup = P. euphratica,

max, kor, uss, wil, cat, las fre = P. fremontii
. )

4 1

1 1

m —— 85/612/38 bp = nig
1

gra = P. grandidentata,
kor = P. koreana,

max = P. maximowiczii,
nig = P. nigra,

sim = P. simonii,

sze = P. szechuanica,
tre = P. tremula,

252/483 bp = tri 96/644 bp = tre

| 85/44/568/38 = del, fre,

" tri = P. trichocarpa
max, kor, uss, wil, cat, las ] pa,

252/327/156 bp = bal 735 = tro

"4

—
BETE — 550/125 = las
1

l 675 = max, kor, uss, wil, cat l

- —

~

SNP (C:

1)

SNP (Bfal) g

4. GA200x_for5_#743

tro = P. tremuloides,

uss = P. ussuriensis,

wil = P. wilsonii.

Modifiziert nach Schroeder et al. (2017).

35/303/36 = del Artkiirzel siehe Text.

35/104/199/36 = fre

5. LFY_for2_#474

282/61/132/157 = cat
292/98/242 = wil

| 83/209/98/242 = max, kor, uss |

Abbildung 2

Ausschlussverfahren fiir die Artbestimmung tiber Kernregionen: ein schrittweises Verfahren zur Nutzung von fiinf Kernregi-

onen zur Differenzierung von bis zu 16 von 19 Pappelarten
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erfolgreich gezeigt werden. Einzelne SNP-Marker, fir die ein
Restriktionsenzym gefunden werden konnte, kénnen leicht
liber PCR-RFLPs auf Agarosegelen eingesetzt werden. Die
Indel-Marker kénnen entweder auf Agarose (z.B. flir das lan-
ge Indel fir die Identifizierung von P. tremula) oder auf Poly-
acrylamidgelen (fur kiirzere Indels) sichtbar gemacht wer-
den. Unsere auf cp-Indel- und Kernmarkern basierende
Verfahren zum Ausschluss von Pappelarten kénnen somit in
allen Laboratorien zur Identifizierung von bis zu 16 Pappelar-
ten eingesetzt werden. Die Kombination von cp- und Kern-
markern ermdglicht die genetische Identifizierung der Arten
in Hybriden, wobei die Kernmarker beide Kreuzungspartner
identifizieren (ohne Kreuzungsrichtung) und die cp-Marker
den mitterlichen Teil spezifizieren und damit die Bestim-
mung der Kreuzungsrichtung erméglichen. Mittels Kombi-
nation von cp- und Kernmarkern ist es auch maglich, die
Genealogie komplexer Hybride aufzudecken, wie unlangst
gezeigt wurde (Schroeder et al., 2017).
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Zichtung und Evaluierung von Schwarz- und
Balsampappelklonen hinsichtlich Ertrag und
Blattrosttoleranz in vier FastWOOD Versuchs-

serien

Christina Fey*, Christoph Stiehm*, Martin Hofmann*, Matthias Moos*,
Helmut Grotehusmann*, Wilfried Steiner* und Alwin JanBen**

Zusammenfassung

Vorgestellt werden Ergebnisse aus Pappelklonpriifungen,
deren Material im Verbundprojekt FastWOOD speziell fiir die
Biomasseproduktion in Kurzumtriebsplantagen (KUP) selek-
tiert und teils neu geziichtet wurde. Seit 2010 wurden in vier
Versuchsserien insgesamt 16 Versuchsflichen zur Beobach-
tung im dreijdhrigen Rotationszyklus verteilt iber ganz
Deutschland angelegt. In den Serien wurden 110 Klone aus
Arten und Hybriden der Sektionen Aigeiros und Tacamahaca
zusammen mit einem Set von bis zu 12 Standardklonen
getestet. Beobachtet werden neben dem Hauptmerkmal
Biomasseleistung weitere, fiir den erfolgreichen Betrieb
einer KUP wichtige Parameter. Hierzu zéhlen besonders Tole-
ranzeigenschaften gegeniiber Pflanzenpathogenen, wie
dem Erreger des Pappelblattrosts Melampsora larici-populi-
na. Die Versuchsflachen der ersten Serien 603 und 604 wur-
den bereits Uber zwei Rotationszyklen hinweg beobachtet.
Sie zeigen im Mittel deutliche Ertragszunahmen von der ers-
ten zur zweiten Rotation. Zahlreiche Klone haben tber beide
Umtriebszeiten hinweg ihre Uberlegenheit zur Kontrolle,
dem bewdhrten Klon ‘Max 1/ bewiesen. Auch die Toleranzei-
genschaften dieser wiichsigen Klone gegentber dem Pap-
pelblattrost Melampsora larici-populina zeigten sich im Ver-
gleich zum jeweiligen Serienmittel und auch zu ,Max 1* als
teilweise deutlich besser. Uber alle Serien hinweg sind der
tiberwiegende Teil dieser tiberlegenen Klone Balsampappel-
hybriden aus der Kreuzungskombination P. maximowiczii x
P. trichocarpa. In der jliingsten Serie 606 ergaben sich bereits
in der ersten Rotation mit einem Mittel von 6,14 t,,, ha™ a™
deutlich Uberdurchschnittliche Biomasseertrdge im Ver-
gleich aller Serien.

Abstract

Breeding and Evaluation of Black and
Balsam Poplar Clones regarding Yield
and Tolerance to Leaf Rust in four
FastWOOD Trial Series

Results from poplar clone trials containing material selected
and bred within the FastWOOD joint research project for the
purpose of biomass production in short rotation coppice
(SRC) are presented. Since 2010 within four trial series an
overall number of 16 trial sites managed in three year long
rotation cycles were established covering the area of Germa-
ny. In these series 110 clones from species and hybrids from
the poplar sections Aigeiros and Tacamahaca were tested
together with a set of up to 12 standard clones. Besides bio-
mass yield additional parameters that are important for a
successful cultivation of SRC were observed. These include
especially the susceptibility to plant pathogens like the pop-
lar leaf rust Melampsora larici-populina. Trial sites from the
first two series 603 and 604 have already been surveyed dur-
ing two rotation cycles. A considerable increase in yield from
the first to the second rotation was monitored. Multiple
clones have shown a superior performance regarding yield
within both rotations towards the proven and tested con-
trol-clone ‘Max 1" Furthermore the tolerance properties of
these high yielding clones against the leaf rust Melampsora
larici-populina proved to be better than the overall series
average and ‘Max 1. Combining all series most superior
clones are balsam poplar hybrids from the crossing of P. max-
imowiczii x P. trichocarpa. The most recent established trial
series 606 produced a mean vyield of 6,14 t,,, ha' a” within

atro

Schliisselworter:  Forstpflanzenziichtung, Populus spp.,  the first rotation cycle which is clearly above average in com-

Kurzumtriebsplantage, ~ Standortleistung, — Ertragsdynamik,  parison with the older series.

Melampsora larici-populina, Blattrosttoleranz
Keywords: Forest Tree Breeding, Populus spp., Short Rotation
Coppice, Site productivity, Yield dynamic, Melampsora
larici-populina, Leaf Rust Tolerance
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1 Einleitung

Ihr starkes Jugendwachstum und die Fahigkeit zum Stock-
ausschlag machen Pappeln und Weiden besonders interes-
sant fur die Produktion von Energiehackschnitzeln in kur-
zen Umtriebszeiten. Dabei werden bestimmte Arten und
Arthybriden Uber Steckhdlzer vermehrt und auf landwirt-
schaftlichen Standorten in 3- bis 4-jahrigen Ernteinterval-
len bewirtschaftet. Sofern die Holzernte im Winterhalbjahr
erfolgt, garantieren vitale Stockausschldge eine Bewirt-
schaftungsdauer von mindestens 30 bis 40 Jahren. Feld-
hackschnitzel aus landwirtschaftlichen Kurzumtriebsplan-
tagen kénnen eine sinnvolle Ergdnzung zu den zunehmend
stark nachgefragten Energieholzsortimenten aus dem
Wald sein. Das Anbauverfahren weist Parallelen zum Nie-
derwald auf, der sich in einigen Mittelgebirgslagen
Deutschlands bis heute erhalten hat. Auch im Niederwald
nutzt man die Féhigkeit bestimmter Baumarten zum Stock-
ausschlag.

Durch die vegetative Vermehrung leistungsfahiger Klone
iber Steckhdlzer entstehen genetisch einheitliche Bestande,
in denen der Ziichtungsfortschritt in vollem Umfang nutzbar
wird. In der Klonauswahl liegt deshalb der Schliissel fir
wuchsfreudige und gesunde Plantagen und damit fiir den
Erfolg dieser modernen Niederwaldwirtschaft.

Im Verbundvorhaben FastWOOD (Teilprojekt 1, TP1)
stehen leistungs- und resistenzorientierte Neuziichtungen
von Pappel- und Weidenhybriden im Vordergrund. Im Rah-
men des Verbundvorhabens wurde die genetische Basis des
fir den Anbau auf Kurzumtriebsplantagen zur Verfligung
stehenden Vermehrungsguts deutlich erweitert.

Die Abteilung Waldgenressourcen der NW-FVA wurde
mit der Koordination des Gesamtvorhabens betraut und
bearbeitete ein Teilvorhaben mit dem Ziel, fiir die Erzeugung
von Biomasse im Kurzumtrieb geeignete Schwarz- und Bal-
sampappeln- sowie Weiden-Sorten zu ziichten. Dabei sollten
neben konventionellen Ansdtzen und bereits vorliegenden

Tabelle 1
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Erfahrungen neue Methoden erprobt und genutzt werden.
Zur Erzeugung geeigneter Sorten wurde die Elternbasis
erweitert und inter- sowie intraspezifische Kreuzungen
durchgefihrt.

Mit den neu geziichteten Klonen wurden Versuchsfla-
chen angelegt. Eine Charakterisierung der Genotypen erfolg-
te mittels molekulargenetischer Marker zur Klonidentifizie-
rung. Weiterhin wurden die innerhalb des Projektes zu
prifenden Klone auf ihre Widerstandsfahigkeit gegeniiber
biotischen Krankheitserregern getestet. Insbesondere die
Toleranz gegeniiber dem Erreger des Pappelblattrostes,
Melampsora larici-populina, war ein wichtiges Selektions-
merkmal.

Inzwischen wurden zwei fiir die Biomasseproduktion im
kurzen Umtrieb geeignete Schwarz- und Balsampappelklone
nach den Vorschriften des Forstvermehrungsgutgesetzes
(FOVG, 2002) in der Kategorie ,Geprift” zugelassen. Fir wei-
tere 13 Klone hat der Sachverstdandigenbeirat fir gepriiftes
Vermehrungsgut eine Empfehlung zur Zulassung ausge-
sprochen.

Der folgende Beitrag stellt die Hauptergebnisse des Teil-
vorhabens 1 ,Evaluierung, Ziichtung, genetische Charakteri-
sierung sowie Leistungs-, Resistenz- und Anbauprifung von
Schwarz- und Balsampappeln und Weiden” (Forderkennzei-
chen: 22000414) mit Fokus auf die Pappelziichtung vor und
gibt eine Einschdtzung des verbesserten Anbauwerts der
Neuziichtungen aus dem Projekt.

2 Material und Methoden

2.1 Ziichtungsprogramm FastWOOD TP1

Das Zichtungsprogramm im Teilprojekt 1 (TP 1) von Fast-
WOOD umfasst in drei Projektphasen (FW | bis FW Ill) acht
Zichtungsjahrgange. Aus Vorarbeiten der Abteilung Wald-
genressourcen der NW-FVA gehen vor Beginn des Verbund-
projektes zwei Kreuzungsjahrgange hervor. Tabelle 1 enthalt

Ubersicht tiber das Kreuzungsprogramm im FastWOOD TP1 nach Projektphasen und Ziichtungsjahrgangen

Projektphase Jahr 2 d Kreuzungen
NW- FVA 2007 12 12 35
2008 9 9 71
FastWwOOD | 2009 29 18 86
2010 18 10 54
2011 16 16 45
FastWOOD I 2012 22 17 48
2013 22 19 69
2014 17 9 47
FastwOOD lll 2015 13 13 34
2016 6 2 24
2017 = = =
Gesamt 164 125 513

VP =Vorprifung
" Nachkommen plus zusatzlich evaluierte Altklone

Nachkommen- Nachkommen VP1 VP2
schaften

35 17.493 456 405

18 89 150 ' 52

40 4.902 452 228

32 2.887 95 30

25 2952 287 287

14 2.300 157 137

37 1.850 189 15

17 1.080 181 15

8 1.110 43 43

2 43 10 10

228 34.706 1.870 1.222
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einen Uberblick {iber die Gesamtanzahl der erfolgten Kreu-
zungen.

In der Begriffsverwendung wird im Folgenden wie bei Grote-
husmann et al. (2015, 2017) verfahren. Als Klon wird allge-
mein ein vegetativ vermehrter Genotyp verstanden. Mit dem
Begriff Sorte werden nach FoVG oder Sortenschutzgesetz
zugelassene und mit einem Namen versehene Klone
bezeichnet.

Die Abteilung Waldgenressourcen der Nordwestdeut-
schen Forstlichen Versuchsanstalt besitzt die dlteste und
umfangreichste deutsche Klonsammlung der Gattung
Populus mit insgesamt fast 1.800 Klonen in Populeten,
Sortenschauen und ehemaligen Versuchsflachen. Die Klone
wurden nach eingehender Bewertung entweder fiir eine
direkte Prifung auf Kurzumtriebseignung ausgewahlt
(Serie 603), oder als Elternbdume bei den gezielten
Kreuzungen (Serien 605 und 606) verwendet. Auch freie
Abbliten von vielversprechenden oder bereits bewahrten
Elternbdumen (Serie 604) wurden in die Priifung mit ein-
bezogen. Nach Elternschaftsanalysen konnten bei einem
GrofBteil dieser Nachkommen die Véter mittels genetischer
Analysen zugeordnet werden. In allen vier Serien konnte
bei sechs Individuen keine Zuordnung der Véter erfolgen,
diese sind weiterhin als freie Abbliite bezeichnet. Durch
intensive Kontaktpflege mit Instituten in Kanada, den USA
und der Volksrepublik China konnten frische Pollen
erhalten und in gelenkte Kreuzungen mit einbezogen
werden. Die zur Erweiterung der Materialbasis verwen-
deten Kreuzungspartner wurden prioritdr nach ihrer
Eignung fir den Kurzumtrieb ausgewahlt. Es wurden
sowohl inter- als auch intrasektionelle Kreuzungen durch-
gefiihrt. Flr jede Kreuzungsserie wurden im Frihjahr
sowohl méannliche als auch weibliche Bliihreiser mit Hilfe
einer Hebebiihne oder mit einer mittels Armbrust liber die
abzusidgenden Aste beférderten Sagekette (JanBen et al.,
1992) geerntet. Die weiblichen Bliihreiser wurden zunachst
nach einem Verfahren der Universitdét von Minnesota
bewurzelt (McMahon et al., 2011), da nur so eine ausrei-
chende Nahrstoffversorgung der Friichte und somit das
vollstdndige Ausreifen der Samen gewahrleistet wird. Die
Reifung der mannlichen Bliiten erfolgte in Vasen mit
Wasser. Insgesamt standen der NW-FVA zur Durchfiihrung
der gezielten Kreuzungen bis zu 34 Kreuzungskabinen zur
Verfiigung. Nach Wurzelausbildung und vor Bliitenéffnung
wurden die weiblichen Bliihreiser auf die Kabinen verteilt,
die jeweils einem Pollenspender zugeordnet wurden.
Die Bestaubung der weiblichen Bliten mit dem gesammel-
ten Pollen fand iber die gesamte Blitezeit hinweg einmal
taglich mit Hilfe eines Pinsels statt. Die hieraus gewonnen
Nachkommen wurden bereits im Jahr der Kreuzung in
Beetkasten gepflanzt und hinsichtlich ihrer Wuchseigen-
schaften und Rosttoleranz evaluiert. Die selektierten Indivi-
duen wurden verklont und in zwei weiteren Vorpriifungen
einer Auswahl unterzogen. Die vielversprechendsten
Klone wurden in Feldversuchen zur Anbauprifungen
getestet. Weitere Details zum Verfahren der gelenkten
Kreuzungen mit Pappeln an der NW-FVA finden sich bei
Borschel et al. (2015).
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2.2  Versuchsserien im FastWOOD TP1

2.2.1 Versuchsfldchen

Um verldssliche Aussagen Uber das Ertragsniveau und die
Rosttoleranz der Klone zu erhalten, wurden die Feldversuche
als Versuchsserien angelegt, die mehrere Versuchsflichen
auf unterschiedlichen Standorten nach einheitlichem Muster
und mit gleichem Priifgliedsatz beinhalten. Die Feldversuche
wurden nach Vorgaben des forstgenetischen Versuchswe-
sens und in Ausrichtung nach Bewirtschaftungsbedingun-
gen der Praxis angelegt.

Tabelle 2 enthilt einen Uberblick Giber die Klone, die in
den vier Versuchsserien im Feldanbau gepriift wurden. Es
wurden vorrangig inter- und intraspezifische Kreuzungen
der Sektionen Tacamahaca und Aigeiros vorgenommen.

Bei der Serie 603 handelt es sich (iberwiegend um Kreu-
zungen aus den Jahren 1985 bis 1990. Diese konnten zum Teil
aus dem Ziichtungsprogramm des Forschungsinstitutes fir
schnellwachsende Baumarten tibernommen werden. Die Ver-
suchsserie 604 beinhaltet weitgehend Nachkommen aus frei-
er Abbliite von Mutterbdumen in Populeten aus dem Sachge-
biet Erhaltung forstlicher Genressourcen der Abteilung
Waldgenressourcen. Die Versuchsserien 605 und 606 enthal-
ten erstmalig Gberwiegend Genotypen aus gelenkten Kreu-
zungen. Uber alle Serien hinweg stellen Hybriden der inter-
spezifischen Kreuzungen von P. maximowiczii X P. trichocarpa
den groBten Anteil dar. In Serie 603 ist zudem eine groB3ere
Anzahl von reinen P, trichocarpa Klonen gepriift worden. In der
Versuchsserie 606 sind von quantitativer Bedeutung noch die
Kreuzungen P. trichocarpa x P. maximowiczii hervorzuheben.
Klone mit Namen, also Sorten, die in den Kreuzungskombina-
tionen enthalten sind, sind in Tabelle 2 separat aufgelistet.
Hierzu zdhlen Altklone und Sorten, die im Praxisanbau weit
verbreitet sind (Erhebung zur Versorgungssituation von forst-
lichem Vermehrungsgut im Bundesgebiet, 2018). Es handelt
sich mit ‘Max 1; ‘Hybride 275" und ‘AF2" um den Prifgliedsatz,
der im ProLoc Verbundvorhaben auf 54 Versuchsflaichen
getestet wurde (Amthauer Gallardo, 2014; Janf3en et al., 2017).
Grotehusmann et al. (2015, 2017) geben eine Ubersicht tiber
die Priifung der Serien 603 und 604 sowie die Evaluierung der
einzelnen Priifglieder. Als Kontrollgruppe wurden in den Aus-
wertungen von Grotehusmann et al. (2017) stets ‘Hybride 275’
und ‘Max 1’verwendet. Da‘’Max 1'im Praxisanbau den am wei-
testen verbreiteten Klon darstellt, wird in dieser Arbeit aus-
schlieBlich ‘Max 1'als Kontrolle verwendet.

Die Verteilung der Versuchsflachen sollte ein moglichst
breites standortliches Spektrum mit verschiedenen Boden-
und Klimaeigenschaften abdecken. Daher wurden die Fl&-
chen liber das gesamte Bundesgebiet verteilt (Abbildung 1)
in sieben Bundeslandern angelegt.

In den vier Versuchsserien sind insgesamt 16 Versuchsfla-
chen enthalten. Die Klimacharakteristika reichen von kisten-
nahen Standorten mit atlantisch gepréagtem Klima, atlan-
tisch-kontinental und kontinental gepragten Standorten mit
unterschiedlichen Niederschlagsmengen Uber Mittelge-
birgsstandorte mit rauem Klima und subkontinental beein-
flussten Lagen bis hin zum feucht-warmen Klima des Ober-
rheingrabens.
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Tabelle 2
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Ubersicht tiber die Verteilung von Priifgliedern (PG) auf die Versuchsserien sowie die Kreuzungskombination (KK) und Zuge-

horigkeit von bekannten Sorten (Altklone)

Serie

Priifglieder [n]

Art / Kreuzungskombination

Art_ID PGjeKK[n] Gruppe enthélt

P. deltoides x P. nigra (= P. X canadensis)
P. maximowiczii
P. maximowiczii (freie Abbliite)
(P. maximowiczii X P. x berolinensis) x P. trichocarpa
P. maximowiczii x P. trichocarpa
P. nigra x P. laurifolia
603 41
P. nigra x P. maximowiczii
(P. nigra x P. maximowiczii) x P. maximowiczii
P. trichocarpa
P. trichocarpa x P. deltoides
P. trichocarpa x P. koreana

(P. trichocarpa x P. koreana) x P. maximowiczii

P. deltoides

P. deltoides x P. nigra (= P. X canadensis)

P. maximowiczii
604 25 P. maximowiczii (freie Abbliite)
P. maximowiczii x P. trichocarpa
P. nigra x P. maximowiczii

P. trichocarpa

P.alba
P. deltoides X P. nigra (= P. X canadensis)
P. maximowiczii (freie Abbliite)
P. maximowiczii X P. nigra
605 36 P. maximowiczii x P. trichocarpa
P. nigra x P. maximowiczii
P. trichocarpa
(P. trichocarpa x P. deltoides) x P. maximowiczii

P. trichocarpa x P. maximowiczii

P. maximowiczii (freie Abbliite)
P. maximowiczii X P. nigra
P. maximowiczii x P. trichocarpa
P. nigra x P. maximowiczii
606 39 P. szechuanica x P. trichocarpa
P. trichocarpa
P. trichocarpa x P. cathayana
P. trichocarpa x P. maximowiczii

P. trichocarpa X P. ussuriensis

Samtliche Versuchsflachen in FastWOOD wurden einer detail-
lierten Standortkartierung nach den Vorgaben der Ad-Hoc-AG
Boden (2005) und der AG Forsteinrichtung und des Arbeits-
kreises fir Standortskartierung (2003) unterzogen. Die Ver-
suchsflachen wurden zu Versuchsorten zusammengefasst, da
einige Flachen aus unterschiedlichen Serien unmittelbar
benachbart sind. So wurden z.B. die Flachen 006 Wallstawe |
und 012 Wallstawe Il in einer Kartierung und einem Kartier-
werk erfasst. Je Versuchsort wurden mindestens zwei
Einschldge mit einem Bagger angelegt. Die Profilgruben wur-
den nach den Richtlinien der Bodenzustandserhebung im
Wald Il (BZE 1) nach Wellbrock (2006) aufgenommen. Zur

PDN 2 'Robusta; 'AF 2'

PM 1

PMFA 1

PMBT 1

PMT 14 'Androscoggin’, 'Hybride 275', 'Matrix-Klone'
PNLf 1

PNM 3 ‘Max 1) 'Max 3'

PNMM 1

PT 12 'Weser 4, 'Weser 6, 'Muhle Larsen) "Trichobel'
PTD 2

PTK 1

PTKM 2

PD 2

PDN 1 'AF 2'

PM 1

PMFA 1

PMT 17 'Hybride 275'

PNM 1 '‘Max 1} 'Max 3'

PT 2 'Muhle Larsen;, 'Briihl 8'
PA 1 'Villafranca'

PDN 1 'AF 2'

PMFA 2

PMN 2

PMT 25 'Hybride 275, 'Matrix 49'
PNM 1 '‘Max 1'

PT 1 'Muhle Larsen'

PTDM 2

PTM 1

PMFA 2

PMN 1

PMT 15 'Hybride 275, 'Matrix 11'
PNM 1 '‘Max 1'

PSzT 3

PT 5

PTC 1

PTM 10

PTU 1

Bestimmung bodenphysikalischer Parameter wie der Lage-
rungsdichte wurden Stechzylinderproben in den drei Tiefen-
stufen 0 bis 30 cm, 30 bis 60 cm und 60 bis 90 cm entnom-
men und im Labor der Abteilung Umweltkontrolle der
NW-FVA nach den BZE Il Vorgaben des Gutachterausschusses
Forstliche Analytik (2009) analysiert. Die Berechnung der
nutzbaren Feldkapazitat (nFK) erfolgte auf Basis dieser Werte
nach dem Verfahren der Ad-Hoc-AG Boden (2005).
JeVersuchsort wurden Standortstypen nach dem Verfah-
ren der niedersachsischen Standortkartierung (Niedersach-
sisches Forstplanungsamt, 2007; Niedersachsisches Forstpla-
nungsamt und Landesamt fiir Landwirtschaft, Umwelt und
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Geographische Lage aller im Teilprojekt 1 angelegten Versuchsflachen. Jede Flache ist mit ihrem zugehdrigen Aktenzeichen
beschriftet. In Klammern ist die Zugehdrigkeit zur Versuchsserie angegeben. Sind Fldchen unmittelbar benachbart und an-
einander angrenzend, werden diese durch ein Semikolon getrennt angegeben.

landliche Raume Schleswig-Holstein, 2009a, b) identifiziert
und in ihrer rdumlichen Ausbreitung in Standortstypenkar-
ten festgehalten. Hierzu wurden auf den Versuchsflichen
Piirckhauerbohrungen durchgefiihrt, die nach Méglichkeit
bis zu einer Tiefe von 100 cm bzw. bis zum Ausgangsgestein
sondieren sollten. Die Verteilung der Bohrungen richtete sich
nach der Ausformung der Versuchsflachen und der Lage der
Parzellen im Geldnde. Idealerweise sollte in jeder vierten

Parzelle ein Einstich erfolgen, das Netz der Beprobungen
konnte auch an die Ausbreitung der Standorttypen ange-
passt werden. An den Bohrungen wurde die Bodenart
bestimmt, zusatzlich wurden fir standortlich homogene
Bereiche Mischproben in den Tiefenstufen 0 bis 30 cm, 30 bis
60cm und 60 bis 90cm gebildet. Die Mischproben wurden
im Labor hinsichtlich bodenchemischer Parameter und
Nahrstoffgehalte untersucht.
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Die Klimadaten in tagesweiser Auflésung von Niederschlag
und Temperatur konnten Uber einen Kooperationsvertrag
zwischen dem Deutschen Wetterdienst (DWD) und der
NW-FVA bezogen werden. Fiir die Versuchszeitraume wur-
den diese Daten von den Niederschlags- und Klimastationen
auf die Versuchsstandorte nach den Methoden von Schulla
(2017) interpoliert.

Tabelle 3 gibt Informationen zur Begriindung der Fla-
chen in den vier Serien, sowie deren standdrtliche Eigen-
schaften wieder.
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Die Ansprache des Wasserhaushalts ldsst eine positive Beein-
flussung der Biomasseleistung erwarten, da bei zahlreichen
Standorten eine gute Wasserversorgung vorzufinden war.
Das Wasserangebot wurde bereits in zahlreichen Untersu-
chungen als einer der zentralen ertragsbestimmenden Fak-
toren flir KUP benannt (Ali, 2009; Amthauer Gallardo, 2014;
Krober et al., 2014). Als Kennwert fiir das pflanzenverfiigbare
Bodenwasser wurde die nutzbare Feldkapazitat zugrunde
gelegt. Diese nimmt an den Versuchsorten Bardowick (016)
und Herzberg (022) den niedrigsten Wert an, die héchsten

Tabelle 3

Ubersicht zu den Eigenschaften der FastWOOD TP 1 Versuchsflachen und deren standértlichen Bedingungen

VFL Pflanzen Boden-
pro Par- typ(en)

zelle [n]

Pflanzver-
band [m]

VFLName  Serie Bun- Anlage

des-

land

Mittlere
Tagestempe-
ratur VP [°C]

Boden- Rota- Mittlere Nieder-
zahl tion schlagssumme
VP [mm]

nFK bis 90 Wasser-
cm [mm]  haushalt

005 Stolzingen 603 HE Apr10 1,8mx05m 48 Braunerde/  84-139 frisch; einge- 53' 1 402,01(+4827) 1524(+0,36)
Rendzina schrénkt frisch
2 394,13(+6848) 1543 (+0,3)
006 Wallstawe | 603 ST Apri10 1,8mx05m 48 Pseudogley 137-150 Stauwasser 392 1 352,1(+x61,24) 1579(+0,23)
2 323,16(+23,73) 1595(+0,19)
007 Anderlingen 603 NI Apr10 1,8mx05m 48 Pseudogley/ 139-180 Grundwasser-  37° 1 354,4(+4562) 1546 (+0,22)
Gley anschluss
2 350,15(+11,93) 15,64 (+0,37)
008 Lehmbach | 603 BY Apri10 1,8mx05m 48 Pseudogley 153-215 Hang-, 59 1 529,46 (£70,11) 15,97 (+0,57)
Stauwasser
2 456,82 (+103,21) 16,19 (£ 0,74)
009 Emmendingen 603 BW Apr10 48  Kalkpaternia/ 184-231  Grundwasser- 71 1 429,11 (x54,74) 16,77 (£ 0,48)
Kolluvisol anschluss
1,8mx05m 2 4024 (£12598) 17,16 (£ 0,64)
010 Thammenhain 603 SN Apr10 48  Pseudogley/ 151-213  Stauwasser 40 1 403 (+84,97) 16,14 (+ 0,36)
Braunerde
1,8mx05m 2 341,31 (£59,22) 16,29 (£0,21)
011 Stiedenrodel 604 HE Apr11 48  Kolluvisol / Pa- 209 nachhaltig 65 1 349,66 (+12,29) 1563(x0,12)
rabraunerde frisch
20mx0,5m 2 340,04 (£77,69) 16,06 (+0,56)
012 Wallstawe Il 604 ST Aprii 48  Pseudogley 137-150  Stauwasser 39?2 1 321,61(x4242) 159(+0,13)
1,8mx0,5m 2 301,22(x52,72) 16,37 (+0,73)
013 Lehmbach Il 604 BY Apr11 48  Pseudogley 153-215 Hang-, 53 1 503,58(+23,01) 16,13(+0,28)
Stauwasser
1,8mx0,5m 2 457,7(£102,71) 16,44 (+0,71)
015 Stiedenrodell 605 HE Apr/Mai13 48  Pseudogley 208-211 nachhaltig 62 1 36841(£5952) 15,64 (+0,19)
frisch
016 Bardowick 605 NI Apr/Mai1420mx05m 48 Podsol/ 91-128  Grundwasser- 22 1 300,83 (+50,07) 16,24 (+0,76)
Regosol anschluss
017 Graupa 605 SN Mai13 20mx05m 48  Braunerde 131 maBig frisch n.v. 1 37857 (x7347) 16,46 (+0,42)
019 Augustfehn 606 NI Mrz15 20mx05m 24 Podsol/Hoch-139-180  Grundwasser-  30° 1 359,28 (+74,41) 15,99 (+0,76)
moor mit Tie- anschluss
fenumbruch
020 Siemen 606 NI Apr15 20mx05m 24 Podsol 124-168  Grundwasser- 33 1 321,93(x92,39) 16,33(x0,8)
anschluss
021 Stiedenrodelll 606 HE Apr/Mai1520mx05m 24 Pseudogley 208-211 nachhaltig 61" 1 347,73(x90,82) 16,17 (+0,45)
frisch
022 Herzberg 606 BB Mail5 20mx05m 24 Gley 110-164  Grundwasser- 34 1 29924(+452) 169 (+£0,57)
anschluss

Je Versuchsflache sind die Bodentypen, die nutzbare Feldkapazitat (nFK), eine Beschreibung des Wasserhaushalts sowie die Bodenzahl angegeben. Zur Mar-
kierung der Bodenzahlen: ' gemittelt, 2 geschatzt, > Griinlandzahl. Die Klimavariablen gelten je Versuchsort, fiir die Orte der Serien 603 und 605 sind diese
Angaben nach erster und zweiter Rotation getrennt. VP = Vegetationsperiode.
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Werte wurden an den drei Standorten in Stiedenrode (011,
015 und 021) und Emmendingen (009) berechnet. Hinsicht-
lich der Bodenzahl sind die Standorte iberwiegend mittlerer
Glite. Den hochsten Wert weist hier erneut Emmendingen
auf, den niedrigsten wiederum Bardowick. In Bezug auf das
Klima sind in Tabelle 3 die mittleren Niederschlagssummen
und die mittlere Tagestemperatur tiber die Vegetationsperio-
den der Versuchsjahre dargestellt. Fiir die Serien 603 und 604
sind diese Ergebnisse getrennt nach Rotationen dargestellt.
Die hochsten Niederschlagssummen wurden in der ersten
Rotation in Lehmbach | (008) festgestellt, die niedrigsten in
Herzberg. Fir die Tagestemperaturen liegt Emmendingen in
der zweiten Rotation erneut an der Spitze, die niedrigsten
Temperaturen wurden fiir Stélzingen (005) in der ersten
Rotation ermittelt.

Fir die Fldchen Thammenhain (010), Stiedenrode 11 (015),
Bardowick (016) und Stiedenrode 111 (021) bestanden Schwie-
rigkeiten nach der Versuchsanlage. Auf drei Standorten stell-
te der hohe Beikrautdruck nach der Pflanzung ein Wuchs-
hemmnis dar. In Stiedenrode Il und Ill sowie in Bardowick
kam die sehr trockene Witterung wahrend der Flachenbe-
griindung erschwerend hinzu. In Bardowick waren die Aus-
falle so groB3, dass die Neuanlage der Flache im darauffolgen-
den Jahr (2014) erforderlich wurde. Bei der Flache Bardowick
handelt es sich um ein ehemaliges Rieselfeld.

2.2.2 Versuchsdesign, Aufnahmemethodik und
Datenauswertung

Im Folgenden wird ein kurzer Uberblick tiber das Versuchsde-
sign, die Aufnahmemethodik und die statistische Auswer-
tung im FastWOOD TP1 gegeben. Eine ausfiihrliche Beschrei-
bung findet sich in Grotehusmann et al. (2015, 2017). Die
Versuchsflachen aller Serien wurden nach einheitlichem Mus-
ter als unvollsténdige Blockanlagen (Dreisatzgitter) umge-
setzt. In den Serien 603, 604 und 606 wurden die Prifglieder
in sechsfacher Wiederholung ausgebracht, in Serie 605 in
funffacher Wiederholung. Die ParzellengroBen und die
Pflanzverbande sind in Tabelle 3 enthalten. Die Aufnahmen
im Feld erfolgten jahrlich im Sommer (Pathogene) und im
Winterhalbjahr (Ausfélle, Zuwachs). Alle Flachen wurden in
dreijahriger Umtriebszeit bewirtschaftet. Die Biomasseleis-
tung wurde zum Ende jeder Umtriebszeit ermittelt. Dazu wur-
den klon- und versuchsweise allometrische Biomassefunktio-
nen parametrisiert, um nicht alle Individuen in den Parzellen
wiegen zu muissen. Der Ansatz folgt den Vorschlagen von
Rohle (2009) und Hartmann (2010). Basierend auf den Einzel-
baummassen wurde parzellenweise die Biomasse berechnet,
auf einen Hektar bezogen und durch die Lénge der Umtriebs-
zeit (3 Jahre) geteilt. Dadurch ergibt sich der parzellenweise
durchschnittliche Gesamtzuwachs in t,,, ha' a.

Zur Auswertung der Serien wurde ein zweiphasiger
Ansatz verwendet, der zunachst die einzelflichenweise Aus-
wertung mit gemischten linearen Modellen vorsieht (vgl.
Grotehusmann etal., 2015, 2017; M6hring und Piepho, 2009).
Aus den Einzelflichenmodellen werden die um den Block-
fehler bereinigten Priifgliedmittelwerte in einer zweiten Pha-
se mit einem gemischten linearen Modell innerhalb der Serie

41

flachenulbergreifend analysiert. Fiir die Serien 603 und 604
sind die Ergebnisse der serienweisen Verrechnung in Grote-
husmann et al. (2015, 2017) enthalten. Fiir die Serien 605 und
606 ist die serienweise Auswertung des Ertrags als dGZ in
den Ergebnissen (s.u.) beschrieben.

Das einzelversuchsweise gemischte lineare Modell wird
wie folgt formuliert:

VSRt o By, rey,

Yy ist der Beobachtungswert einer Parzelle von Priifglied j, in
Wiederholung j und Block k. u ist das Gesamtmittel, «; ist der
Effekt des Prifglieds i, B;istder Effekt der j-ten Wiederholung,
¥, ist der Effekt des Blocks k und ¢, ist der Restfehler (Residu-
en). a; ist der einzige feste Effekt, der Einfluss von Wiederho-
lung und Block und der Restfehler werden als Zufallseffekte
behandelt (Piepho et al., 2003).

Da in Serie 603 nach der ersten Rotation wegen zu gro-
Ben Aufwands nicht alle Priifglieder fortgesetzt gemessen
wurden, erfolgte eine Neuauswertung dieser Versuche als
Anlage mit randomisierten vollstandigen Blécken (Grotehus-
mann et al,, 2017). Der Effekt y, fallt damit aus dem obig for-
mulierten Modell heraus, der Bezug von Beobachtungswert
und Restfehler passt sich entsprechend an. Basierend auf
den versuchsweise parametrisierten Modellen wurden die
um den Wiederholungs- und Blockeffekt bereinigten Priif-
gliedmittelwerte berechnet und firr die folgenden Darstel-
lungen verwendet. Fir die Pathogenuntersuchungen wurde
der einzelbaumweise Befall mit Blattrost auf Parzellenebene
gemittelt und fir die Darstellungen entsprechend aggre-
giert (s.u.).

Zur statistischen Analyse wurde die Programmiersprache
R (R Core Team, 2018) benutzt. Die Parametrisierung der
gemischten Modelle erfolgte mit dem nime Paket (Pinheiro
etal, 2018). Die Modellannahmen der Normalverteilung und
der Homoskedastizitat der Residuen wurden mit QQ-Plots
und der Darstellung der standardisierten Residuen insge-
samt und je Wiederholung bzw. Block iber den geschiatzten
Werten geprift (hier nicht dargestellt). Bei Verletzung der
Modellannahmen (keine Normalverteilung der Daten, Hete-
roskedastizitat) wurde eine Transformation der abhangigen
Variablen gepriift. Besonders flir niedrige Werte in der ersten
Rotation konnten Quadratwurzel- oder Log-Transformation
die Verteilung der Werte verbessern. Zur besseren Interpre-
tierbarkeit und Vergleichbarkeit wurden die Ergebnisse dann
ricktransformiert.

Die um die Blockeffekte bereinigten Prifgliedmittelwer-
te wurden mit dem Paket emmeans (Lenth, 2018) in Anleh-
nung an die LSMEANS Routine von SAS berechnet. Die fl&-
chenweisen Priifgliedmittel wurden dann in einem weiteren
linearen gemischten Modell flichenlbergreifend innerhalb
der Serien ausgewertet. Das Modell wurde entsprechend der
folgenden Formel parametrisiert

y/_/_:‘u+y’_+ﬂj+£ij

y; ist der Ertrag des Prifglieds i am Standort j, u ist das
Gesamtmittel der Versuchsserie, y, ist der Effekt von Priifglied
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i, Bl, ist der Effekt des Standorts j und g, ist der Restfehler. Der
Standorteffekt B/. sowie der Restfehler g sind Zufallseffekte,
der Einfluss des Genotyps y, wird als fester Effekt behandelt.
Die Priifgliedmittel aus der einzelversuchsweisen Auswer-
tung wurden mit dem Kehrwert des Standardfehlers in der
flaichenlbergreifenden Analyse gewichtet (vgl. Grotehus-
mann et al.,, 2015, 2017; Mohring und Piepho, 2009). Die Priif-
gliedmittelwerte wurden zur Analyse wurzeltransformiert
und dann fir die Interpretation der Ergebnisse rlicktransfor-
miert. Basierend auf dem flachenlbergreifenden Modell
wurden je Serie Post-hoc-Tests durchgefiihrt, indem die Priif-
gliedmittel mit dem Mittel der Kontrolle ‘Max 1’ verglichen
wurden. Die Vergleiche wurden mit dem Paket emmeans
(Lenth, 2018) durchgefihrt, fiir die Vergleiche mit der Kont-
rolle wurden Dunnett Kontraste verwendet. Die Adjustie-
rung der p-Werte erfolgte mit der Sidak Methode. Die den
Vergleichen zugrundeliegende Fragestellung wurde einsei-
tig formuliert, d. h. dass gepriift wurde, ob die Priifgliedmittel
statistisch signifikant groBer sind als der‘Max 1'-Mittelwert.

Die Abbildungen 2 bis 5 wurden mit dem Paket ggplot2
erstellt (Wickham 2009). Die verwendeten Boxplots stellen
am Strich in den Boxen den Median dar. Die oberen und
unteren Grenzen der Boxen markieren den Interquartilab-
stand. Die Striche an den Boxen schlieBen Werte bis zum
anderthalbfachen des Interquartilabstands ein. Werte auf3er-
halb werden durch einzelne Punkte gekennzeichnet. Ander-
weitige Markierungen sind zu den jeweiligen Abbildungen
erlautert.

Fur die Daten zum Rostbefall und zur Ertragsleistung
wurde getrennt nach Serien eine Varianzkomponentenana-
lyse durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mit dem R Paket
VCA (Schuetzenmeister und Dufey, 2017). Die Rostbefallsda-
ten wurden fiir diese Analyse arcsin-wurzeltransformiert. Das
Modell fiir die Varianzkomponentenanalyse der Rostbefalls-
daten wurde dem Modell von Yan (2014, Equation 1.4) fol-
gend parametrisiert:

ViusmH A+ By, H(aB) #(ay) +(BY), H(ABY) €

Vs it der Beobachtungswert einer Parzelle fiir Klon i am
Standort j in Wiederholung r im Block s im Jahr k. u ist das
Gesamtmittel der Versuchsserie, a, ist der Effekt des Priif-
glieds i, Bj ist der Effekt des j-ten Standorts, y, ist der Effekt
des Jahres k. In Klammern sind die Interkationen der genann-
ten Faktoren angegeben und Ejtes ist wiederum der Restfehler
(Residuen). Fir die Varianzkomponentenanalyse der Ertrags-
daten fiel der Faktor Jahr sowie alle Interaktionen an denen
dieser Faktor beteiligt ist aus dem Modell. Die Analyse wurde

hier getrennt nach Umtriebszeiten durchgefiihrt.

2.2.3 Pathogenuntersuchungen

Bereits ab dem jeweiligen Anlagejahr begann das Pathogen-
Monitoring aller auf den Versuchsflichen der vier Serien
befindlichen Klone (Tabelle 2). Das Hauptaugenmerk lag
dabei auf der Kontrolle der Befallsstéarke mit dem Pappel-
blattrost Melampsora larici-populina. Aufgrund des Entwick-
lungszyklus des Pilzes (siehe Fey-Wagner et al., 2012) wurden
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die Bonituren jahrlich, Ende August/Anfang September
durchgefiihrt. Fur die Erfassung der Befallsstarke wurde ein
vom INBO (Instituut voor Natuur- en Bosonderzoek, Belgien)
und der INRA (Institute National de la Recherche Agrono-
mique, Frankreich) entwickeltes und fiir die Belange des Ver-
bundprojektes optimiertes Bewertungsschema (Tabelle 4)
angewendet. Die Charakterisierung des Befallsgrades erfolgt
Uber eine Baumbonitur bei der die Stérke des Blattrostbefalls
anhand des Schadbildes der gesamten Pflanze eingeschatzt
und in Befallsintensitdten Gbersetzt wird (Tabelle 4). In den
ersten beiden Beobachtungsjahren wurden zwei Bewer-
tungsschemata getestet. Als besser fir die Belange des
Verbundprojektes stellte sich das Baumboniturschema
(Tabelle 4) heraus. Da in den ersten beiden Beobachtungs-
jahren beide Boniturschemata getestet wurden, wurde fir
die Serie 603/604 in den Jahren 2010/2011 parzellenweise
eine Gesamtansprache durchgefiihrt. In den folgenden Jah-
ren erfolgte an vier festgelegten Pflanzplétzen je Parzelle die
Charakterisierung des Befallsgrades. Die parzellenweise
Stédrke des Rostbefalls wurde aus diesen Werten gemittelt. So
wurden auf den Versuchsflachen der hier beschriebenen vier
Serien jahrlich bis zu 14.744 Badume in 3.186 Parzellen auf den
Befallsgrad mit Pflanzenpathogenen hin bonitiert. Mit
Melampsora larici-populina befallene Blatter wurden wah-
rend der Bonituren geerntet und die Uredosporen fiir weite-
re Untersuchungen in flissigem Stickstoff gelagert.

Tabelle 4
Boniturschema fiir Pappelblattrost (Melampsora larici-populina)

Bonitur- Beschreibung Befalls-

note rate [%]

1 keine Uredinien 0
am ganzen Baum nur ein paar Uredinien, schwer zu

1,25 12,5

finden

15 schwache Infektion der Blétter bis in 25 % der %
! gesamten Baumhdhe
leicht zu detektierende Infektion der Blatter bis in 50 %
2 der gesamten Baumhohe, dartiber schwer zu finden, 50
aber vorhandene Infektion

25 Infektion der Blatter bis in 75 % der gesamten e
’ Baumhdhe

Infektion des gesamten Baumes, aber Blatter sind

3
noch nicht verbraunt
a5 Infektion des gesamten Baumes und beginnende
’ Verbraunung der unteren Blatter
A Infektion des gesamten Baumes, Verbraunung der

unteren 25 % der Bldtter

AG Infektion des gesamten Baumes, Verbraunung der -
! unteren 50 % der Blatter und beginnender Blattverlust
starke Infektion des gesamten Baumes, bis zu 50 %

Blattverlust

starke Infektion des gesamten Baumes, bis zu 80 %
55 verbraunte/abgefallene Blatter, nur wenige an der
Triebspitze noch griin

6 alle Blatter tot/abgefallen
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3 Ergebnisse

3.1 Ertrag

Abbildung 2 enthélt einen Uberblick Giber den mittleren
durchschnittlichen Gesamtzuwachs (dGZ) je Prifglied je Ver-
suchsflache getrennt nach Rotation (Mittelwert wie beschrie-
ben als LSMEAN aus einzelversuchsweiser Auswertung).

Die Versuchsflachen der Serie 603 und 604 konnten im
Mittel deutliche Ertragszunahmen von der ersten zur zwei-
ten Rotation verbuchen. In Serie 604 fiel der Anstieg von 4,71
auf 11,7 t,,, ha™ a™' etwas gréBer aus als in Serie 603 mit 5,23
auf 10,7 t,,, ha™ a’'.Im Vergleich mit den Serien, in denen bis-
her nur eine Rotation gemessen wurde, fallt das schlechte
Abschneiden der Serie 605 mit durchschnittlich 2,62 t,,,, ha™
a’ auf. Die Serie 606 zeigt sich dagegen in der ersten Rota-
tion am ertragsstarksten mit 6,14 t,,, ha™ a’ im Mittel Gber
alle Prifglieder und Versuchsflachen.

In der Serie 603 ist in der ersten Rotation eine deutliche
Differenzierung der Versuchsflachen hinsichtlich des dGZ
erkennbar. Die Flache Thammenhain (010) schneidet mit
0,75 t,,, ha a' am schlechtesten im Vergleich tber alle Seri-
en hinweg ab. Interessant ist die enorme Ertragssteigerung
in der zweiten Rotation auf 8,55 t,,, ha™ a™ im Mittel. Im Ver-
gleich erreicht die Flache damit dennoch erst ein Ertrags-
niveau, das in Emmendingen (009: 8,03 t,,, ha' a’) und
Lehmbach | (008: 9,01 t,,,, ha™ a”) bereits in der ersten Rota-
tion erreicht wurde. Lediglich Anderlingen (007) konnte in
der Rangfolge tiberholt werden mit einem dGZ in der ersten
Rotation von 1,93 t,,, ha™ a™ und in der zweiten Rotation von
515 t,,, ha' a’'. Grotehusmann et al. (2017) weisen bereits
darauf hin, dass diese Flache fir den Kurzumtrieb
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ungeeignet sei. Die beiden Flachen Lehmbach | und Emmen-
dingen erzielten die héchsten Ertrage in der ersten Rotation,
wurden jedoch in der zweiten Umtriebszeit von Wallstawe |
(006), die in der ersten Rotation mit 4,81 t,,, ha™ a” an vierter
Stelle und unter dem Serienmittel lag, tiberholt (006: 15,04
t.o ha' @7). Die Versuchsflache Stdlzingen (005) schnitt in
beiden Umtriebszeiten mit einem {berdurchschnittlichen
Ertragvon 7,01 t,,, ha' a' bzw. 11,76 t,,, ha™ a' dhnlich ab.

Es fallt auf, dass in Anderlingen (007) und Thammenhain
(010) ‘Max 1" nahe am Versuchsmittel oder sogar dariiber
liegt. Auf allen anderen Standorten ist dagegen in beiden
Rotationen ein GroBteil der Priifglieder deutlich wiichsiger
als'Max 1.

In der Serie 604 mit Priifgliedern aus iberwiegend freier
Abbliite zeigt sich in der ersten Rotation zwischen den Ver-
suchsflachen ein homogeneres Bild als in Serie 603: Stieden-
rode | (011) brachte mit im Mittel 6,02 t,,, ha™ a” die hochsten
Ertrage hervor, gefolgt von Lehmbach I1 (013) mit 4,87 t,,, ha™
a' und Wallstawe Il (012) mit dem niedrigsten Ertragsniveau
von 3,26 t,,, ha' a'. Zur zweiten Rotation weist Wallstawe Il
(012) eine dhnliche Ertragsdynamik wie ihre Nachbarflache
Wallstawe | (006) auf. Die Steigerung auf 12,22 t,, . ha™ a™ ver-
setzt diese Flache an die Spitze der jetzt umgekehrten Rang-
folge, gefolgt von Lehmbach 11 (013) mit 11,87 t,,,, ha” a’ und
Stiedenrode | (011) mit 10,96 t,,, ha’ a’. Unter praktischen
Gesichtspunkten handelt es sich hier um keine deutlichen
Differenzen. Die Leistungsunterschiede der Spitzenprifglie-
der fallen jedoch deutlicher aus. Aufféllig ist jedoch die breite
Streuung der Prufgliedertrage an allen drei Standorten, die in
der zweiten Rotation deutlich zugenommen hat. Wahrend in
der ersten Rotation die Differenzen zu‘Max 1'in Stiedenrode |
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Die durchgezogene Linie markiert den mittleren dGZ der ersten Rotation, die gestrichelte Linie den mittleren dGZ der zweiten Rotation (wenn vorhanden).
Die weil gefiillten Kreise markieren den Mittelwert des dGZ je Versuchsflache. Das weil3 gefiillte Dreieck markiert den mittleren dGZ der Sorte 'Max 1' auf

der jeweiligen Versuchsflache.

Abbildung 2

Ertrag als dGZ der Priifglieder auf den Versuchsflachen der Serien 603 bis 606
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und Wallstawe Il noch gering waren, konnte bei mehreren
Prufgliedern in der zweiten Rotation eine deutlich positive
Abweichung zur Kontrolle festgestellt werden.

Serie 605 mit den ersten gelenkten Kreuzungen im Feld-
anbau weist vergleichsweise geringe Unterschiede im dGZ
der ersten Rotation zwischen den Versuchsflachen auf. Stie-
denrode I1(015) liegt an erster Stelle mit 2,96 t,,, ha™ a” gefolgt
von Bardowick (016) mit 2,74 t,,, ha™ a™ und Graupa (017) mit
2,14 t,,, ha™ a’. Auf allen drei Flachen ist eine geringe Streu-
ung der Prifgliedmittel festzustellen, die in Stiedenrode I
noch am hochsten ist. Einzelne Priifglieder schneiden hier im
Vergleich zu ‘Max 1’ deutlich besser ab. Die Differenz vom
Gesamtmittel zu ‘Max 1'ist in Bardowick (016) am groften.

Deutliche Unterschiede zwischen den Standorten und
Prufgliedern sind in der ersten Rotation der Serie 606 zu
beobachten. Der Standort Herzberg (022) liegt mit einem
mittleren dGZ von 11,25 t,,, ha™ a” erheblich tiber dem Seri-
enmittel und weist damit von allen Versuchen serientiber-
greifend den hochsten Ertrag auf. Auffallig ist, dass hier auch
die grofte Streuung vorliegt und dass ‘Max 1’ mit dem Ver-
suchsmittel fast gleichauf liegt. Die Versuchsflache Siemen
(020) liegt mit mittleren 7,00 t,,,, ha™ a™' ebenfalls liber dem
Seriendurchschnitt. Im Gegensatz zu Herzberg ist hier ein
Grof3teil der Priifglieder ‘Max 1’ Giberlegen. Die Versuchsfla-
chen Augustfehn (019) mit 4,46 t,,, ha™ a' und Stiedenrode
l11(021) mit 1,86 t,,, ha™ a” liegen beide unter dem Mittel der
Serie und weisen ein dhnliches Abschneiden von‘Max 1'zum
Versuchsmittel auf. Die Streuung der Prifgliedmittel ist in
Augustfehn jedoch gréBer als in Stiedenrode lIl.
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Abbildung 3 enthalt eine Darstellung zum Vergleich der
Kreuzungskombinationen in und zwischen den Serien.
‘Max 1" wurde hier wie fiir die Rostdaten als Vergleichsprif-
glied gesondert dargestellt. Datenbasis fiir die gebildeten
Mittelwerte und deren Standardfehler waren die LSMEANS
der einzelversuchsweisen Auswertung.

In Serie 603 schneiden die P. maximowiczii x P. trichocarpa
Kreuzungen (PMT) dhnlich wie die reinen P. trichocarpa Klone
(PT) ab. In der ersten Rotation liegen beide knapp tiber dem
Seriendurchschnitt (PMT mit 5,68 t,,, ha’ a' und PT mit
5,40 t,,, ha™ a”). In der zweiten Rotation schneiden die PMT
Kreuzungen mit 11,81 t,,, ha™ a’ gegeniiber 10,82 t,,,ha' a™
etwas besser ab. ‘Max 1’ liegt jeweils unter dem Mittelwert
der Versuchsflachen.

Die PMT Hybriden zeigen in Serie 604 eine dhnliche
relative Ertragsstarke zum Gesamtdurchschnitt, sowohl in
der ersten Rotation mit 5,62 t,,, ha” a”, als auch in der
zweiten Rotation mit 13,91 t,,, ha' a’. Anders als in der
ersten Serie liegen die P. trichocarpa Priifglieder in der ers-
ten Rotation mit 3,51 t,,, ha™ a’ noch liber dem Gesamt-
mittel, in der zweiten Rotation mit 8,83 t,,,, ha™' a™' jedoch
deutlich darunter. Reine P. deltoides Klone (PD) schneiden
in beiden Rotationen stark unterdurchschnittlich ab mit
1,06 t,,, ha' a' bzw. 3,39 t,,, ha” a’. Der dGZ von ‘Max 1’
liegt in beiden Rotationen ebenfalls unter dem Gesamt-
mittel und jeweils auf einem dhnlichen Ertragsniveau wie
die Klone der PT Kreuzungen. Die PD Genotypen schnei-
den in der ersten und zweiten Rotation im Vergleich
schlechter als‘Max 1’ ab.
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Kreuzungskombination

Die durchgezogene Linie markiert den mittleren dGZ der ersten Rotation, die gestrichelte Linie den mittleren dGZ der zweiten Rotation (wenn vorhanden).
Die Whisker kennzeichnen den Standardfehler des Mittelwerts. Dargestellt sind nur Kreuzungsgruppen, die mit mindestens zwei Priifgliedern in der Serie
vertreten sind. Die Anzahl der enthaltenen Priifglieder je Kreuzungskombination kann Tabelle 2 entnommen werden. In Serie 603 sind nur die Prifglieder
und Kreuzungskombinationen enthalten, die von Grotehusmann et al. (2017) zum Ende der zweiten Rotation ausgewertet wurden.

Abbildung 3

Ertrag als durchschnittlicher Gesamtzuwachs (dGZ) im Mittel der Priifglieder gruppiert nach Kreuzungskombination

getrennt fur die Versuchsserien 603 bis 606
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Analog zu den geringen Unterschieden zwischen den Stand-
orten zeigen die Kreuzungskombinationen in Serie 605 eine
geringe Differenzierung und liegen weitgehend auf einem
ahnlich niedrigen Niveau. Die PMT weisen einen schwach
Uiberdurchschnittlichen dGZ von 2,81 t,,, ha' a' auf. Die
Nachkommen von P. maximowiczii-Mittern in freier Abbliite
(PMFA) erbringen mit 2,73 t,,, ha” a™' eine dhnliche Biomas-
seleistung wie die Nachkommen aus P. maximowiczii X P. nig-
ra Kreuzungen (PMN) mit 2,70 t,,, ha' a'. Nachkommen
einer P. (P. trichocarpa X P. deltoides) Mutter mit P. maximowi-
czii Vatern schneiden mit 1,58 t,,, ha™ a*' schlecht ab.’Max 1’
erreicht im Vergleich dazu etwas bessere Ertrage, liegt aber
mit 2,06 t,,, ha™ a’ auch unter dem Durchschnitt.

Die Kreuzungen in Serie 606 zeigen groRere Unterschie-
de in ihrer Wuchsleistung. PMT und PMFA Kreuzungen liegen
mit gemittelten 7,08 t,,, ha™ a” gleichauf. Der Standardfehler
der PMFA Priifglieder féllt hier wegen der geringeren Anzahl
gegeniiber PMT groBer aus. Reine P. trichocarpa Klone sind
mit 4,07 t,,, ha' a' unterdurchschnittlich, vergleichbar zu
den artgleichen Klonen in Serie 604 und schwacher als jene
in Serie 603. ‘Max 1’ liegt in der jingsten Serie unter dem
Durchschnitt mit 5,56 t,,, ha™ a™'. Auffdllig ist hier ebenfalls
der grofle Standardfehler, der mitunter in der geringeren
Anzahl an Beobachtungen als bei den zusammengefassten
Kreuzungskombinationen begriindet liegt. Zum Teil spiegeln
sich hier jedoch auch die gro3en Unterschiede zwischen den
Standorten in Serie 606 wieder (Abbildung 2).

Tabelle 5 enthélt die Ergebnisse der Varianzkomponen-
tenanalyse der Ertragsdaten getrennt nach Serien.

Der Einfluss des Faktors Genotyp ist in Serie 604 am deut-
lichsten und nimmt zur zweiten Rotation von 34 % auf 67 %
noch weiter zu, was sich mit den Beobachtungen aus Abbil-
dung 2 deckt. Die durch den Standort verursachte Ertragsva-
riation ist in der ersten Rotation der Serie 603 mit 63% am
groBten, gefolgt von Serie 606 mit 519%. Die niedrigsten
Anteile wurden in der zweiten Rotation der Serie 604 (1 %)
und der ersten Umtriebszeit in Serie 605 (4 %) beobachtet. In
den &ltesten Serien 603 und 604 ist im Ubergang zwischen
den Umtriebszeiten eine dhnliche Dynamik erkennbar. Der
Anteil der durch den Faktor Klon verursachten Streuung
steigt an, wahrend der Anteil fiir den Faktor Versuchsflache
sinkt. Der Anteil der durch die Interaktion von Klon und

Tabelle 5
Ergebnisse der Varianzkomponentenanalyse der Ertragsdaten (dGZ in [t,,, ha™ a™])
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Standort erklarten Varianz nimmt geringfiigig zu, bleibt aber
auf vergleichsweise geringem Niveau. Letzterer ist lediglich
in Serie 605 mit 18% von groBerem Anteil und Bedeutung.
Der Restfehler und dessen Anteil an der Gesamtvariation ist
Uber alle Serien und Rotationen hinweg vergleichsweise
grof3. Hier muss jedoch bedacht werden, dass in dieser Ana-
lyse aufgrund des gewahlten Modells die Wiederholungs-
und Blockeffekte sowie weitere mogliche raumliche Trends
im Restfehler enthalten sind.

3.2  Blattrost

Abbildung 4 gibt zunichst einen Uberblick iiber die nach zwei
Rotationen (Serien 603 und 604) bzw. nach einem abgeschlos-
senen Rotationszyklus (Serie 605 und 606) beobachtete Blatt-
rostinfektionsintensitat Gber alle Klone je Versuchsflache.

In der Serie 603 (Abbildung 4) liegt die Infektionsintensi-
tat der Versuchsfliche Emmendingen (009) deutlich (79 %)
Uber dem Serienmittel (44 %), hier ist der positive Einfluss des
feucht-geméaBigten/ozeanischen Klimas des Oberrheingra-
bens in Emmendingen (Baden-Wirttemberg) auf die Spo-
renbildung und somit die Infektionsrate zu erkennen. Auch
in Lehmbach (008, Bayern) begtinstigte das feucht-kontinen-
tale Klima auf diesem Standort die Infektionsintensitat
(47 %), diese lag jedoch, dhnlich den Versuchsflichen 006
(trockener Standort mit kontinental gepragtem Klima, Walls-
tawe, Sachsen-Anhalt; 41 %) und 007 (kiistennahen Standort
mit atlantisch gepragtem Klima, Anderlingen, Niedersach-
sen; 42 %), dicht am Serienmittel. Im raueren Klima des Mit-
telgebirgsstandort Stolzingen (005, Nordhessen; 34%) lag
die Befallsintensitat deutlich unter dem Serienmittel und auf
der Versuchsfliche 010 (Thammenhain, Sachsen) wurde
Uber beide Rotationszyklen hinweg kontinuierlich der
geringste Blattrostbefall (19 %) gefunden. Hier kommen Tro-
ckenheitsereignisse zum kontinental gepragten Klima hinzu.

Bei der Serie 604 (Abbildung 4) sind Tendenzen analog
zur Serie 603 zu erkennen. Jedoch wichen alle drei Standorte
hier nur leicht vom Serienmittel (15%) ab. Auch in dieser
Serie lag die Infektionsrate im feucht-kontinentalen Klima
des suidlichsten Standortes 013 (Lehmbach, 19%) tiber dem
Serienmittel. Am Mittelgebirgsstandort 011 (Stiedenrode,
Hessen, 11 %) mit, dem Standort 005 sehr dhnlichem Klima,

Serie 603 Serie 604 Serie 605 Serie 606
1. Rotation 2. Rotation 1. Rotation 2. Rotation 1. Rotation 1. Rotation

Ursache VK  Anteil [%] VK Anteil [%] VK Anteil [%] VK  Anteil [%] VK  Anteil [%] VK  Anteil [%]
Gesamt 16,14 100 24,89 100 10,38 100 25,58 100 0,32 100 26,91 100
Klon 0,64 4 3,29 13 3,56 34 17,20 67 0,03 10 1,61 6
VFL 10,16 63 8,18 33 1,65 16 0,34 1 0,01 4 13,74 51
Klon * VFL 0,48 3 0,88 4 0,26 3 1,21 5 0,06 18 1,05 4
Fehler 4,86 30 12,54 50 4,91 47 6,82 27 0,22 68 10,52 39

In Serie 605 wurden die Ertragswerte wurzeltransformiert. Interaktionen der Streuungsursachen werden mit * gekennzeichnet. Je Serie werden die Varianz-
komponenten (VK) der beteiligten Faktoren und deren Anteil an der Gesamtvarianz angegeben. In den beiden &ltesten Serien erfolgt die Angabe der Vari-

anzkomponenten getrennt nach Rotationen.
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Die durchgezogene Linie symbolisiert das Serienmittel.

Abbildung 4

Beobachtete mittlere Blattrostinfektionsintensitét tiber alle Klone je Versuchsflache und Serie mit Angabe des Standardfeh-

lers des Mittelwerts (Whisker)

lag der Blattrostbefall der Klone deutlich unter dem Serien-
mittel. Am Standort 012 (Wallstawe) zeigte sich trotz konti-
nental gepragtem Klima mit jedoch mehr Feuchtigkeit als in
Thammenhain (010) mit 16 % eine leicht Gber dem Serien-
mittel liegende Befallsintensitét.

Nach einem abgeschlossenen Rotationszyklus konnte an
den Klonen auf den Standorten der Serie 605 (Abbildung 4)
im Mittel eine sehr geringe Befallsintensitdt nachgewiesen
werden. Lediglich die Versuchsflache in Graupa (017, Sach-
sen) lag mit rund 9% leicht Gber dem Serienmittel von 7 %.
Die Versuchsflachen 015 und 016 in Stiedenrode (Hessen)
und Bardowick (Niedersachsen) zeigten mit rund 7% sehr
dhnlichen Blattrostbefall unter dem Serienmittel.

In der Serie 606 (Abbildung 4) zeigte nur die Versuchsfla-
che 022 (Herzberg) eine deutlich Gber dem Serienmittel von
11 % erhohte Blattrostbefallsintensitat (18 %). Auf den Stand-
orten 019 Augustfehn (rund 10%) und 021 Stiedenrode IlI
(9%) wurden trotz unterschiedlicher Klimabedingungen
(Tabelle 3) sehr dhnliche, knapp unter dem Serienmittel lie-
gende Infektionsprozente ermittelt. Die Klone auf dem Kkli-
matisch subkontinental beeinflussten Standort im Wendland
(020, Siemen) erwiesen sich mit einem Flachenmittel von 8 %
nach der ersten Rotation als am wenigsten vom Blattrost
beeinflusst.

Insgesamt kénnen durch den Vergleich der doppelt (006-
012 und 008-013) und im Fall Stiedenrode sogar dreifach vor-
kommenden, benachbarten Versuchsflichen standortliche
Einflisse auf diesen Flachen minimiert werden.

Als weitere Einflussgrof3en auf die Befallsintensitéat sind
die jahresklimatischen Bedingungen und die genetische

Pradisposition aufgrund der Art- und Kreuzungskombinatio-
nen zu berticksichtigen. Aber auch innerhalb einer Art oder
Kreuzungskombination sind klonale Tendenzen/Anfalligkei-
ten zu erkennen. Betrachtet man den Intensitatsverlauf des
Blattrostbefalls der einzelnen Standjahre (liber die gesamte
jeweilige Serie gerechnet, hier nicht dargestellt) so wird
deutlich, dass es Jahre mit generell starkerer Blattrostbe-
fallsintensitat gibt. Drei Versuchsserien (603-605) Uber-
schneiden sich in ihrem Beobachtungszeitraum in den Jah-
ren 2013 bis 2015. Beim Vergleich dieser Serien und Jahre
zeigte sich, unabhdngig vom Standort und Standjahr, eine
deutliche Ubereinstimmung der relativen Befallsintensitit.
Bei allen drei Serien war das Jahr 2014 das,,starkste” Rostjahr,
in welchem alle Serienmittel weit UGber dem jeweiligen
Gesamtmittel liegen. Flankiert wurde dieses Rostjahr von
zwei Jahren, in denen die Befallsintensitaten deutlich gerin-
ger waren. Trotz ihrer insgesamt hoheren Befallsintensitat im
Vergleich mit den anderen drei Serien zeigt sich dies am
deutlichsten in der Serie 603. Bei dieser Serie wurde fiir das
+Rostjahr” 2014 eine Befallsintensitdt von 75% ermittelt,
wahrend in 2013 und 2015 nur 21 % und 19 % zu verzeichnen
waren. Hinweise auf einen Alterstrend lassen sich hier nicht
beobachten.

In Abbildung 5 sind die Pathogenbefallsintensitaten der
in den Serien enthaltenen Klone, gruppiert nach Art bzw.
Kreuzungskombination jeweils gegeniiber dem, bisher auf
KUP haufig angebauten Klon ‘Max 1; dargestellt. Die Sdulen
reprasentieren dabei das Mittel der Gruppe Uber die gesam-
te Standzeit (zwei bzw. ein Rotationszyklus) auf allen Ver-
suchsflachen.
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Kreuzungskombination

Der Standardfehler (Whisker) zeigt die Variabilitat der Mittelwerte je Klon innerhalb einer Kreuzungskombination an. Dargestellt sind nur Kreuzungsgrup-
pen, die mit mindestens zwei Priifgliedern in der Serie vertreten sind. Die Anzahl der enthaltenen Priifglieder je Kreuzungskombination kann Tabelle 2
entnommen werden. Die durchgezogene Linie stellt das Serienmittel tiber alle Versuchsflachen dar.

Abbildung 5

Mittlere Pathogenbefallsintensitdten gruppiert nach Art bzw. Kreuzungskombination. Jeweils gegeniiber ‘Max 1’ dargestellt.

Die starkste Befallsintensitat zeigte in der Serie 603 (Abbil-
dung 5) die Kreuzungskombination aus der amerikanischen
und europaischen Schwarzpappel Populus deltoides x Popu-
lus nigra (PDN), die mit 62 % deutlich Gber dem Serienmittel
von 44 % lag. Die Priifglieder aus der Dreifachkreuzung (P. tri-
chocarpa x P. koreana) x P. maximowiczii (PTKM) waren mit
349% vom Blattrost am wenigsten befallen. Kreuzungskombi-
nationen aus reinen Balsampappelarten (P. trichocarpa, PT
und P. maximowiczii X P. trichocarpa, PMT) wiesen Befallsin-
tensitaten (45% und 43%) nahe dem Serienmittel auf. Die
Prifglieder der intersektionellen Kreuzungskombinationen
(P. nigra x P. maximowiczii, PNM und P. trichocarpa x P. deltoi-
des, PTD) lagen bei fast gleichem Blattrostbefallsniveau
jedoch noch leicht Giber den Balsampappeln.

Die Prufglieder auf den Standorten der Serie 604 (Abbil-
dung 5) konnten in drei Gruppen zusammengefasst werden.
Dabei ergab sich, dass die Klone der reinen amerikanischen
Balsampappel PT in dieser Serie die mit Abstand starkste
Befallsintensitat (50 %) zeigten und deutlich Giber dem Seri-
enmittel (15 %) und auch tber den beiden anderen Gruppen
aus reiner amerikanischer Schwarzpappel P. deltoides (PD,
89%) und den Balsampappelhybriden PMT (10 %) lagen. Nach
zwei Rotationszyklen lag das Versuchsmittel in dieser Serie
bei nur knapp der Hélfte dessen, welches die Serie 603 auf-
wies. Die Befallsintensitdt der Klone der Art PT ist jedoch in
beiden Serien vergleichbar hoch, wahrend die Hybriden aus
PMT in der Serie 604 wesentlich geringer befallen waren als
jene aus der Serie 603.

Die Serie 605 (Abbildung 5) enthdlt keine Klone reiner
Arten. Somit kann hier leider kein Vergleich zwischen PT und
PMT gezogen werden. Nach einem abgeschlossenen

Rotationszyklus erwiesen sich die Klone der intersektionel-
len Kreuzung aus (P. trichocarpa x P. deltoides) x P. maximowi-
czii (PTDM) gegen das Pflanzenpathogen am sensibelsten.
Mit 17 % lagen sie fast um das Dreifache hoher als das Serien-
mittel (7 %). Im Gegensatz dazu zeigten die Klone der in die-
ser Serie enthaltenen zweiten intersektionellen Kreuzung
aus P. maximowiczii X P. nigra (PMN) einen extrem geringen
Rostbefall von 0,4%. Die auch in dieser Serie enthaltenen
PMT lagen wie in den Serien 603 und 604 nahe bei (4 %), aber
noch unterhalb des Serienmittels.

Die Klone auf den Standorten der Serie 606 (Abbil-
dung 5) zeigten im Serienmittel eine gegeniber der Serie
605 fast verdoppelte Blattrostinfektionsrate (11%). Hier
lagen lediglich die Prifglieder der Art P. trichocarpa, dhnlich
den Klonen der gleichen Art aus der Serie 603 am Versuchs-
mittel (11 %). Am schlechtesten schnitten in dieser Serie die
Klone der Kreuzungskombination, die die asiatische Art
P. szechuanica mit der amerikanischen Balsampappel P. tri-
chocarpa (PSzZT) vereint, ab (18%). Die Kontinuitat der Bal-
sampappelhybridkombination PMT, eine geringere Infekti-
onsrate (4 %) als das Serienmittel aufzuweisen, bestatigt sich
auch in dieser Versuchsserie. Im Gegensatz dazu zeigten die
Klone der reziproken Kreuzung aus P. trichocarpa x P. maxi-
mowiczii (PTM) in dieser Versuchsserie hohe Infektionsraten
von im Mittel 14 %. In den Serien 605 und 606 sind Klone von
P. maximowiczii in freier Abblite (PMFA) enthalten. Bei bei-
den Serien wurden diese Priifglieder wenig durch den Blatt-
rost geschadigt. Die genaue Kreuzungskombination dieser
vier Priifglieder konnte bisher jedoch noch nicht bestimmt
werden, so dass hier keine Aussage Uber den Einfluss der
Kreuzungskombinationen getroffen wird.
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Es wird deutlich, dass die durch die Selektions- und Ziich-
tungsbemiihungen des FastWOOD-Projekts entstandenen
und getesteten Klone ein mindestens ebenso gutes bzw. ein
deutlich verbessertes Toleranzverhalten in Bezug auf die
Infektionsintensitat mit M. larici-populina gegeniiber dem
Standardklon ‘Max 1’ aufweisen.

In Tabelle 6 sind die Ergebnisse der Varianzkomponen-
tenanalyse flr den Blattrostbefall enthalten.

Der Anteil der durch den Genotyp verursachten Varianz
ist in Serie 604 mit 37 % und in Serie 605 mit 27 % am Grof3-
ten. In Serie 603 und 606 fallen diese Anteile mit 11 % und
6% deutlich niedriger aus. Der Anteil des Standorts ist in
Serie 603 mit 16 % auffallig groBer als in den anderen Serien,
deren Anteil jeweils gleich oder kleiner 2% ist. Die durch die
Interaktion von Klon und Standort verursachte Varianz ist
dagegen Uber alle Serien mit weniger als 5% Anteil an der
Gesamtvariation sehr gering. Der Faktor Versuchsjahr konnte
in Serie 603 mit 21 % und 605 mit 40 % vergleichsweise gro-
Bere Anteile der Gesamtstreuung erklaren. In Serie 604 (4 %)
und 605 (1%) fiel dieser Einfluss deutlich geringer aus. Die
Wechselwirkung von Klon und Jahr beeinflusste lediglich in
Serie 606 die Gesamtvariation zu nennenswerten Anteilen
mit 19 %. Die dreifache Interaktion aus Genotyp, Versuchsfla-
che und Jahr ergab in Serie 605 den groéf3ten Anteil an der
Gesamtvarianz. Der Restfehler, der hier die Effekte der Blocke
und der Wiederholungen enthilt, zeigte bis auf Serie 605 mit
17 % ein vergleichbar hohes Niveau von 25% bis 28% hin-
sichtlich der Anteile an der Gesamtvariation. Die Anteile der
Restfehler sind hier jedoch nicht so hoch wie fiir die Ertrags-
daten.

3.3 Auswabhl iiberlegener Klone in Serie 605
und 606 nach der ersten Rotation

Basierend auf der zweiphasigen Auswertung der Ertragswer-
te in den Versuchsserien 605 und 606 konnten je Serie zwei
Klone identifiziert werden, die der Kontrolle ‘Max 1‘ in der
ersten Rotation signifikant Gberlegen sind. Tabelle 7 enthalt

die Ergebnisse dieser Auswertung.

Tabelle 6
Ergebnisse der Varianzkomponentenanalyse der parzellenweisen Blattrostbefallsdaten
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Bei allen ausgewahlten Klonen handelt es sich um PMT Kreu-
zungen. Die Ertrage der Spitzenklone liegen in beiden Serien
jeweils Gber dem Gesamtmittel, Gber dem Mittel aller Klone
der Kreuzungskombination PMT und Uber dem mittleren
Ertrag von ‘Max 1 Das Ertragsniveau der beiden Spitzenklo-
ne in Serie 606 liegt tiber dem der Klone in Serie 605, was
aber wie beschrieben vorrangig durch den Standorteinfluss
bedingt sein diirfte. Letzteres erklart auch die Unterschiede
in den Standardfehlern, da die standértlich bedingte Varianz
in Serie 606 grofBer ist als in Serie 605. Die Rostdaten basieren
auf den Mittelwerten und erlauben keine Aussagen beru-
hend auf schlieBender Statistik. Dennoch wird hier deutlich,
dass die insgesamt vier Spitzenklone im Vergleich innerhalb
der Serien sehr niedrige Befallsintensitaten aufweisen. Bei
der hier dargestellten Analyse ist zu beriicksichtigen, dass
sich zwischen den Standorten Rangverschiebungen erge-
ben kdénnen. Die Spitzenklone sind zwar insgesamt flachen-
Ubergreifend Uberlegen, aufgrund von Genotyp-Umwelt-
Interaktion konnen die Rangfolgen der Klone an den
einzelnen Standorten anders ausfallen. Dies sollte noch
naher analysiert bzw. bei Vorliegen der Daten aus der zwei-
ten Umtriebszeit evaluiert werden.

4 Diskussion

Sowohl bei der CO,-Vermeidungsleistung als auch bei den
CO,-Vermeidungskosten ergeben sich deutliche Vorteile bei
der Verwendung von Hackschnitzeln aus Kurzumtriebsplan-
tagen gegeniiber beispielsweise Biogas aus Mais, wie der
agrarpolitische Wissenschaftsbeirat des BMEL in einem Gut-
achten feststellte (Wissenschaftlicher Beirat Agrarpolitik
beim Bundesministerium fiir Erndhrung, Landwirtschaft und
Verbraucherschutz (WBA) 2007). Auch der Naturschutzbund
sieht deutliche 6kologische Vorteile von Kurzumtriebsplan-
tagen gegeniiber intensiv bewirtschafteten Ackerflichen
(Bielefeldt et al., 2008). Insofern ist die Erzeugung von Bio-
masse in Kurzumtriebsplantagen eine effektive Alternative
zum Einsatz von fossilen Brennstoffen. Im Gegensatz zu

Serie 603 Serie 604 Serie 605 Serie 606
Ursache Anteil [%] Anteil [%] Anteil [%] Anteil [%]
Gesamt 0,411 99 0,186 100 0,120 100 0,193 101
Klon 0,046 1 0,068 37 0,032 27 0,011 6
VFL 0,068 16 0,001 1 0,000 0 0,003 2
Jahr 0,087 21 0,008 4 0,002 1 0,077 40
Klon * VFL 0,005 1 0,008 4 0,000 0 0,000 0
Klon * Jahr 0,003 1 0,009 5 0,009 8 0,037 19
VFL * Jahr 0,066 16 0,016 9 0,013 1 0,005 3
Klon * VFL * Jahr 0,034 8 0,023 12 0,043 36 0,009 5
Fehler 0,101 25 0,053 28 0,020 17 0,050 26

Die mittleren Befallsprozente je Parzelle sind asin-wurzeltransformiert. Interaktionen der Streuungsursachen werden mit * gekennzeichnet. Je Serie werden
die Varianzkomponenten (VK) der beteiligten Faktoren und deren Anteil an der Gesamtvarianz angegeben.
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Tabelle 7
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Ergebnisse der flicheniibergreifenden Serienauswertung basierend auf den Einzelauswertungen in den Versuchsserien 605

und 606

Kreuzung Mittel

dGZ[t,,, ha'a']

605 NW11-0161R PMT 595 0.92
605 NW11-0153F PMT 5,45 0.89
605 ‘Max 1' PNM 2,07 0.70
606 NW12-0725M PMT 8,70 261
606 NW12-0727P PMT 8,46 2.56
606 ‘Max 1' PNM 519 2,03

Vergleiche
t-Statistik p-Wert Befall [%)]
2 357 0.01 0.35 0.35
2 3.7 0.04 0.00 0.00
2 34.24 6.53
3 3.25 0.03 0.52 0.07
3 3.3 0.04 0.10 0.10
3 20.01 3.17

Basierend auf paarweisen Vergleichen mit der Kontrolle ‘Max 1’ sind je Serie die beiden signifikant Giberlegenen Priifglieder angegeben. Zu den Klonen und
zur Kontrolle sind die mittleren Ertréage der ersten Rotation (dGZ) sowie der zugehérige Standardfehler (SE) angegeben. Die Spalte FG bezeichnet die Frei-
heitsgrade fiir das flaichentibergreifende Modell der jeweiligen Serie. Aus den Post-hoc-Tests sind die fiir den Vergleich des jeweiligen Klons mit‘Max 1 zuge-
horige Teststatistik (t-Statistik) und der darauf beruhende p-Wert angegeben. Zum Blattrost sind der mittlere parzellenweise Befall sowie der Standardfehler

(SE) des jeweiligen Mittelwerts angegeben.

anderen Landern wie beispielsweise in Schweden, wurde in
Deutschland allerdings relativ wenig Ziichtungsarbeit zur
Entwicklung neuer, speziell zur Biomasseproduktion geeig-
neter Geholze geleistet. Forstpflanzenziichtung ist eine Dau-
eraufgabe, die Kontinuitat in der zlichterischen Bearbeitung
erfordert. Hier ergeben sich deutliche Parallelen zur land-
wirtschaftlichen Ziichtung und dem Sortenwesen, in dem
diese Kontinuitdt gegeben ist. In 10 Jahren intensiver Ziich-
tungsarbeit hat das Verbundprojekt FastWOOD die Neu-
zlichtung von Pappeln und Weiden fiir die Biomasseproduk-
tion erfolgreich vorangetrieben.

Hinsichtlich des Ertragsniveaus kénnen die FastWOOD
Ergebnisse mit denen des ProLoc Verbundes verglichen wer-
den. In diesem Projekt wurden tiber ein breites standortli-
ches Spektrum Versuche mit gleichem Prifgliedsatz zum
Zweck der Standortleistungsmodellierung angelegt. Die Fla-
chen aus dem Arbeitspaket 1 in ProLoc sind denen aus Fast-
WOOD hinsichtlich ihrer Anlage und Bewirtschaftung
(Pflanzabstand von 1,8 m x 0,5 m; dreijahrige Rotation) dhn-
lich. Die in ProLoc angebaute Sorte ‘Max 1‘ schnitt in der ers-
ten Rotation mit 4,95 t,,, ha™ a”’ und in der zweiten Rotation
mit 9,37 t,,, ha a' ab. Das Gesamtmittel der Pappelklone in
ProLoc lag bei 4,42 t,,, ha' a' im ersten und 8,62 t,,, ha' a”
im zweiten Umtrieb. In FastWOOD hat die Serie 603 mit
5,23 t,,, ha a’ dGZ der ersten Rotation dhnlich abgeschnit-
ten. Der mittlere Ertrag von 10,7 t,,, ha' a” in der zweiten
Rotation verdeutlicht jedoch die gro3en Steigerungspoten-
ziale. Standorte wie Lehmbach | (008) und Emmendingen
(009) sind dazu geeignet, bereits in der ersten Rotation mit
den entsprechenden Klonen (iberdurchschnittlich gute
Ergebnisse zu erzielen. Aufféllig ist die hohe Ertragszunahme
in Wallstawe | (006). Der Standort in Anderlingen ist in eini-
gen Partien stark verndsst und anmoorig. Basierend auf dem
unterdurchschnittlichen Abschneiden in beiden Rotationen
ist dieser Standort fiir den Pappelanbau nicht geeignet. Dies
bestatigt die Aussagen von Hofmann (1997), der eine Anbau-
grenze bei einer Bodenwertzahl von 30 sieht mit der

Einschrankung, dass bei Standorten besserer Giite keine
anhaltende Nésse vorliegen sollte. In ProLoc konnten die
Weidensorten ‘Inger’ und ‘Tordis’ auf einem Moorstandort
gute Ergebnisse erzielen (JanBen et al., 2017).

Die Serie 604 schnitt in der ersten Rotation mit 4,71 t,,,,
ha' a™ ebenfalls vergleichbar zum ProLoc Gesamtmittel ab,
in der zweiten Rotation waren jedoch noch gréBere Wuchs-
steigerungen auf 11,7 t,,, ha’ a® als in ProLoc und in der
Serie 603 moglich. Die Versuche hatten im Anwuchsjahr teils
auch Probleme mit trockener Witterung. Wiederum am Ver-
suchsort Wallstawe (hier Wallstawe Il (012)) fallen die ver-
gleichsweise hohen relativen und absoluten Steigerungs-
werte besonders der Spitzenklone auf (vgl. dazu Horn et al.,
2013). Dies bestatigt die Eignung dieser Standorte fiir den
Pappelanbau, die es den P. maximowiczii x P. trichocarpa
Kreuzungen erméglichen, ihre Uberlegenheit in der Wuchs-
leistung zur Geltung zu bringen.

Die Serie 605 fallt mit einem mittleren Ertrag von 2,62 t,,,,
ha' a' dagegen deutlich schlechter aus, was jedoch durch
Anlageschwierigkeiten und standortliche Gegebenheiten
bedingt wird. Basierend auf Trockenschadenbonituren und
Austrocknungsversuchen unterstreicht Schildbach (2014)
die kritische Wirkung von Trockenheit zur Pflanzung, die
direkt hohe Ausfallraten bewirkt. Spater im Anwuchsjahr auf-
tretender Wassermangel und Diirreperioden in den weiteren
Jahren einer Rotation fiihren zu Wuchsminderungen, fiir die
sich jedoch klonspezifische Unterschiede ergeben (Schild-
bach, 2014). Fur die Flachen dieser Serie bleibt abzuwarten,
ob sich eine dhnliche Ertragssteigerung wie in den alteren
Serien einstellen wird. Weiterhin muss beobachtet werden,
ob die Nachkommen der ersten gelenkten Kreuzungen ihre
positiven Differenzen zur Kontrollgruppe ausbauen kénnen.
Bardowick (016) ist aufgrund der sehr trockenen klimati-
schen Bedingungen und des sehr sandigen Substrats (ehe-
malige Rieselfelder) ein Problemstandort.

Interessant ist, dass Herzberg im Vergleich dazu von den
klimatischen Bedingungen nicht viel besser erscheint.
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Bodenzahl und nFK sind nur etwas guinstiger, der mehr als
dreifache so hohe mittlere Ertrag fallt vor diesem Hinter-
grund umso deutlicher auf. Dass die Flache auf einem Altarm
des Flusses Schwarze Elster liegt und der Grundwasseran-
schluss in der Standortkartierung festgestellt wurde, dirften
die Hintergriinde fiir diese Ertragsleistung sein. Da andere
Flachen mit Grundwasseranschluss nicht so gute Ergebnisse
erzielten, bestatigen sich die Unterschiede im Einfluss von
Grundwasser, die bereits von Hesmer (1951) erwdhnt wur-
den, ndamlich dass stehendes Grundwasser und Stauwasser
eher nachteilig seien. Neben Herzberg féllt die Serie 606 mit
einem Mittel von 6,14 t,,, ha™ a™' sehr gut aus. Stiedenrode IlI
(021) fallt durch den Beikrautdruck im Anwuchsjahr zurtick.
Die Flache Siemen wirkt dagegen vielversprechend, da sich
hier bereits eine Differenzierung der Prifglieder im Vergleich
zu'Max 1’ abzeichnet.

Uber alle Serien hinweg zeigen die Hybride aus der Kreu-
zungskombination P. maximowiczii x P. trichocarpa beim
Ertrag dhnlich wie fiir den Rost eine Uberlegenheit zum
Gesamtmittel der Serien und zur Kontrolle ‘Max 1° Auf eini-
gen Flachen ist dies wie beschrieben aufgrund standortli-
cher Bedingungen oder Schwierigkeiten bei der Anlage
geringer bis nicht ausgepragt. Hier stellt sich jedoch nicht so
sehr die Frage nach der Anbauwdirdigkeit anderer Klone son-
dern eher, ob es sich liberhaupt um fiir Balsam- und Schwarz-
pappeln geeignete Standorte handelt, da die Streuung zwi-
schen den Priifgliedern und die Leistung der Kontrolle auf
diesen Standorten insgesamt sehr niedrig ist. Eine mdgliche
Genotyp-Umwelt-Interaktion sollte daher genauer unter-
sucht werden. Fir die Ansprache dieser Zusammenhdnge
haben sich bei Sixto et al. (2016) Biplot-Analysen bewahrt.

Nach den bisherigen Beobachtungen werden die leis-
tungsstarken Klone in ihrer Ertragsiiberlegenheit nicht
wesentlich beeintrachtigt. Inwieweit sich diese These langfris-
tig verifizieren lasst, muss weiter beobachtet werden. Die in
den drei Forderphasen des Verbundprojektes FastWOOD erar-
beitete Datenbasis bietet eine gute Grundlage fiir eine spezi-
fische Auswertung dieser Fragestellung. Dieses geht in die
Anbauempfehlungen der ausgewdhlten und zugelassenen
Klone ein. Fiir die Serien 605 und 606 erfolgt noch die Analyse
ertragsbestimmender Faktoren wie z.B. Brusthéhendurch-
messer/Grundflache, Ausfallrate und Héhen vergleichbar mit
Grotehusmann et al. (2015, 2017). Die Nachkommen der
gelenkten Kreuzungen aus diesen Serien sollen zur Zulassung
nach FoVG in der Kategorie ,Gepriift” vorbereitet werden.

Einige Versuchsflachen bleiben nach Abschluss des Pro-
jekts in der Betreuung der Abteilung Waldgenressourcen.
Versuche aus den ersten beiden Serien kdnnen in einer drit-
ten Rotation beobachtet werden, was hinsichtlich der
Ertragsdynamik nach zweitem Ruickschnitt von Interesse ist
(vgl. dazu Boelcke, 2006; Biertiimpfel et al., 2009). Weiteres
Material aus den letzten Kreuzungsjahrgangen soll auBler-
dem in einer neuen Versuchsserie getestet werden, die vom
Sachgebiet Ziichtung und Priifung forstlichen Vermehrungs-
gutes der Abteilung Waldgenressourcen der NW-FVA ange-
legt wird.

Risikofaktoren fiir den erfolgreichen Betrieb einer
Kurzumtriebsplantage (KUP) sieht Amthauer Gallardo (2014)
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neben einer falschen Klon- und Standortauswahl in Blatt-
und Rindenkrankheiten und unsachgemafer Kulturfiihrung.
Von Pilzen und Bakterien ausgeldste Krankheiten sind haupt-
verantwortlich fir ZuwachseinbufBen und schlechtere Holz-
qualitat. Diese Schaden kdénnen bestandesbedrohende Aus-
maBe annehmen (Steenackers et al., 1996). Hier ist in erster
Linie der Pappelblattrost (Melampsora larici-populina) zu
nennen. Daher wurden die im FastWOOD-Projekt getesteten
Pappel-Klone ab den Vorpriifungen bis hin zur Klonprifung
auf Versuchsflachen speziell fur die Eignung auf Kurzum-
triebsplantagen nicht nur hinsichtlich Biomasseleistung,
Wiederausschlagsvermdgen und Dichtstandstoleranz, son-
dern auch auf Resistenz gegen Pappelblattrost getestet und
ausgewahlt. Durch das jahrlich bereits ab dem Samlingsalter
durchgefiihrte Pathogenmonitoring aller neuen Klone konn-
te das Toleranzverhalten gegeniiber dem Pappelblattrost in
jedem Stadium (Vorpriifung, Versuchsflache, nach Wieder-
austrieb usw.) und auf unterschiedlichsten Standorten doku-
mentiert werden. In den hier vorgestellten vier Serien wer-
den aufgrund ihrer Leistungen bei den Vorselektionen
Uiberwiegend Hybriden der Sektion Tacamahaca aus P. maxi-
mowiczii x P. trichocarpa auf den Versuchsflaichen getestet.
Die Auswahl der Eltern basierte zum einen darauf, dass sie
aufgrund ihrer Herkunftsgebiete gut mit den in Deutschland
herrschenden klimatischen Bedingungen zurechtkommen
und gute Wiichsigkeit zeigen. Zum anderen erwiesen sich
Klone dieser beiden Arten bereits bei Albrecht und Boden
(1988) als sehr tolerant gegeniiber dem Pflanzenpathogen
M. larici-populina. Umfangreiche Untersuchungen zur Anfal-
ligkeit der Elternarten in verschiedenen europaischen Lan-
dern beschrieb Pinon (1992), die zusétzlich auf klonale Tole-
ranzeigenschaften hindeuten. Die von uns getesteten
Neuziichtungen der P. maximowiczii x P. trichocarpa -Hybri-
den (Serie 604-606) zeigten durchgehend nicht nur eine
schwdchere Infektionsintensitat als der bei Rau et al. (1988)
als resistent beschriebene und hier als Referenzklon verwen-
dete ‘Max 1" und ihre Elternart P. trichocarpa, sondern lagen
auch Uberwiegend unter dem Serienmittel (Abbildung 5).
Einzige Ausnahme bilden die P. maximowiczii x P. trichocarpa
—Hybriden in der Serie 603. Diese zeigten, verglichen mit
‘Max 1" und dem Serienmittel eine leicht hohere Sensitivitat.
Bei diesen Individuen handelt es sich um altere Klone, die
nach eingehender Bewertung direkt fir den Test auf Kurzum-
triebsfahigkeit hin selektiert wurden.

Der nicht unbedeutende Einfluss standortabhangiger
biotischer und abiotischer Faktoren in Kombination mit jah-
resklimatischen Einflissen kann hier nur in Ansatzen aufge-
zeigt werden. Jedoch ist die Tendenz zu hherem Pathogen-
befall auf Standorten mit eher feuchtwarmem Klima (wie
Beispielsweise Lehmbach (008) und Emmendingen (009)) im
Vergleich der Standorte der einzelnen Versuchsserien mitei-
nander erkennbar (Abbildung 4). Jedoch zeigen die Klone
auf eben diesen Standorten dem hohen Infektionsniveau
zum Trotz sehr gute Zuwachsraten.

In den Serien 605 und 606 konnten jeweils zwei Spit-
zenklone identifiziert werden, die Uberdurchschnittliche
Ertrédge aufweisen. Die Klone sind in den jeweiligen Serien
der Kontrolle ‘Max 1'hinsichtlich des Biomassezuwachses
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statistisch Uiberlegen. Gleichzeitig weisen die Klone eine
niedrige Befallsintensitat mit Blattrost auf. Hier bleiben die
Ergebnisse nach weiteren Rotationen abzuwarten, um zu
bestatigen, dass die Klone auch nach Riickschnitt tiberlegen
bleiben und als die besten Genotypen des Priifkollektivs aus-
gewahlt werden kénnen.
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Breeding of multipurpose willows on the
basis of Salix daphnoides Vill., Salix purpurea

L. and Salix viminalis L.

Ben Bubner*, Angela Kéhler**, Irmtraut Zaspel*, Matthias Zander**, Nadja Forster**,
Jan-Christoph Gloger**, Christian Ulrichs** and Volker Schneck*

Abstract

Willows are planted in short rotation coppices (SRC) to pro-
duce biomass. Another potential use of willows is the
extraction of natural salicylates as alternatives to chemically
synthesized acetyl salicylic acid (medical use). Available
clones in Europe based on Salix viminalis L. do not contain
salicylates and have high water requirements.

In order to breed willows that can serve both as bioenergy
and salicylate source under dry soil conditions, a collection of
several hundred wild type genotypes of Salix daphnoides Vill.
and Salix purpurea L. was used for an extensive crossing pro-
gram with selected S. viminalis biomass clones. Altogether
578 inter- and intraspecific crossings resulted in 203 proge-
nies and 622 genotypes. After selection in nursery trials 62
genotypes have been cloned and planted into two field trials
with different soil moisture.

Crossings of salicylate free S. viminalis clones with salicy-
late containing S. daphnoides and S. purpurea clones resulted
in progenies that contained both salicylate and triandrin
(from S. viminalis). The highest salicylate contents were found
in S. daphnoides x daphnoides crosses followed by S. viminalis
x daphnoides and S. purpurea x viminalis. Rust infection was
low for almost all genotypes. While at the wet site the highest
biomass was recorded for S. viminalis clones, the highest bio-
mass at the dry soil site was recorded for S. daphnoides x
daphnoides clones. This shows that it is possible to produce
clones with high biomass and high salicylate content by
intraspecific crossings of S. daphnoides. Because of the differ-
ent cutting regimes at the two sites (first year cut at the dry
site, no first year cut at the wet site), further investigations are
necessary to confirm the superiority of S. daphnoides clones
over S. viminalis clones at dry sites.

Keywords: Short rotation coppice, salicortin, phenolic glyco-
sides, interspecific crossing, Melampsora resistance

Zusammenfassung

Ziichtung von Weiden zur Mehrfach-
nutzung auf der Basis von Salix
daphnoides Vill., Salix purpurea L. und
Salix viminalis L.

Weiden werden in Kurzumtriebsplantagen (KUP) angebaut,
um Biomasse fir die Energiegewinnung zu produzieren. Eine
weitere Nutzungsmaoglichkeit ist die Herstellung von Salicy-
lat-haltigen Rindenpraparaten als Ersatz flr synthetische
Schmerzmittel auf der Basis von Acetylsalicylsdure. Da die
bisher in Europa verwendeten Biomasse-Klone auf Salix
viminalis L. basieren, die kaum Salicylate enthalten, fallen
diese fur eine mogliche Mehrfachnutzung aus.

Auf der Basis eines Klonarchivs der Salicylat-haltigen
Arten Salix daphnoides Vill. und Salix purpurea L. wurden 578
Kreuzungen mit Klonen von S. viminalis durchgefiihrt, welche
in 203 Nachkommenschaften mit insgesamt 622 Genotypen
resultierten. Nach Vorpriifungen wurden 62 Genotypen in
zwei Feldversuchen mit unterschiedlichen Bodenfeuchten
gepflanzt.

Die hochsten Salicylat-Gehalte bei gleichzeitig hoher
Frischmasse hatten intraspezifische Kreuzungen S. daphnoides
x daphnoides, gefolgt von S. viminalis x daphnoides und
S.daphnoides x purpurea. Wahrend am feuchten Standort die
hochste Biomasse fir S. viminalis-Klone gemessen wurden,
war sie am trockenen Standort am hochsten fir S. daphnoides
x daphnoides-Klone. Aufgrund des unterschiedlichen Schnitt-
managements (Erstjahresschnitt am feuchten Standort, kein
Erstjahresschnitt am trockenen Standort) sind weitere Untersu-
chungen notwendig, um die Uberlegenheit von S. daphnoides
an trockenen Standorten zu bestatigen.

Schliisselworter: Kurzumtriebsplantage, Salicortin, Phenol-
glykoside, interspezifische Kreuzung, Melampsora-Resistenz
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1 Introduction

Species of the genus Salix can be grown in short rotation
coppices (SRC). This form of cultivation in agricultural fields
uses the ability of willows to sprout from stools of cut plants
to produce high biomass yields within 2 to 3 years after cut-
ting, so that the rotation time is shorter than in conventional
forest plantations (Lindegaard et al., 2016; Makeschin, 1999).
The main use is as fuel in biomass heating and power plants
(Djomo etal., 2011). Short rotation coppices are widely plant-
ed in Sweden and Great Britain (Aylott et al., 2008; Mola-
Yudego and Gonzalez-Olabarria, 2010). In these and other
countries breeding programs are finished or underway to
provide high biomass genotypes by crossing and selection
(Gebhardt, 2012; Larsson, 1998; Lindegaard and Barker, 1996;
Pohjonen, 1991).

The species Salix viminalis L. is widely used in short rota-
tion coppices (Begley et al., 2009; Lindroth and Bath, 1999).
According to the classification of Skvortsov (1999), S. viminalis
belongs to the section Vimen and is widely distributed across
Northern Eurasia. Among other Salix species used for selec-
tion or as breeding partners are Salix dasyclados Wimm/
burjatica Nasarov or Salix schwerinii E. Wolf (Berlin et al., 2011;
McCracken and Dawson, 1992; McCracken et al.,, 2011). They
also belong to the Section Vimen. Thus, considering that
Skvortsov (1999) recognizes 26 sections with 135 species in
Eurasia, the genetic basis for biomass willows is relatively
small.

Apart from use as biomass for bioenergy Salix species
can also be planted for the use of substances within the
bark. The most prominent among them are phenol glyco-
sides such as salicylates (e.g. salicin and salicortin (Boeckler
etal.,, 2011). The concentration ranges from 0.1 % to 10% in
dry bark depending on species (Shao, 1991). Salicylates
from willow bark are used as substitute for synthetic anal-
gesics based on acetyl salicylic acid (Meier, 2001). Other
phenolic substances in the bark of willows are condensed
tannins like catechin with a concentration of 0.2% to 1%
and flavonoids in the form of glycosides of naringenin, erio-
dictyol and isoquercitrin (0,4% to 3,8%, Shao, 1991). A
potential further use of bark extracts is as replacement of
chromium in leather tanning, as it is already proposed for
other tree barks (Seabra et al., 2018).

SRC willows are especially suitable for the extraction of
substances from the bark since the large numbers of shoots
emerging after cutting allows for a high percentage of
young bark in relation to the total volume. Thus, willows
could be used both for bioenergy generation and the pro-
duction of phenolic substances. One problem is that the
biomass producing species S. viminalis contains only rela-
tive low amounts of salicylates (under 1%, Minakhmetov et
al., 2002; Shao, 1991) while other species such as Salix pur-
purea L. and Salix daphnoides Vill. contain more than 1%
salicylates in dry weight of bark (Julkunen-Tiitto, 1989;
Shao, 1991). If a dual use of biomass and salicylates is
required S. viminalis is not a suitable species. One possible
solu-tion is the breeding of willow genotypes that produce
both biomass and salicylates. This goal can be reached by
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interspecific crossing of S. viminalis with salicylate contain-
ing species or by improving the biomass yield of salicylate
containing species through intraspecific crossings and
clone selection.

Not only biomass and phenol glycoside content are
goals for new genotypes of biomass willows but also resis-
tance to biotic and abiotic stresses. Among biotic stresses
the colonization of leaves by rust fungi of the genus
Melampsora can lead to substantial losses of biomass
(Pei et al., 2004). Therefore, one breeding goal is the provi-
sion of rust resistant willow genotypes (Pei et al., 2008).
Because of the high specificity of some races of Melampsora
spp., the yield of willow plantations can be improved by
mixed planting of several genotypes of willow (McCracken
and Dawson, 1998).

Another motivation for breeding new willow geno-
types is the requirement for drought tolerance. The estab-
lished S. viminalis clones are selected for and planted in
areas with relatively high precipitation. In the lowlands of
Eastern Germany precipitation is around 600 mm or even
below (Hansel et al., 2007). When breeding for dryer
re-gions those species should be considered as crossing
partners that are known to have lesser requirements for
water supply. For instance, S. daphnoides Vill. var. pomeranica
from the Baltic Sea coast is growing on sand dunes and
known to resist drought to some degree (Chmelar and
Meusel, 1979).

In the following we present results of a German breeding
program that was supported by the German Fachagentur fiir
Nachwachsende Rohstoffe. In contrast to other breeding
programs, important crossing partners were S. daphnoides
and S. purpurea. Both intraspecific crossings and interspecific
crossings with established S. viminalis genotypes were per-
formed. The breeding goals were as follows:

* High biomass yield

* High content in phenol glycosides especially salicylates
* Resistance against willow rusts

* Drought tolerance.

2 Material and Methods

2.1  Genotype collection

A genotype collection of Salix daphnoides and S. purpurea
was the basis for breeding (Figure 1). The genotypes have
been collected in two areas: the coast of the Baltic Sea in
northeastern Germany and Poland and the Alps in Germa-
ny, Austria and Italy. They have been planted in the stock
collections Zepernick and Berlin-Dahlem at Hum-
boldt-Universitat zu Berlin (Zander et al., 2010). A second
source for crossing partners was a stock collection in
Waldsieversdorf at the Thiinen Institute. It comprised
established genotypes of the species S. viminalis that are
widely used for short rotation coppices in Sweden but also
genotypes of other Salix species such as Salix humboldtiana
Willd. S. humboldtiana has been chosen for testing the
principal possibilities to cross foreign species into native
species
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In the left panel the location of the three stock collections and the two field trials is indicated:

4 field trial Weil5
5 field trial Wriezen 2

1 stock collection Zepernick
2 stock collection Berlin-Dahlem
3 stock collection Waldsieversdorf

Figure 1
Provenance of the breeding material

2.2  Controlled crossings

Directed crossings were performed in spring 2011, 2012,

2013 and 2014. Branches of male Salix genotypes were cut in

early spring. Pollen was collected after flowering in the green

house (Figure 2b) and stored at 4°C for max 4 weeks. Two
methods have been applied for pollination:

A. Direct method: Catkins of female genotypes in the geno-
type collection Zepernick were bagged before flowering
and directly pollinated on the plant with a sterile brush.
The capsules ripened within a few weeks in the bag and
the catkins were collected when the seeds were released.
This method was mainly used for intraspecific crossings
of S. daphnoides.

B. Greenhouse method: Catkins on branches of female
genotypes (Figure 2a) were pollinated in crossing cham-
bers in the greenhouse with a sterile brush. The capsules
ripened on the branch in the crossing chamber (Fig-
ure 2¢). This method was mainly used for interspecific
crossings of S. purpurea, S. daphnoides and S. viminalis.

Seeds were cleaned from hairs with a sieve (Figure 2d and e)
and sown on vermiculite that was moistened with 2 concen-
tration of liquid Schenk/Hildebrand Medium (Duchefa, Haar-
lem, Netherlands). Until germination and the first two weeks

after germination cultivation took place under 100% air
moisture (Figure 2f). Seedlings were transferred to soil and
cultivated in pots in the greenhouse for a few weeks (Fig-
ure 2g) until they were transferred outside the greenhouse.

2.3 Terminology for seedlings and clones

Each seedling was given a name consisting of an abbrevia-
tion of the crossing partners and a running number; the first
genotype is the female and the second genotype the male
parent. At the end a letter follows for the nursery trial as place
of selection (D = Berlin-Dahlem, W = Waldsieversdorf,
Z = Zepernick). An example is 79036 x DA57_1_W.This is a
crossing of the female S. viminalis genotype 79036 and the
male S daphnoides genotype DA57. It is the seedling number 1
in the nursery trial Waldsieversdorf. Note that 79036 x DA57_1_Z
was selected in the nursery trial Zepernick and is another
seedling with a different genotype.

In this paper the following terminology will be used for
differentiating clones and ramets: The original seedling is the
genet. The propagation by cuttings (i.e. cloning) results in
ramets. The ramet together with the genet forms the clone.
Thus, the name 79036xDA57_1_W can denote both the
orig-inal seedling and the clone. Usually the name will be
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Figure 2

Stages of the crossing process: a) catkin of female S. humboldtiana genotype SH2; b) catkin of male S. daphnoides genotype
DAG65; ) developing capsules of the intraspecific crossing PU59 x PU108 on branches in crossing chambers; d) “wool” with
seeds; e) seeds of crossing S. viminalis x S. daphnoides Tordis x DA135; f) seedlings after germination; g) seedlings in quick-
pots in the greenhouse; h) plants in July of the second year after germination, they are not yet propagated by cuttings.

used as clone name. Where a distinction between clone and
the original seedling is necessary it will be explicitly stated.

2.4  Cultivation and propagation of clones
The selection and propagation process is exemplified for the
crossing season 2011 (Table 1).

In the year of crossing seedlings were cultivated in pots.
When a crossing yielded numerous seedlings, excess seed-
lings were planted into nursery trials in the fall of the cross-
ing year. Routinely, seedlings were planted in spring of the
second year into nursery trials (Figure 2h). Fast growing seed-
lings were selected for propagation by micro cuttings. Micro
cuttings were prepared from one year old seedlings by cut-
ting the shoot in 7 to 10 sections with at least two buds in
March.They were grown in 0.5 | pots with seedlings substrate
with perlite (Klasmann-Deilmann, Geeste Germany) under
plastic cover at 2 to 20°C. Acclimatization started in May by
removing part of the foil and installing shading. Beginning
from May, the ramets were planted into nursery trials togeth-
er with the rootstock of the original seedling.

A second method for propagation was the use of con-
ventional cuttings (25 cm length, diameter 1 to 2 cm). When
cuttings were prepared in the spring of the third year after
crossing (either from original seedlings or from ramets) they
were rooted in the greenhouse in early spring and planted

from pots into the field in May. Cuttings from clones in the
fourth year or older (mostly ramets) were also directly plant-
ed into field trials in May. In the first year, irrigation was pro-
vided.

2.5  Nursery trials and field trials

Nursery trials have been established next to the stock collec-
tions in Berlin-Dahlem (Humboldt-Universitat zu Berlin),
Zepernick (Humboldt-Universitat zu Berlin) and Waldsievers-
dorf (Thiinen Institute). They served to survey the growth
rate, number of shoots and rust colonization in the second
and third year of cultivation after crossing. All seedlings of a
crossing progeny (usually 7 to 9) or all ramets of one clone
were planted into a consecutive row. Nursery trials were sur-
veyed from the years 2012 to 2015.

Field trial Wriezen2 has been established in spring 2013
with rooted cuttings. It is situated in the lowlands of the river
Oder (Oderbruch: 52.741591° N, 14.121651° E), where the
groundwater level is high. The clones are planted in a ran-
domized block design with three blocks. Each block consist-
ed of 36 plots with 15 plants per plot. 34 clones from cross-
ings 2011 and two standard clones of the section Vimen
(Tordis and Zieverich 3N) were planted. Tordis is a hybrid of
S. schwerinii and S. viminalis. Zieverich is originally a S. vimi-
nalis clone. In the Salix clone collection of Hann. Miinden it is
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Time course of cultivation at the example of the crossing progeny of 2011

selection of 145 seedlings by shoot length, diameter and rust resistance; preparation of 7-10 micro cuttings for

planting of ramets together with the original rootstocks into nursery trials

selection by shoot lengths, shoot number, rust resistance: 67 genotypes remain in nursery

planting of rooted ramets of 34 genotypes in the field trial Wriezen2

Consecutive timing  Time Event
1t year Spring 2011 crossing and sowing, cultivation in pots
Summer 2011 cultivation in pots
2" year Spring 2012
each seedling
May 2012
Fall 2012
3 year February 2013 propagation by cuttings and rooting in the greenhouse
May 2013
Winter 2013/14 first cut
4t year Winter 2014/15

female and diploid by flow cytometry (Fehrenz, 2015). The
clone in the clone collection Waldsieversdorf is triploid and
female. Therefore the used standard is called Zieverich 3N to
make clear that it is distinct from Zieverich. According to
morphological traits Zieverich 3N is at least relative of S. vimi-
nalis.

Field trial Wei15 has been established in spring 2015 with
rooted cuttings in 30 km distance to Wriezen2 near the town
Mincheberg (52.522007° N, 14.135644° E). In comparison to
the field trial Wriezen2 the soil conditions are dry with a low
ground water level. The randomized block design consisted
of 4 blocks with 50 plots and 21 plants in each block. Alto-
gether 48 clones have been tested: 20 clones already planted
in Wriezen2 and 28 clones from the crossing years 2012 to
2014. Standard clones are Tordis and Zieverich 3N.

The following three sections describe the different meas-
urements. Rust infection and biomass/growth meas-
urements served as criteria to select clones for planting in
the field trials. Rust infection, biomass/growth, and phenolic
glycosides served to evaluate the selected clones in the field
trials.

2.6  Scoring rust infection
Rust infection was surveyed by a rating scheme with 7
grades (Figure 3). Scores are the estimated average leave
surface covered by rust pustules on all leaves of the plant.
Score 1 means that no rust pustules are observed on the
plant, while 7 means that more than 50 % of the leave sur-
face of the whole plant is covered with rust pustules. Sur-
veys in the nursery trials were conducted in the first two
weeks of September. Within the progeny of a crossing the
rust score was determined for each individual seedling.
Seedling with a score higher than three were excluded from
further cultivation except for the case that they showed
exceptional growth rates (putative cases of tolerance). In
the case of clones generated by micro cuttings the values
for the ramets were averaged. The threshold for further cul-
tivation was also three.

Screening for rust resistance in the field trial Wriezen2
took place on 16" September 2014. The rating scheme has

Second cut with measurements of fresh weight and phenol glycoside content

been adjusted in a way that the score was averaged visual-
ly for all 15 plants of a plot resulting in one rust score per
plot. Preliminary test had shown that the variation
between the ramets of one plot is very low, allowing to
apply a summarizing score. Comparison of rust infection
between genotypes was based on the average score of

three blocks.
1 3 4 5 6
f
2% 5% 10% 25%
Figure 3
Rating for surveys of rust infestation in nursery trials and

1%
field trials, adapted from McCracken and Dawson (1992)

rating

1
0% 50 %
2.7 Measurements for growth and biomass
In the nursery trials following parameters have been meas-
ured: height of the highest shoot, diameter of the strongest
shoot and the number of shoots. It was based on 6 to 9
ramets from the propagation by micro cuttings. Seedlings
or clones were selected after two years for further testing in
field trials. In the field trial Wriezen2 biomass was measured
as fresh weight directly from the cut shoots in winter
2014/2015 after cutting in winter 2013/2014. That is stools
grew two growing periods and the shoots one growing
period.

An indirect approach was applied to estimate biomass in
the field trial Wei15. The diameters at breast height (1.3 m) of

all shoots per plant were measured and the basal area was
calculated in autumn 2017 after three growing periods
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without cutting. The biomass function for dry weight has
been determined in a previous field trial in Miincheberg
(Wei9) with following parameters:

Oven dry weight [g] = 118.22 x basal area +112.13.

2.8 Measurements of phenolic glycosides
Sampling: Sampling took place in winter to early spring
2014. Bark was removed in stripes from shoots of three plants
of each genotype at a height of 30 to 60 cm above ground.
The bark was shock frozen in liquid nitrogen and stored at
-20°C until further processing.

Extraction: Phenolic glycosides were extracted as
described in Forster et al. (2008). Briefly, samples were
lyophilized and homogenized in a ball mill. Fifty mg of each
sample were mixed with 750 pl 80 % methanol and 100 pl
internal standard resorcin (50 mM), incubated in an ultra-
sonic bath on ice, and centrifuged to collect the superna-
tant. The pellet was re-extracted with 80% methanol two
more times. The extract was concentrated in a vacuum con-
centrator and refilled to 1 ml with ultrapure water. It was
filtrated (SpinX filters, 0.22 um) and stored at -20°C until
HPLC analysis.

HPLC analysis: The HPLC system consisted of a DIONEX
P680 pump, an ASI-100 auto sampler, a TCC-100 thermostated
column department, and an UltiMate 3000 Photodiode Array
Detector. Reversed phase chromatography was carried out on
an Acclaim PolarAdvantage C16 column (3um, 1204,
2.1 x 150 mm, Thermo-Fisher) protected by a pre-column
(5pum, 120A, 2 x 10 mm, Thermo-Fisher). Eluents used for HPLC
analysis were (A) 2% tetrahydrofuran, 0.5 % phosphoric acid in
ultrapure water and (B) 100% methanol. The applied gradient
program (flow rate 0.35 ml/min) was: 0% B (min 0-5), 0-15% B
(min 5-10), 15-25% B (min 10-20), 25-35% B (min 20-30),
35-50% B (min 30-40), 100% B (min 40-42), 100-0% B (min
42-44), 0% (min 44-49). Injection volume was 10 pl and peak
detection was carried out at 270 nm. Qualitative analysis of
phenolic glycosides was based on their retention times, specif-
ic UV-spectra (Shao, 1991), and mass spectrometry. Peak eval-
uation of chromatograms was performed with the program
Chromeleon 6.8.

Quantification: Quantification of phenolic glycosides
was based on the peak area relative to the internal

Table 2
Success of crossing over four crossing seasons

Consecutive timing 2011
Mother genotypes 24
Father genotypes 16
Crossings 79
Crossings yielding seeds 40 (50%)
Progenies 36 (46%)
Seedlings (= new clones) in nursery trial 268
Average number of clones per progeny 74

Percentages in brackets refer to the number of performed crossings.
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standard. The content of phenolic glycosides is given in
mg/g dry weight as sum of all phenolic glycosides includ-
ing salicylates (salicin and salicortin) and separately only for
salicylates.

2.9  Statistics
Fresh weight per plant (15 for Wriezen2, 21 for Wei15) was
averaged for each plot. These plot means were used as input
for testing for ANOVA. Significance of difference of clone
means with the mean of Tordis (standard clone) was tested
by Dunnett’s test. The GLM procedure of SAS 9.3 was used.
The statistics for oven dry ton (10° g) at Wei15 started from
dry mass per plot by using the sum of all basal areas as input
for the biomass function. With the plot size of 21 m? the value
was converted into t ha™.

Correlation of biomass and salicylate content was calcu-
lated as Spearman’s rank correlation coefficient and tested
on significance by using SPSS 23.

3 Results

3.1  Success of crossings

Altogether 578 crossings with 64 mother and 48 father geno-
types have been performed. They resulted in 203 progenies
with altogether 622 seedlings (Table 2). In the years 2011,
2012, and 2013 around 50% of crossings resulted in seeds.
The low number of successful crossings in 2012 has two caus-
es. First, the catkins have been damaged by biotic (larvae of
different insects) and abiotic (frost) stresses. Second, in 2012
mostly interspecific crossings have been performed that
resulted in lower number of successful fertilizations as com-
pared to intraspecific crossings. The original aim was to clone
10 seedlings per progeny by cuttings or micro cuttings. This
was only possible in 2011 for a larger number of crossings
whereas in the following years only two to three seedlings
per progeny could be cloned. This was especially true for
interspecific crossings that often resulted in only one clone.
The female clone of the foreign species S. humboldtiana, SH2,
proved to be a good mother clone. Several interspecific
crossings with S. viminalis, S. purpurea and S. daphnoides
yielded viable seedlings.

2012 2013 2014
35 35 32
27 30 29
185 199 115
36 (19%) 99  (50%) 73 (63%)
35 (19%) 74 (37%) 58 (50%)
82 161 1M
23 22 19
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Table 3
Clones selected for field trials

crossings

S. daphnoides x daphnoides (in brackets DA135 as father)
S. humboldtiana x viminalis

S. humboldtiana x purpurea

S. humboldtiana x daphnoides

S. purpurea x viminalis

S. viminalis x daphnoides

S.viminalis x viminalis

Sum

3.2 Selected clones for planting in field trials
Cloned for the field trials were selected according to the
growth, number of shoots and rust infestation in the nursery
trials. After at least two years of observation in the nursery tri-
als altogether 62 clones from originally 622 clones were select-
ed for plantings in field trials Wriezen2 and Wei15 (Table 3 and
clone names in Figure 4 to 6). The number of selected clones
for Wriezen2 was 34 and comprised clones from the crossing
year 2011. Another 28 clones from the crossing years 2012 to
2013 were selected for field trial Wei15. They were planted
together with 20 clones that showed good growth in Wriezen2,
so that the total number of clones for Wei15 is 48.

Among 32 intraspecific clones of S. daphnoides, 29 of them
were offspring of genotype DA135 as father (Table 3). This is
especially noteworthy considering the relative weak growth of
DA135 in the stock collections as compared to other fathers
(data not shown). A larger number of intraspecific clones of
S. viminalis could also be selected. Crossings of S. purpurea x

59

Selection for Wriezen2 Selection for Wei15

(2013) (2015)

21 (21) 1 ®

0 1

0 1

1

2 4

8 7

3 3

34 28

purpurea resulted in seeds (Figure 2¢) and clones in the nursery
trials but none could be selected for field trials. Among the inter-
specific crossings the largest number of clones could be select-
ed for the crossings S. viminalis x daphnoides. When used as
crossing partner with other species S. purpurea was involved in
six selectable crossings. Although crossing with S. humboldtiana
is principally possible, the resulting seedlings were relatively
weak. Nevertheless, three seedlings with a father of S. viminalis,
S.purpurea, and S. daphnoides respectively, could be selected for
the field trial Wei15.

Biomass and rust at the moist field trial
Wriezen2

Biomass: Under moist soil conditions the highest biomass is
recorded for an intraspecific crossing S. viminalis x viminalis
(Bowles x Jorr_ER5_W) with 2.6 kg per plant and a high standard
deviation of 1,1 kg. However no clone has a significant higher
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The trial is replicated in three blocks. Asterisks mark significant differences compared to the standard Tordis. (Dunnett’s test, p = 0.05)

Figure 4

Moist site Wriezen2, 2014. Fresh weight of the second cut (two vegetation periods after planting).
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The trial is replicated in three blocks.

Figure 5
Moist site Wriezen2, rust survey on 16th September 2014 (two vegetation periods after planting).

biomass than the standard clone Tordis (Figure 4). A significant  DA45 x DA135_5_D. Five clones had a score of 1 (i.e. no rust
lower biomass is determined for 26 clones. However, there are  at all) over all three plots while the majority of clones showed
8 clones that have no significant lower biomass than the stan-  a score around 2. Overall rust infestation was low (Figure 5).
dard. Among them are the second standard Zieverich 3N, four

intraspecific crossings S. daphnoides x daphnoides with DA135

as father, three intraspecific crossings S. viminalis x viminalis,and 3.4~ Biomass at the dry field trial Wei15

one interspecific crossing S. viminalis x daphnoides. Under the dry soil conditions of Wei15 nineteen S. daphnoides
Rust infestation: Rust score above 5 was not observed and  clones had higher dry weight than the standard S. viminalis
the score 5 was only observed once in one plot of the clone  Tordis. For three of them, DA92 x DA135_1_7Z, DA45 x
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The trial is replicated in three blocks. Asterisks mark significant differences (Dunnett’s test p = 0.05) compared to the standard Tordis. Clones marked with §
have also been planted in field trial Wriezen 2.

Figure 6
Dry site Wei15. Estimated odt ha-1 three vegetation periods after planting (calculated from stem diameter).
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Table 4
Contents of phenolic glycosides in the field trial Wriezen2

Total phenolic
glycosides in
mgg’

Crossing family/parent

Salicylateinmg g Further phenolic glycosides in mg g™

Salicin Salicortin Syrengin Triandrin Naringenin-

5-glucoside Il

Naringenin-
7-glucoside

S. daphnoides x daphnoides

DA45 x DA135 1.74 31.95 4.36 0 12.55 14.13 79.10
(n=8) +0.59 +3.52 +1.15 +4.79 +3.53 +9.78
DA50 x DA135 2.02 31.16 4.66 0 11.43 13.46 77.40
(n=4) +1.09 +5.93 +0.88 +2.97 +1.56 +11.34
DA86 x DA135 1.48 33.10 537 0 9.1 15.92 78.59
(n=6) +0.69 +2.37 +1.60 +2.88 +3.14 +9.23
DA92 x DA135 1.39 32,55 4.90 0 12.59 12.63 77.62
(n=3) +0.20 +5.98 +2.18 +2.11 +7.72 +17.84
S. purpurea x viminalis

Pu75 x Jorr 0.35 9.13 1.35 55.37 2.70 0.12 72.74
(n=2) +0.13 +2.07 +0.57 +2.50 +1.61 +0.04 +7.16
S.viminalis x daphnoides

Bowles x DA45/2 n.a. n.a. n.a. n.a, n.a. na. na.
(n=2)

77082 x DA57 (n=1) 0.38 10.69 2.26 86.4 2.14 0.88 105.27
79026 x DA57 0.88 15.81 291 43.19 2.67 2.19 71.40
(n=3) +0.13 +5.96 +0.20 +11.96 +0.38 +2.21 +17.01
79036 x DA57 0.42 15.88 2.76 58.44 3.04 2.10 86.66
(n=2) +0.12 +1.84 +1.19 +2.21 +1.45 +0.52 +1.94
S. viminalis x viminalis

Bowles x Jorr 0 0 0.73 101.09 0 0 111.20
(n=3) +9.20 +4.93
parents (for all: n=1)

DA45! 1.99 46.88 2.38 0 14.68 13.63 95,23
DA45/2 n.a. n.a. n.a. n.a. na. n.a. na.
DA50' 1.93 3531 1.68 0 13.26 12.11 79.54
DA86' 243 44.87 2.59 0 10.42 21.98 101.72
DA92! 2.16 44.65 2.15 0 9.93 24.55 100.74
DA1353 1.49 2142 8.02 0 9.37 9.51 60.02
PU75? 0.98 25.62 2.71 0 853 131 51.71
Bowles' 0 0 1.45 101.52 0 0 108.76
Jorr! 0 0 0.68 109.18 0 0 114.25
770822 0 0 2.7 133.73 0 0 170.97
79026" 0 0 0.54 90.08 0 0 95.04
790362 0 0 26 140.1 0 0 147.99

The measurements are from block 3 and are given in mg g dry weight. For each crossing family the average and the standard deviations are given. Measure-
ments for the parents are from the field trial Wriezen1 () or the stock collections in Dahlem (?) and Zepernick (*). Apart from the listed phenol glycosides fol-
lowing phenolic compounds have been measured (included in the column “total phenol glycosides”): different catechins, vimalin, ampelopsin, eriodictyol-7-
glucoside, naringenin-5-glucoside |, salidrosid, purpurein, unknown phenolic glycoside (data adapted from Kohler 2016).

DA135_20_Z, DA45 x DA135_11_W, the difference was signifi-
cant (Figure 6). Only three interspecific crosses had a signifi-

Preliminary rust screenings in 2016 and 2017 showed no
rust infestation at Wei15. Therefore, that it was not

cantly lower dry weight than the standard S. viminalis Tordis. ~ scored.

The three intraspecific S. viminalis clones that showed no sig-

nificant difference to Tordis in Wriezen2 had also no significant

differences at the field trial Wei15. The estimated dry masses 3.5  Measurement of phenolic glycosides at

for the three best clones are 9.84 odt (oven dry ton) ha™' (DA92
x DA135_1_Z7), 9.98 odt ha' (DA45 x DA135_20_Z7) and 9.56
odt ha (DA45 x DA135_11_W, Figure 7).

Wriezen2
The phenol glycosides have been measured once for each
clone and are summarized according to their crossing
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Figure 7

Joint plot of fresh weight and salicylate content at the field trial Wriezen2

families. Data are taken and adapted from Kohler (2016). Dif-
ferent substance classes are separately listed in Table 4.

Qualitative differences for intraspecific crossings and
parents: The main phenolic glycoside in S. daphnoides and
S. purpurea (PU75) is the salicylate salicortin. Both species
contain low amounts of salicin. Other common phenolic
glycosides in these two species are syrengin, (+/-)-naringenin
-5-glucoside (naringenin-5-glucoside | and Il) and naringenin
-7-glucoside. Both species do not contain triandrin. In con-
trast, triandrin is the main phenolic glycoside in S. viminalis.
The only substance detected in all of these three species is
syrengin.

Qualitative differences of interspecific crossings and par-
ents: The phenolic glycoside spectrum of the offspring of
interspecific crossings is a combination of the parents. The
crossings S. viminalis x S. daphnoides and S. purpurea x viminalis
contain both salicylates and triandrin and all minor phenolic
glycosides listed in Table 4. There are several substances that
are measured in minor amounts (for instance catechins) that
are not listed in Table 4. For them is also true that they can be
crossed into the offspring, that is they are present in the
hybrid when they were present in one of parent species (data
not shown).

Quantitative differences: The highest contents of total
phenol glycosides are found in the barks of S. viminalis par-
ents and S. viminalis crossings (both intraspecific and inter-
specific) but the phenolic glycosides are dominated by one
substance, triandrin. When considering the salicylates the
highest content is recorded for the parent S. daphnoides
DA45 with 1.99 mg g dry weight (dw) salicin and 46.88 mg
g' dw salicortin. Intraspecific S. daphnoides crossings have
an average salicortin content of 31.96 to 33.1 mg g dw.
Interspecific crossings of S. daphnoides x S. viminalis have a
lower salicortin content with the lowest content in the inter-
specific crossing S. purpurea x S. viminalis (9.13 mg g dw).

Intraspecific crossings are intermediary between their par-
ents in the amount of specific substances. For instance, prog-
eny of the crossing DA45 x DA135 has a salicortin mean of
31.95 mg g dw, which is intermediary between the parents
DA45 (46.88 mg g dw) and DA135 (21.42 mg g™ dw).

3.6 Joint assessment of salicylates and
biomass at Wriezen2

There is no significant correlation between salicylate content
and biomass (Spearman correlation 0.183, Figure 7). Howev-
er, the plot of Figure 7 is useful for distinguishing clones for
dual use as salicylate source and biomass producer. Promis-
ing clones are DA86 x DA135_3_D and DA92 x DA135_1_2Z
because they have both high biomass and high salicylate
content. There are also some clones of S. daphnoides x
viminalis with a biomass comparable to the best S. daphnoides
crossings, but their salicylate content is much lower. The two
S. purpurea x viminalis crosses show a similar combination of
salicylate content and biomass. The best biomass producers
in Wriezen2 are Salix viminalis clones, but they do not contain
salicylates.

4 Discussion

The aim of this breeding program was to combine the high
biomass yield of S. viminalis genotypes with the high content
of salicylates in other Salix species.

Salicylate content: We could confirm previous reports
that S. viminalis contains no or only traces of salicin and other
salicylates (Minakhmetov et al., 2002; Poblocka-Olech et al.,
2007). S. daphnoides and S. purpurea contain salicin and
salicortin, with salicortin being the main salicylate. The meas-
ured salicortin concentrations in S. daphnoides (30 to 45 mg
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g’ dw) and in S. purpurea (25 mg g dw) are less than previ-
ously reported for these species (87 mg g-' dwand 72 mg g
dw respectively (Julkunen-Tiitto, 1989)). The measured con-
centrations are still sufficient for use as phytopharmaceutical
since the required salicin concentration in the willow bark as
drug is at least 1.5% (ESCOP, 2003). Salicin and salicortin are
similar in their physiological effect because they are both
hydrolyzed to saligenin (Julkunen-Tiitto and Meier, 1992),
which is metabolized in the human body to salicylic acid, the
physiological active substance (Meier, 2001).Thus, also the
bark of the S. viminalis x daphnoides crossing families 79026 x
DA57 and 79026 x DA57 with an average of 15 mg g'dw (=
1.5%) salicortin is suitable as phytopharmaceutical.

The salicortin content in the two tested S. purpurea x
viminalis clones is on average below 1.5%. This is a result of
intermediate inheritance because a clone with 2.5 % salicy-
lates (PU75) is crossed with a clone without salicylate (Jorr).
When both parents would have salicylate contents above the
threshold value of 1.5% also the progeny had a salicylate
content above 1.5%. In the same way it could be argued that
S. daphnoides x daphnoides crosses could be further
improved. All tested intraspecific S. daphnoides crosses had
DA135 as father, because those crosses have been selected in
the nursery trials for their growth and rust resistance. Howev-
er, DA135 had the lowest content of salicylates among the
used parents. Pollination with a salicylate rich father could
lead to a further improvement of the salicylate content in
intraspecific crossings.

With the interspecific crossings we could show that it is
possible to cross the ability to produce salicylates into salicy-
late free Salix species. Despite the lack of salicylates,
S. viminalis clones could be interesting as producers of phe-
nolic substances because they contain more than 10% phe-
nolic glycosides (parent 77082: 17 %), dominantly as triandrin.
In comparison, Thieme (1965) reports 6.7 % triandrin for Salix
viminalis bark. Salix phenolic glycosides other than salicylate
can become an item of substantial interest for the “chemoceu-
tical” industry that uses plant substances for a bio based econ-
omy (Brereton et al., 2017). Therefore, future scaled up trials
for phenolic glycoside yield should also include S. viminalis
clones. Moreover, recent studies showed not only salicylates
to be effective as bioactive substances in willow bark, other
compounds such as flavonoids and procyanidins are also
known for their bioactivity potential (Agnolet et al., 2012;
Fiebich and Chrubasik, 2004, Ishikado et al., 2013; Nahrstedt
etal, 2007).

Drought tolerance: At the site with a high ground water
level (Wriezen2) a new S. viminalis x viminalis clone (Bowles x
Jorr_ER5_W) had the highest biomass. None of the other two
species (neither an interspecific nor an intraspecific crossing)
had a significantly higher biomass than the standard
S. schwerinii x viminalis Tordis. The high biomass of the cross-
ing Bowles x Jorr_ER5_W demonstrates that S. viminalis and
relatives have the potential to be further improved by intra-
specific crossings.

At the site with the dry soil conditions the picture is dif-
ferent. Because of differences in the setup of the field trials
we cannot compare the biomass yields of both sites directly.
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They have been planted in different years, the genotypes
overlap only partially, and the cutting regime differed (sec-
ond rotation, second year for Wriezen2; first rotation, third
year for Wei15). Furthermore, the biomass at Wei15 has not
been measured, but calculated as oven dry ton, not as fresh
weight, for better comparison with published literature. Nev-
ertheless, we can compare the relation of the different spe-
cies and crossing families to each other and to the standard
S. schwerinii x viminalis Tordis. The significantly best biomass
producers are three intraspecific clones of S. daphnoides and
further 16 S. daphnoides x daphnoides clones show a higher
biomass (though not significantly) than the standard. At the
first glance, this seems to indicate that S. daphnoides per-
forms superior to S. viminalis and related species at the dry
site. This could be due to the expected drought tolerance of
S daphnoides. Almost all S. daphnoides crossings have at least
one crossing partner originating from the Baltic Sea coast.
There, S. daphnoides, normally a small tree grows, more
bushy and on sand dunes (Chmelar and Meusel, 1979) indi-
cating an adaption to sites with dry soils.

The interpretation of draught tolerance is problematic
since the plants at site Wriezen2 were cut after the first grow-
ing season, while they were grown for three seasons without
cutting at Wei15. S. viminalis is a shrub willow and sprouting
from stool with many shoots and even needs cutting to devel-
op full biomass capacity (Karp et al., 2011). S. daphnoides from
the Alps is small tree (Chmelar and Meusel, 1979) regenerat-
ing from stools with a smaller number of shoots and is not
promoted as strongly by cutting as S. viminalis. This also
applies to most of the tested crosses of S. daphnoides,
although they have been selected in the nursery trials for a
high number of basal shoots. Therefore it is possible that
S. viminalis did not show its optimal growth at the dry site
due to the uncut condition and not due to drought stress.
The three years growth on the hand may have been favor-
able for S. daphnoides. Further field trials are necessary to
finally conclude whether S. daphnoides is superior at dry sites
in comparison to S. viminalis and relatives.

Biomass production: The estimated dry weight of the
three best S. daphnoides x daphnoides clones is with 9 odt
(oven dry ton) ha” below the values reported for S. viminalis/
S.dasyclados with 10 to 20 odt ha'a™ and exceptionally 30 odt
ha' a' in experimental plots (Mola-Yudego and Aronsson,
2008). This difference is even higher considering that litera-
ture values are annual yield estimates, whereas Wei15 was
measured three years after planting. On the other hand, the
yield of the first rotation will be increased after cutting
(Tahvanainen and Rytkonen, 1999). Thus, a higher yield could
be expected over a longer operation time of Wei15. If this is
also true for S. daphnoides, which is normally sprouting from
stools with less shoots than S. viminalis has to be shown in
future field trials.

It should also be considered that in poplar experimental
field plots yields are overestimated 4 to 7 times as compared
to plantations (Hansen, 1991). In commercial willow planta-
tions of Southern and Central Sweden average yield was
4.47 odt ha' a with an average rotation length of 4.1 years
(Mola-Yudego and Aronsson, 2008). The biomass value of
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S. daphnoides at Wei15 should also be seen under the aspect
that the best clone S. daphnoides x daphnoides DA92 x
DA135_1_Z s also a clone that is valuable as source for salic-
ylates (Figure 7).

While the interspecific crosses of S. viminalis x daphnoides
show both weak clones and clones that are not significantly
different to S. viminalis, crossings with S. purpurea as mother
are not under the promising clones. This is surprising since
S. purpurea is routinely used as starting material both for bio-
mass and salicylate improvements (Serapiglia et al., 2013;
Smart et al., 2005; Sulima et al., 2017) and also in interspecific
crosses (Fabio et al., 2017). Since S. purpurea produces its bio-
mass from many thin shoots as compared to S. daphnoides
with few but strong shoots it is possible that S. purpurea
crossings need repeated cuts before they develop higher
biomass yields from the stools.

The three hybrids of S. humboldtiana show that crossings
of S. humboldtiana with several native Salix species are possi-
ble. The hybrids could be easily propagated by cuttings so
that they could be planted into the field trial. The relatively
low yield at Wei15 could have been the same reason as for
S. purpurea. The question of the number of shoots from
stools can only be solved in further field trials with repeated
cuts.

Melampsora resistance: Melampsora infestation was low
at Wriezen2. At the field trial Wei15 rust infestation was so
low that it was not measured separately. The reason could be
that the choice of the parent genotype was already guided
by rust resistance (e.g. DA135 is rust resistant) and that the
offspring with a high rust susceptibility have been eradicated
in the nursery trials. If this is true, then the selection at an
early stage of the breeding process is an easy approach to
reduce rust susceptibility.

Another reason for the low rust incidence could be the
absence of the alternate host from the field trial Wriezen2. In
a previous study in the stock collections and nursey trials of
Zepernick, Berlin-Dahlem and Waldsieversdorf it could be
shown that the Salix species S. viminalis, S. daphnoides and
S. purpurea are mainly infested by two formae speciales of
the rust species Melampsora larici-epitea Kleb. (Bubner et al.,
2014). The alternate host of this Melampsora species is Larix
decidua Mill (Gdumann, 1959; Klenke and Scholler, 2015). This
tree species is not present in the vicinity of Wriezen2 which is
surrounded by meadows and agricultural fields. For future
scaled up field trials their location should be chosen for the
presence of the potential alternate host. This approach
should ensure that the rust surveys give a realistic view of the
rust resistance.

Processing of multipurpose willows: When growing a
dual or multipurpose plant it should be possible to use the
same feedstock for different purpose e.g. as bioenergy and
for chemoceuticals (Joyce and Stewart, 2012; Lyko et al,
2009). In the case of salicylate containing willows the bark
will be peeled off and the remaining wood can be processed
to wood chips. Although commercial willow bark peeling
machines for basketry are available, machines for the indus-
trial use in short rotation coppice have still to be developed.
Another problem is that the rotation time in willow
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plantation is four years (Mola-Yudego and Aronsson, 2008) but
bark for phenolic glycosides extraction is usually harvested
from one or two year old shoots (Sulima et al., 2017; Sulima et
al., 2006). In a future field trial it should be tested whether
four year old bark contains as much salicin as two year old
shoots.

One approach to circumvent the peeling problem is the
use of alternate rotation times. One rotation could comprise
four years to produce biomass and a second rotation is one
year to provide shoot for extraction of phenol glycosides. The
phenols could be extracted directly from the shoot, although
the industrial application of such an approach has still to be
developed. In future project the phenolic glycoside yield
from shoots and from bark should be compared. This includes
measuring the percentage of bark dry weight and the total
dry weight separately.

5 Conclusion

We could show that we are able to cross S. viminalis with
S. daphnoides and S. purpurea to yield both salicylates and
improved biomass. Crossings with S. daphnoides produced
better results than crosses with S. purpurea. Besides interspe-
cific crossing the crossing of two S. daphnoides genotypes is
an equivalent approach to combine high salicylate content
and high biomass. This approach should be further pursued.
A next step is the planting of scaled up field trials to verify the
results for agricultural application. They should also include
sites with wet and dry soil conditions to further investigate
the possible superiority of S. daphnoides over S. viminalis on
dry sites. The necessary cuttings could be provided through
the field trial Wei15.
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Evaluierung von Genotyp-Umwelt Interaktionen
bei Pappel und Weide auf landwirtschaftlichen
Standorten in kurzen Umtriebszeiten -

Ergebnisse aus dem ProLoc Verbundvorhaben

Christoph Stiehm* und Martin Hofmann*

Zusammenfassung

Im Zuge des ProLoc Verbundvorhabens wurden auf einer
breiten Amplitude standértlicher Bedingungen nach ein-
heitlichem Design Feldversuche mit drei Pappel- und zwei
Weidenklonen in Kurzumtriebsplantagenbewirtschaftung
angelegt, um den Einfluss ertragsbestimmender Standort-
bedingungen zu quantifizieren. Basierend auf 23 dieser Ver-
suche wurde der Einfluss der Genotyp-Umwelt Interaktion
auf die Gesamtwuchsleistung der Biomasse untersucht.
Anhand einer Varianzkompenentenanalyse kann der gréf3te
Anteil der Gesamtstreuung durch den Faktor Standort erklart
werden, der Anteil, der durch Genotyp-Umwelt Interaktion
erklarten Varianz, liegt deutlich niedriger und der Anteil des
Faktor Genotyp ist verschwindend gering. Dem Ansatz der
zweiphasigen Versuchsserienauswertung folgend, wurden
die Einzelversuche varianzanalytisch ausgewertet, um die
Standorte mit signifikanten Unterschieden in der Ertragsleis-
tung der Klone zu identifizieren. 13 von 23 Standorten wei-
sen signifikante Differenzierungen in der Rangfolge der Klo-
ne auf. Von diesen 13 Standorten liegen jedoch nur finf in
ihrer mittleren Ertragsleistung Uber dem Gesamtdurch-
schnitt von 42,38 t,,, ha. Die klon- und standortweisen Mit-
telwerte der Ertragsleistung wurden einer Biplot Analyse
unterzogen, um zu Uberprifen, ob sich Standorteinheiten
bilden lassen, die dhnlich differenzierend auf den Priifglied-
satz wirken. Durch die Biplot Analyse konnte die Datenstruk-
tur gut approximiert werden. Es bestatigten sich die Ergeb-
nisse der Varianzkomponentenanalyse. Auf den Standorten
mit dhnlicher Rangfolge der Prifgliedmittel konnten keine
deutlichen Tendenzen zu Standorteigenschaften, die diese
Rangfolge verursachen konnten, identifiziert werden.
Abgrenzungen zwischen den Gattungen der Priifglieder sind
nur tendenziell erkennbar.

Schliisselworter: Populus, Salix, Kurzumtriebsplantage, Stand-
ortleistung, Genotyp-Umwelt Interaktion, Biplot Analyse

Abstract

Assessing Genotype-Environment
Interaction for Poplars and Willows on
agricultural sites in short rotation cop-
pice — Results from the Joint Research
Project ProLoc

In the course of the ProLoc joint research project field exper-
iments with three poplar and two willow clones in short rota-
tion coppice management were established in a uniform
design on a broad amplitude of site conditions, in order to
quantify the influence of yield determining site factors. Based
on 23 of these experiments, the influence of the geno-
type-environment interaction on the total biomass growth
performance was investigated. Using a variance component
analysis, the largest proportion of the total variance could be
explained by the site factor, the variance explained by geno-
type-environment interaction is significantly lower and the
proportion of the factor genotype is negligible. Following a
two-phase trial series analysis approach, the individual
experiments were evaluated by one-way ANOVA in order to
identify the sites with significant differences in the yield per-
formance of the clones. 13 out of 23 sites showed significant
differentiation in the ranking of the clones. Out of these 13
sites, only five of them had an average yield above the overall
average of 42.38 t,,, ha™. The clonal and site-wise means of
yield performance were subjected to a biplot analysis in
order to check whether site units can be formed that have a
comparable differentiating effect on the clones. The biplot
analysis displayed a good approximation of the data struc-
ture; the results of the variance component analysis were
confirmed. At locations with similar ranking of clone means,
no significant trends could be identified for site characteris-
tics that could cause this ranking. Differences between the
genera of the clones occurred rather as tendencies.

Keywords: Populus, Salix, Short Rotation Coppice, Site produc-
tivity, Genotype-Environment Interaction, Biplot Analysis
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1 Einleitung

Aufgrund ihres starken Jugendwachstums sind Pappeln und
Weiden besonders interessant fiir die Produktion von Ener-
giehackschnitzeln in kurzen Umtriebszeiten (Hofmann, 1999;
Barwolff et al., 2012). Dabei werden bestimmte Arten und
Hybridformen tber Steckholzer vermehrt und auf landwirt-
schaftlichen Standorten in drei- bis vierjahrigen Ernteinter-
vallen bewirtschaftet. Bei sachgerechtem Management
garantieren vitale Stockausschlage eine lange Standzeit der
Plantagen (JanBen et al., 2010).

In der Bundesrepublik Deutschland sind solche Kurzum-
triebsplantagen bislang noch weitgehend auf den Versuchs-
maBstab beschréankt. Es bedarf aber nur leicht veranderter
Rahmenbedingungen, um das Konzept auch wirtschaftlich
attraktiv werden zu lassen.

Unter den Erfolgsvoraussetzungen stehen Ertragsleis-
tung und Ertragssicherheit an vorderster Stelle. Deshalb
setzt eine kalkulierbare Kurzumtriebswirtschaft Wissen tber
die Standortanforderungen von Hochleistungspappeln und
-weiden voraus und erfordert eingehende Kenntnisse Gber
Klon-Standort Wechselwirkungen bei Pappel und Weide.

Bislang kann das standortsbezogene Ertragspotential
von bestimmten Sorten und damit die sichere standortab-
hangige Beurteilung der Wirtschaftlichkeit noch nicht mit
hinreichender Genauigkeit abgeschatzt werden. Abweichend
zu den Ertragsprognosen fiir landwirtschaftliche Fruchtfol-
gen, die sich auf eine belastbare Datenbasis griinden, fehlt
eine solche fiir den Feldholzanbau. Vorliegende Versuchser-
gebnisse kdnnen nur standortbezogen interpretiert werden.
Fur weiterfiihrende Aussagen ist das mit den bisherigen Ver-
suchen abgedeckte Standortspektrum leider nicht ausrei-
chend. Ertragspotenzialstudien mit unterschiedlichen Klo-
nen, Bestandesdichten, Umtriebszeiten und Anpflanzjahren
von verschiedenen Standorten sind in diesem Zusammen-
hang allenfalls als Anhaltspunkte einzustufen.

Das Verbundvorhaben ProLoc ,Erfassung von Klon/
Standort Wechselwirkungen bei Pappel und Weide auf land-
wirtschaftlichen Standorten in kurzen Umtriebszeiten”
schlieB3t diese Liicke. Erstmals wurden unter Einbezug még-
lichst aller reprasentativen Regionen Deutschlands, die auf
Grund ihrer Standortsausstattung fiir einen Anbau in Frage
kommen, Feldversuche nach einheitlichem Versuchsdesign
angelegt und mit einheitlicher Datenerhebung zentral

Tabelle 1
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ausgewertet (Amthauer Gallardo, 2014; Janf3en et al.,, 2017).
Versuchsanlage und Kulturfiihrung entsprachen dem aner-
kannten Standard.

Entsprechend der inhaltlichen Ausrichtung des Versu-
ches wurden zwei aussichtsreiche Weidensorten (,Inger’ und
Jordis’) und drei bekannte Pappelklone (Max 1, ,Hybride
275" und ,AF2’), also insgesamt fiinf Prifglieder, auf insge-
samt 55 Standorten im gesamten Bundesgebiet auf ihre
Klon/Standort Wechselwirkung hin untersucht und die
ertragsbestimmenden Standortparameter identifiziert. Die
Arbeiten gliederten sich in mehrere Arbeitspakete, die neben
der Quantifizierung der Umwelteinflisse im dreijahrigen
Rotationsmodus (Arbeitspaket 1, 38 Flachen), zusatzlich die-
se Effekte bei Bewirtschaftung in langeren Umtriebszeiten
von zehn Jahren (Arbeitspaket 2a, 14 Flachen) und wechseln-
den Pflanzabstanden (Arbeitspaket 2b, drei Flachen) unter-
suchen sollten. Ein Teilprojekt der Universitdt Kassel befasste
sich mit der C- und N-Dynamik in den Béden unter Kurzum-
triebsplantagen (Wachendorf und Moéller 2016). Nicht zuletzt
die enge Zusammenarbeit mit 28 Institutionen aus For-
schung, Wissenschaft und Praxis Gber mehr als sechs Jahre
hinweg macht das Verbundvorhaben ProLoc beispielhaft fiir
die Kurzumtriebsforschung in Deutschland.

Neben der Identifizierung der leistungsbestimmenden
Standortparameter sollte in ProLoc untersucht werden, ob
Klon-Standort Wechselwirkungen vorliegen und ob diese
wiederholbar sind, also ob fiir verschiedene Klone unter-
schiedliche Anbauoptima hinsichtlich der Umweltbedingun-
gen existieren. Die Untersuchung dieser Fragestellung ist das
Ziel dieses Beitrags und soll im Folgenden anhand der Ver-
suchsflichen mit dreijdhrigen Ernteintervallen naher
beleuchtet werden.

2 Material und Methoden

2.1  Verwendete Priifglieder

Als Prifglieder wurden zu Beginn des Verbundvorhabens
drei Pappel- und zwei Weidenhybride festgelegt (Tabelle 1).
Durch diese Auswabhl sollten Klone gepriift werden, die zum
Teil bereits im Praxisanbau etabliert sind und es sollten durch
unterschiedliche Kreuzungseltern bzw. interspezifische
Kreuzungskombinationen verschiedene Ziichtungsstrategi-
en reprasentiert werden.

Ubersicht tiber die in ProLoc verwendeten Klone und deren jeweilige Kreuzungskombination (Sektionen der Kreuzungskom-

binationen nach Dickmann und Kuzovkina (2014))

Prif-  Klon-Name Kreuzung Artnamen

glied

Sektionen Kreuzung Kurzel

1 'Max 1' P. nigra Linnaeus X P. maximowiczii Henry Aigeiros x Tacamahaca MAX
2 'Hybride 275' (syn.'NE 42)  P. maximowiczii Henry x P. trichocarpa Torrey & Gray Tacamahaca x Tacamahaca HYB
3 'AF2' P. deltoides Marshall x P. nigra Linnaeus Aigeiros x Aigeiros AF2
4 'Inger' S. triandra Linnaeus X S. viminalis Linnaeus Amygdalinae Koch x Vimen Dumortier ING
'Tordis' (S. viminalis Linnaeus X S. schwerinii E. Wolf) x S. viminalis Linnaeus  (Vimen Dumortier X Vimen Dumortier) x  TOR

Vimen Dumortier
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Bei den Pappelklonen handelt es sich ausschlieBlich um intra-
und intersektionelle Kreuzungen von Schwarz- und Balsam-
pappeln. Besonders die Hybride von Balsampappeln haben
sich fur die Biomassegewinnung im Feldholzanbau bewahrt
(Hofmann, 2005; Barwolff et al,, 2012; JanBen et al., 2012; Grote-
husmann etal,, 2017).,Max 1" und,Hybride 275’ zdhlen nach der
Erhebung zur Versorgungssituation von forstlichem Vermeh-
rungsgut im Bundesgebiet (BLE — Bundesanst Landwirtschaf
Erndhrung, 2018) zu den meist nachgefragtesten Pappelklo-
nen, die nach FoVG zugelassen sind. Beide Klone erzeugten in
Feldversuchen liberdurchschnittliche Ertrdage und werden zum
Anbau empfohlen (Rau et al., 1988; Hofmann, 1999; Boelcke,
2006; Barwolff et al., 2012). Fir, AF2’ liegt keine Zulassung nach
FoVG vor. Dieser Klon aus italienischer Zlichtung hat sich beim
Anbau in Norditalien und bei Versuchsanbauten im europai-
schen Ausland im Vergleich mit anderen Klonen bewahrt (Filat
etal, 2010; Lazdina et al., 2014; Sixto et al., 2014).

Fir Versuchsanbauten in Grobritannien belegen Linde-
gaard et al. (2011) eine Leistung von ,Tordis, die Gber dem
Gesamtmittel aller Klone in allen Versuchen liegt. Inger
schneidet dagegen unter dem Durchschnitt ab. Caslin et al.
(2012) bewerten den Ertrag beider Klone insgesamt als
durchschnittlich, an einzelnen Standorten jedoch auch als
Uberdurchschnittlich. Fir beide Klone wird auf vergleichs-
weise guten Ertrag oder zumindest erwartet guten Ertrag auf
trockenen Standorten hingewiesen (Caslin et al., 2012). Bar-
wolff et al. (2012) heben die Gberdurchschnittliche Wuchs-
leistung von ,Inger’ und ,Tordis’ hervor und beziehen beide
Klone in eine Anbauempfehlung mit ein.

2.2 Versuchsfldchen

Abbildung 1 enthélt eine Ubersicht tiber die geografische
Lage der 23 fiir die folgende Analyse verwendeten ProLoc
Flachen des Arbeitspaketes 1 (AP1). Urspriinglich wurden im
Friihjahr 2008 zu Beginn des Verbundvorhabens 38 Flachen
angelegt, von denen jedoch nicht alle bis zum Ende der
zweiten Rotation aktiv betreut wurden. In der ersten Projekt-
phase wurden neun Standorte aufgrund wiederholt starker
Ausfalle oder sehr geringer Wiichsigkeit bereits von der Ana-
lyse ausgeschlossen (Amthauer Gallardo, 2014). Griinde
daflir waren im Einzelnen und als Kombination von Ursachen
eine fehlende Beikrautregulierung, sehr geringe Nieder-
schlage auf sandigen (Ackerzahl < 30) oder flachgriindigen
Standorten, starker Wildverbiss aufgrund fehlender Einzdu-
nung und stark saure Bodenreaktion. Diese Standorte wur-
den in der zweiten Projektphase nicht fortgefiihrt oder
waren bereits aufgegeben. Es kamen drei Standorte hinzu,
auf denen aus administrativen Griinden die Betreuung nicht
fortgesetzt werden konnte. Fiir zwolf Versuche lagen daher
nicht die Ernteergebnisse aus beiden Umtriebszeiten vor. Auf
den verbleibenden 26 Standorten konnten die Daten voll-
standig erhoben werden. In den folgenden Analysen wurden
jedoch wie bei Amthauer Gallardo (2014) die Standorte 2 Lili-
ental, 7 Kaisheim und 27 Barenrode aufgrund des hohen Bei-
krautdrucks und der Ausfélle durch Schermausfral nicht
berlcksichtigt, da die Ertragsergebnisse als nicht reprasenta-
tiv fir die Standorteigenschaften angesehen werden.
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Der Versuchszeitraum der ausgewahlten Flachen erstreckt
sich Uber zwei Umtriebszeiten, also sechs Jahre. Beginnend
in 2008 erfolgte zum Ende der ersten Umtriebszeit die Beern-
tung des dreijahrigen Aufwuchses auf dreijahriger Wurzel im
Winter 2010/2011. Die zweite Ernte des dreijahrigen Auf-
wuchses auf sechsjahriger Wurzel wurde im Winter
2013/2014 durchgefiihrt.

Ziel der Standortauswahl war es, eine moglichst breite
Verteilung Uiber das Bundesgebiet zu erreichen, um die fiir
den KUP-Anbau mdglichen Boden- und Klimabedingungen
zu reprasentieren. Die Verteilung der hier dargestellten
Standorte erstreckt sich auf insgesamt neun Bundeslander
und 14 verschiedene BodengroBllandschaften (FISBo BGR
2014). Letztere reichen von den nérdlichsten Versuchsfla-
chen auf den Grundmorénenplatten und lehmigen Endmo-
ranen im Jungmoréanengebiet Norddeutschlands bis hin zu
den Schwiébisch Bayerischen Jungmordnengebieten der
stdlichsten Flache. Die westlichste Flache befindet sich im
Rheinland im Bordenvorland mit geringmaéchtiger Lossbe-
deckung. Die 6stlichste Versuchsflache liegt in den sachsi-
schen Losslandschaften des Berglandes.

Tabelle 2 beinhaltet die den Versuchsflachen zugehori-
gen Standortinformationen im Bezug auf Boden und Klima.
Die Hohenstufen der Versuche reichen von planar (Kumme-
row (12): 3 m Hohe G. NN) bis hin zu montan (Aulendorf (3):
545 m Hohe u. NN). Insgesamt sind acht verschiedene Boden-
typen vorhanden. Parabraunerden stellen den gréf3ten
Anteil mit sieben Standorten, gefolgt von Braunerden mit
funf Standorten. Gleye, Pseudogleye und Schwarzerden
(Tschernosem) sind jeweils durch zwei Versuchsflachen ver-
treten. Eine Sonderrolle nimmt der Moorstandort Aulendorf
(3) ein. Bei vier Versuchen handelt es sich um Bergbaufolge-
standorte, die als Lockersyrosem und Regosol angesprochen
wurden. Letzterem ist der Standort Griinewalde (13) zugeh6-
rig, der sich bereits seit einem langeren Zeitraum als die
anderen Bergbaufolgen in der Rekultivierung befindet (Amt-
hauer Gallardo 2014).

Die Bodenarten gliedern sich in beiden Tiefen nach der
Einteilung der 5. Auflage der bodenkundlichen Kartieranlei-
tung (KA5) in die Bodenarten-Hauptgruppen tberwiegend
in Sande und Schluffe (Ad-Hoc-Arbeitsgruppe Boden der
Staatlichen Geologischen Dienste und der Bundesanstalt fur
Geowissenschaften und Rohstoffe et al. 2005). Bei der Einstu-
fung der nutzbaren Feldkapazitat (nFK) ebenfalls nach KA5
reichen die Werte von gering, z.B. in Forchheim (4) und Ener-
giewald Welzow (8), bis hoch bei Kénigshovener Hohe (24)
(Ad-Hoc-Arbeitsgruppe Boden der Staatlichen Geologischen
Dienste und der Bundesanstalt fiir Geowissenschaften und
Rohstoffe et al. 2005). Die Einstufung des Standorts Kénigs-
hovener Hohe ist aufgrund der Stérung als Bergbaufolge
jedoch vorsichtig zu betrachten. Als bodenchemischer Para-
meter ist der pH-Wert angegeben, der wiederum nach KA5
Einstufung von Iden (30) mit einem Wert von 3,9 als sehr
stark sauer bis hin zu sehr schwach alkalisch in Bernburg (28)
und Konigshovener Hohe (24) mit ca. 7,5 reicht.

Hinsichtlich der Klimadaten wurde Uiber alle Standorte in
sechs Versuchsjahren ein mittlerer Niederschlag in der
Hauptvegetationszeit von Mai bis September von 359 mm
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Geografische Lage der hier verwendeten 23 von urspriinglich 38 im Arbeitspaket 1 angelegten Versuchsflachen

gemessen. Das untere Ende der Verteilung wird dabei von
Iden (30) mit 304 mm markiert, das obere Ende von Aulen-
dorf (3) mit 511 mm. Die durchschnittliche Gesamt-Tagesmit-
teltemperatur fur die Vegetationsperiode lag bei 16°C.
Forchheim (4) stellt den warmsten Standort mit 17,6°C dar
was der Stufe maBig warm entspricht (Arbeitskreis Stand-
ortskartierung in der Arbeitsgemeinschaft Forsteinrichtung,
2016). Die geringste mittlere Tagestemperatur wurde in
Hayn (29) mit 14,9°C ermittelt, was der Warmestufe mafig
kiihl zugeordnet werden kann (Arbeitskreis Standortskartie-
rung in der Arbeitsgemeinschaft Forsteinrichtung, 2016).

Die Methodik zur Erhebung der Standortparameter ist
unter 2.4 naher erlautert.

2.3 Versuchsdesign und Aufnahmemethodik
Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, wurde je Arbeits-
paket ein einheitliches Versuchsdesign fir alle Fldchen fest-
gelegt. Im Folgenden wird das Design der Versuchsserie im
AP1 erldutert, um die Bildung der Ertragswerte nachvollzie-
hen zu konnen. Eine ausfiihrlichere Beschreibung der Auf-
nahmemethodik aller Arbeitspakete findet sich in JanBen et
al. (2017).

Die Einzelversuche wurden hinsichtlich der Allokation
der Prifglieder als vollrandomisiert (CRD, Completely Rando-
mised Design) angelegt. Einige Versuche erfiillen auch die
Voraussetzungen einer randomisierten vollstandigen Block-
anlage (RCBD, Randomised Complete Block Design). Die
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Tabelle 2

Ubersicht zu Betreuung und Standorteigenschaften hinsichtlich Boden und Klima der betrachteten ProLoc Versuchsflichen (VFL)

VFL Betreuende
Institution

Standortname Lander- Hohe Bodentyp
kiirzel . NN

[m]

1 FVABaden-Wirttem- Emmendingen BW 250 Tschernosem
berg
3 LTZ Augustenberg Aulendorf BW 545 Niedermoor
4 LTZ Augustenberg Forchheim BW 117 Braunerde
6 LTZ Augustenberg Kupferzell BW 350 Pseudogley
8 BTU Cottbus Energiewald BB 100 Lockersyrosem
Welzow
12 HNE Eberswalde (FH) Kummerow BB 3 Braunerde
13 FIB Finsterwalde Griinewalde BB 103 Regosol
14 FIB Finsterwalde Welzow Std BB 130 Lockersyrosem
15 ATB Potsdam Potsdam Bor- BB 35 Parabraunerde
nim
16 JLU GieBen Lehmkaute HE 230 Parabraunerde
17 Universitét Kassel Unterrieden HE 161 Braunerde
18 LFA Mecklenburg- Gllzow Mv 8 Braunerde
Vorpommern
19 3N Kompetenzzent-  Werlte NI 30 Parabraunerde
rum Niedersachsen
20 Maschinenring Borlinghausen ~ NW 297 Pseudogley
Hoxter-Warburg
24 RWE/RFWU Bonn Konigshovener  NW 49  Lockersyrosem
Hohe
25 RFWU Bonn Campus Klein-  NW 184 Parabraunerde
Altendorf
28 LLFG Sachsen- Bernburg ST 72 Tschernosem
Anhalt
29 LLFG Sachsen- Hayn ST 416 Parabraunerde
Anhalt
30 LLFG Sachsen- Iden ST 26 Gley
Anhalt
31 LFULG Sachsen Pommritz SN 256  Braunerde
35 Tl-Fachinstitutfir ~ Threnthorst SH 41 Gley
Forstgenetik GroR3-
hansdorf
36 Baumschulen Ober-  Lohberg TH 240 Parabraunerde
dorla GmbH
37 Thiringer Landesan- Dornburg TH 244  Parabraunerde

stalt fur Landwirt-
schaft

Bodenart nFK [mm] pH Nieder- Tempe-

schlag  ratur

0-30cm 30-60cm 0-30cm 30-60cm 0-60cm BZ VP[mm] VP[C]

Ut4 Ut4 56 50 6,55 77 459 171
Mo Mo o o 6,80 46 511 15,5
SI2 St2 34 21 4,90 26 369 17,6
Lt3 Tu2 41 27 7,30 50 375 16,2
Lts Ls4 28 30 5,65 14 373 16,5
St2 St2 43 33 4,90 14 321 16,2
St2 St2 51 38 5,05 38 370 16,3
Sl4 Ss 32 25 7,00 13 374 16,5
Su2 Su2 54 39 7,05 36 325 16,8
Lu Lu 43 38 5,70 80 333 15,5
SI3 SI3 4 38 595 39 334 15,4
Ss Ss 33 27 6,35 36 315 15,7
Su2 Su2 57 44 5,50 33 356 15,7
Lt3 Tu2 37 29 5,65 34 340 15,4
Uu Uu 66 65 7,55 66 317 16,0
Lu Lu 41 37 6,85 72 327 16,0
Ut4 Ut4 57 54 7,50 100 329 16,6
Lu Lu 49 40 6,00 50 349 14,9
Ss Ss 33 27 3,90 19 304 16,2
SI2 SI3 43 29 5,90 34 441 16,4
Ls2 Lt2 46 25 6,45 55 343 15,5
Ut4 Ut4 53 44 7,00 50 332 15,5
Tu4 Ut4 38 45 6,85 62 357 16,0

Die Daten wurden in der ersten Projektphase erhoben (Amthauer Gallardo 2014). Bodenart und nutzbare Feldkapazitat (nFK) sind auf die Tiefenstufen 0 bis 30
cm sowie 30 bis 60 cm bezogen angegeben. Die nFK wurde basierend auf den Tabellen 4 und 5 von Wessolek et al. (2009) neu berechnet. Der pH Wert ist als
Mittelwert aus den Einzelwerten beider Tiefenstufen angegeben. Die Bodenzahlen (BZ) stammen aus der Reichsbodenschatzung bzw. wurden von Amthauer
Gallardo (2014) geschétzt. Die Niederschlagssumme und die Tagestemperatur wurden als Mittelwerte tiber die forstliche Vegetationsperiode (VP, Monate Mai
bis September) angegeben. Die Daten hierfiir stammen vom Deutschen Wetterdienst.

Berticksichtigung der Blécke als Zufallseffekt im gemischten
Modell brachte jedoch in Modellvergleichen keinen signifi-
kanten Vorteil gegeniiber einer einfachen Varianzanalyse
(hier nicht dargestellt). Aus diesem Grund wurden alle Versu-
che als vollrandomisiert analysiert. Die flinf Priifglieder wur-
den in vierfacher Wiederholung, also 20 Versuchsparzellen,
ausgebracht. Jede Versuchsparzelle setzt sich aus 5 Reihen je
20 Pflanzen zusammen. Der Pflanzverband wurde in der
gesamten Versuchsserie auf einen Reihenabstand von 1,8 m
und einen Abstand in den Reihen von 0,5 m festgesetzt. Die
Parzellen wurden im Versuch so ausgerichtet, dass sich

idealerweise eine fiir KUP typische zusammenhangende Rei-
henstruktur ergibt. AuBen um die Versuche sollte ein 5 m
breiter Rand frei gehalten werden, um mdgliche Randein-
fliisse von benachbarten Kulturen zu vermeiden. Die Flachen
wurden zusatzlich gegen Storeinfliisse wie Wildverbiss ein-
gezdunt. Innerhalb der einzelnen Versuchsparzellen wurde
ein Parzellenkern ausgewiesen, der sich aus den inneren 48
Pflanzen zusammensetzt. Die duBersten zwei Reihen und die
beiden ersten und letzten Pflanzplatze der mittleren drei Rei-
hen wurden als Parzellenrand belassen. Messungen und
Bonituren wurden nur im Parzellenkern durchgefiihrt. Im
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Winter wurden jahrlich Ausfall, Hohe und Brusthéhen-Durch-
messer (kurz: BHD, Durchmesser in 1,3 m Hohe) gemessen
und im Sommer der Rostbefall sowie andere pflanzenpatho-
logisch relevante Befallserscheinungen. Nicht alle 48 Pflan-
zen der Kernparzelle wurden hinsichtlich der beschriebenen
Parameter untersucht. Ein Aufnahmeraster wurde festgelegt,
dass fiir den BHD eine Messung von 24 Pflanzen und fiir die
Hohen eine Messung von 8 Pflanzen in der ersten Projekt-
phase vorsah. Der Umfang der BHD Messungen wurde in der
zweiten Projektphase von 24 auf 16 Pflanzen reduziert. Die
zur BHD Messung herangezogenen Pflanzen wurden eben-
falls nach drei Jahren zur Wiegung fiir die Biomasseschat-
zung verwendet. Da die Massen aus den Wiegungen als
Frischmassewerte ermittelt wurden, folgte eine Feststellung
der Trockensubstanzgehalte. Dazu wurden vom Erntegut je
Parzelle vier Mischproben angefertigt, die in Trockenschran-
ken zur Gewichtskonstanz getrocknet wurden. Dieses Vorge-
hen kam den Vorgaben der DIN Norm zur Bestimmung des
Wassergehaltes bei festen Biobrennstoffen nach (DIN, 2010).
Uber die mittleren Trockensubstanzgehalte je Klon wurden
die Frischmassewerte in Trockenmassewerten je Einzelbaum
umgerechnet. Uber die Summenbildung und Hochrechnung
von der Stichprobenfliche wurde die Gesamtbiomasse als
Hektarangabe errechnet. Dieses Vorgehen folgt dem bei
Rohle (2009) beschriebenen Probebaumverfahren. Da die
Berechnung je Ernte erfolgte, ergab sich ein Ertragswert je
Parzelle je Rotation. Diese beiden Werte wurden parzellen-
weise aufsummiert, um die Gesamtwuchsleistung (GWL)
nach sechs Jahren zu erhalten. Die Angabe der GWL ist im
Folgenden als [t,,,, ha'] zu interpretieren.

2.4  Standortkartierung

Die zur Einschdtzung des Ertragspotenzials erforderlichen
Standortdaten wurden in der ersten Projektphase erhoben
bzw. angefordert und fiir die Modellierung in der zweiten
Projektphase weiterverwendet. Die Standortinformationen
gliedern sich in Boden- und Klimadaten.

Die Methodik zum bodenkundlichen Teil der Standort-
kartierung ist bei Amthauer Gallardo (2014) beschrieben.
Neben Standortansprachen in Profilgruben wurden auf jeder
Flache an den Profilen und aus Bohrungen Proben fiir boden-
physikalische und bodenchemische Analysen genommen
(Amthauer Gallardo, 2014). Die Profilansprachen erfolgten
nach den Standards der KA5 (Ad-Hoc-Arbeitsgruppe Boden
der Staatlichen Geologischen Dienste und der Bundesanstalt
fur Geowissenschaften und Rohstoffe et al. 2005), die Labor-
methoden zu Bodenchemie und -physik sind im Detail bei
Amthauer Gallardo (2014) beschrieben. Die in Tabelle 2
angefiihrten nFK Werte wurden fiir beide Tiefenstufen aus
den im Labor ermittelten Bodenphysik Daten neu berechnet
nach den Tabellen 4 und 5 von Wessolek et al. (2009).

Die Niederschlags- und Temperaturdaten wurden fir
den Versuchszeitraum vom Deutschen Wetterdienst bezo-
gen. Die in Tabelle 2 enthaltenen Klimadaten basieren auf
den mittleren Tagestemperaturen und Tagessummen der
Niederschlage fir den Versuchszeitraum an den den Versu-
chen ndchstgelegenen Messstationen, die auf die
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tatsachlichen Versuchsflachenorte interpoliert wurden. Zur
Interpolation der Klimadaten wurden die Methoden des
WaSiM Modells verwendet (vgl. Schulla, 2017). Die Standor-
te, an denen in 2008 nach Pflanzung bewadssert wurde,
erhielten einen Zuschlag zum Niederschlag 2008 entspre-
chend der Bewdsserungsmenge (Amthauer Gallardo, 2014;
JanBen et al, 2017).

2.5 Versuchsauswertung und verwendete
Software

Die statistischen Analysen fiir diesen Beitrag wurden unter
Verwendung der Programmiersprache R (R Core Team, 2018)
durchgefihrt.

Zur Auswertung der vorliegenden parzellenweisen
Ertragsdaten stehen die zwei Ansdtze der einphasigen und
zweiphasigen Serienauswertung zur Verfiigung. Aus statisti-
scher Sicht ist der einphasige Ansatz vorzuziehen (Smith et
al., 2001; Piepho et al., 2012). In der praktischen Auswertung
von Feldversuchen der Pflanzenziichtung (sowohl landwirt-
schaftlich als auch forstlich) wird jedoch haufig der zweipha-
sige Ansatz verwendet (Piepho et al., 2012; Yan, 2014; Grote-
husmann et al., 2017). Dieser sieht in der ersten Phase vor,
dass zundchst eine varianzanalytische Auswertung auf Ein-
zelversuchsebene erfolgt. Mit den adjustierten Mittelwerten
der Klone je Versuch erfolgt dann in der zweiten Phase, meist
mit entsprechender Gewichtung der Mittel, die serieniiber-
greifende Varianzanalyse. Die Auswertung der Ertragsdaten
je Einzelstandort wurde als Einfach-Varianzanalyse vorge-
nommen, der folgendes Modell zugrunde liegt:

Yi= U+ O+ g, (1)

y, entspricht hier dem beobachteten Wert der GWL in Wie-
derholung r fiir Klon /. p ist die mittlere GWL des Einzelver-
suchs, g, ist der Effekt des Klons i und ¢, ist der Restfehler fir
Klon i in Wiederholung r. Der F-Test wurde als Omnibus-Test
verwendet, um auf einen signifikanten Einfluss des Faktors
Priifglied/Klon zu testen. Wenn die Nullhypothese, dass alle
Klone denselben mittleren Ertrag aufweisen, abgelehnt wur-
de, wurden anschlieBend paarweise Vergleiche durchge-
fuhrt, um zu ermitteln, welche Gruppen sich signifikant
unterscheiden. Die paarweisen Vergleiche wurden mit dem
R-Paket ,multcomp” (Bretz et al., 2011) durchgefiihrt. Dabei
wurden Tukey Kontraste angewandt, um alle Priifglieder
untereinander zu vergleichen. Die Adjustierung der p-Werte
zur Kontrolle des versuchs- und nicht vergleichsbezogenen
Fehlers wurde mit der im Paket implementierten Prozedur
nach Benjamini und Hochberg (1995) vorgenommen.

Die Modellvoraussetzungen wie Normalverteilung und
Homoskedastizitat wurden fiir die einzelnen Modelle anhand
der Residuen Uberprift. Dazu erfolgte zum einen eine gra-
phische Analyse mit QQ-Plots und der Darstellung der Resi-
duen Uber den Schatzwerten. Zusatzlich wurde die Normal-
verteilungsannahme mit dem Test nach Shapiro und Wilk
(1965) in der R Implementierung nach Royston (1982) liber-
prift. Zum Uberpriifen der Varianzhomogenitit wurde der
Test von Bartlett (1937) angewandt. Letzterer wurde
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entsprechend der Empfehlung von Milliken und Johnson
(2009) gewahlt, da bei den betroffenen Einzelversuchen
nach eingehender Uberpriifung die Normalverteilungsan-
nahme als erfiillt angesehen wurde. Fiir vier Versuche wurde
keine Varianzhomogenitdt des Ertrags zwischen den Klonen
angenommen (Tabelle 4). Milliken und Johnson (2009) fol-
gend wurde daher der Omnibus-Test von Welch (1951) ver-
wendet. Die paarweisen Vergleiche wurden in diesen Fallen
unter Verwendung des in dem R-Paket ,multcomp” imple-
mentierten ,sandwich” Schatzers nach Zeileis (2006) ange-
passt. An zwei Versuchen wurde die Normalverteilungsan-
nahme als nicht erfiillt angesehen. In diesen Féllen wurde
der nichtparametrische Kruskal-Wallis Rangsummen Test
(Hollander et al., 2014) als Omnibus Test durchgefihrt. In bei-
den Féllen konnte die Nullhypothese nicht abgelehnt wer-
den, weshalb keine Post-hoc-Tests durchgefiihrt wurden.

Zusatzlich wurde an allen Einzelstandorten die Heritabili-
tat im weiteren Sinne (,Broad Sense Heritability”) als Verhdlt-
nis der genotypischen zur phanotypischen Varianz berech-
net (Lynch und Walsh, 1998):

o’
2 = g 2
h rxron (2)

0’, entspricht der genetisch bedingten Varianz, . der Residu-
alstreuung. Die Berechnung auf Einzelversuchsebene erfolg-
te mit dem R-Paket ,heritability” (Kruijer und White, 2016).

Um die Anteile der durch Umwelt, Genotyp und deren
Interaktion verursachten Varianz an der Gesamtstreuung zu
quantifizieren, wurde eine Varianzkomponentenanalyse
durchgefihrt. Diese wurde serieniibergreifend basierend auf
den Parzellendaten nach folgendem mehrfaktoriellen
Modell berechnet (verdndert nach Yan, 2014):

Vi =H+a;+ B+ (ap); +¢, @)

¥; entspricht hier dem beobachteten Wert der GWL in Wie-
derholung rfiir Klon i an Standort . u ist die mittlere GWL der
Versuchsserie, g, ist der Effekt des Klons i, B ist der Effekt am
Standort j, (aB); beschreibt die Wechselwirkung des Effekts
des Klons i mit dem Effekt des Standorts j und g, ist der Rest-
fehler fir Klon i in Wiederholung r. Die phanotypische Vari-
anz setzt sich basierend auf diesem Modell aus folgenden
Varianzkomponenten zusammen (verandert nach Yan, 2014):

02, = 0%+ 0% + 0% + 0%, (4)

Dabei ist 0%, die phédnotypische Varianz, ¢, ist die genotypi-
sche Varianz, ¢ die durch den Standort bedingte Varianz
und ¢’ die Varianz durch Genotyp-Umwelt Interaktionen.
02, bezeichnet die Residualstreuung. Die Varianzkomponen-
tenanalyse wurde per Restricted Maximum Likelihood
(REML) Schatzung mit der Funktion ,remIVCA" des R-Pakets
~VCA” (Schuetzenmeister und Dufey, 2017) durchgefiihrt.
Wie bereits eingangs erwahnt wurden einige Standorte
von vornherein vollstdndig von dieser Auswertung ausge-
schlossen aufgrund von Schwierigkeiten in der Versuchsan-
lage, die kein reprasentatives Versuchsergebnis fiir die
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Standortbedingungen erwarten lieBen. Auf weiteren Stand-
orten mussten einzelne Prifglieder aus der Analyse ausge-
schlossen werden aufgrund von Mangeln des Pflanzmateri-
als und darauf folgende Ausfélle. Die Nachbesserungen an
diesen Standorten fielen so umfangreich aus, dass dies einer
Neuanlage aller vier Parzellen eines Priifglieds gleich kam.
Der Aufwuchs des jeweiligen Prifglieds war aus diesem
Grund zum Zeitpunkt der ersten Ernte Uberwiegend erst
zweijahrig. Die hier beschriebenen Analysen wurden
zunachst flr den vollstandigen Datensatz durchgefiihrt, als
aber ersichtlich wurde, dass die beschriebenen Parzellen
auch in der Gesamtwuchsleistung teils sehr deutlich unter
dem jeweiligen Umweltmittel lagen, wurde die betroffenen
Klone in den entsprechenden Versuchen wie bei Amthauer
Gallardo (2014) von der Analyse ausgeschlossen. Dies flihrte
in der serientbergreifenden Betrachtung zu unbalancierten,
nicht orthogonalen Daten, da nicht mehr alle Prifglieder an
allen Standorten vertreten waren. In Tabelle 2 markieren die
Leerstellen die unberiicksichtigten Klon-Standort Kombina-
tionen. Die Varianzanalyse und Post-hoc-Tests wurden dann
fir den am Standort verbleibenden Priifgliedsatz durchge-
fuhrt. In der Biplot Analyse wurden, wie von Yan (2014) emp-
fohlen, die fehlenden Werte durch die Umweltmittel der Ein-
zelversuche ersetzt.

Das Signifikanzniveau fiir alle durchgefiihrten Tests wur-
de auf a = 0,05 festgelegt.

2.6 Biplot Analyse

Biplots sind ein Werkzeug, das in der statistischen Analyse
eingesetzt werden kann, um durch Dimensionsreduktion
Muster in Kreuztabellen bzw. Matrizen zu visualisieren (Yan
und Kang, 2003). Die Biplot Analyse wurde von (Gabriel,
1971) eingefiihrt und kann dazu dienen, basierend auf einer
Singuldrwertzerlegung eine graphische Approximation der
Datenstruktur einer Kreuztabelle zu ermdglichen (Yan, 2014).
Dazu wird die Kreuztabelle in ihre Hauptkomponenten zer-
legt und die Werte der Hauptkomponenten gegeneinander
graphisch dargestellt (Yan, 2014). Die Darstellung der Haupt-
komponenten in Biplots kann dadurch zahlreiche Eigen-
schaften aufweisen, die auf die Verhdltnisse der Werte der
Ursprungsmatrix untereinander zutreffen (Yan, 2014). Eine
ausfiihrliche Dokumentation der theoretischen Grundlagen
und der verschiedenen Anwendungsmaoglichkeiten von Bi-
plots findet sich in Yan und Kang (2003) sowie Yan (2014).
Eine Ubersicht lber die wichtigsten Eigenschaften ist in
Malik und Piepho (2018) enthalten.

Die Analyse von z.B. Ertragsdaten in Kreuztabellen, die
zeilenweise den Genotypen und spaltenweise den Standort-
typen zugeordnet sind, mithilfe von Biplots findet in der
landwirtschaftlichen Ziichtung zunehmend breite Anwen-
dung (Yan, 2014). Fir den Bereich der Forstpflanzenziich-
tung ist die Zahl der Veréffentlichungen wesentlich niedriger
(z.B. Correia et al,, 2010; Sixto et al.,, 2011; Gezan et al,, 2017).

Zwei Arten von Biplots sind fiir die Analyse von Fragestel-
lungen der Pflanzenziichtung hilfreich: GGE und EGE Biplots.
E steht in dieser Notation fiir Environment, also Umwelt,
G (Genotype) fur Genotyp und GE fiir die Wechselwirkung
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aus Genotyp und Umwelt. Im Folgenden werden die Begriffe
Genotyp und Klon sowie Standort, Versuch und Umwelt syn-
onym verwendet, da dies fiir die Untersuchungen in ProLoc
zutrifft. Unter dem Faktor Standort/Versuch/Umwelt werden
die gesamten Umwelteinfliisse am jeweiligen Standort sub-
sumiert.

Die GGE und EGE Form des Biplots unterscheiden sich
wesentlich durch verschiedene Zentrierungen einer Geno-
typ-Umwelt Kreuztabelle, die in diesem Fall Ertragsdaten
enthalt.

Fur die GGE Form des Biplots werden von den Ertrags-
werten der Genotyp-Umwelt Tabelle die Standortmittel (in
diesem Fall Spaltenmittel) von den jeweiligen Ertragswerten
abgezogen (Yan, 2014). Dadurch sind in den einzelnen Zellen
der Matrix nur noch der Einfluss von Genotyp und Genotyp-
Umwelt Interaktion enthalten. Der hierauf basierende Biplot
eignet sich dazu, die Genotyp-Umwelt Interaktion zu quanti-
fizieren und festzustellen, inwieweit sich hinsichtlich der Klo-
ne Gruppen von Standorten bilden, die dhnliche Rangfolgen
unter den Priifgliedwerten erzeugen.

Die Ausgangsdaten fiir den EGE-Biplot werden durch
Subtraktion der Genotyp-Gesamtmittel der GWL von den
Genotyp-Mitteln der Einzelversuche berechnet. Daraus erge-
ben sich in den Zellen der Kreuztabelle Werte, die die Effekte
der Umwelt, der Genotyp-Umwelt Interaktion und den Rest-
fehler enthalten. Der hierauf basierende Biplot eignet sich
dazu, die Standorte auszuwahlen, die fiir alle oder einige
Genotypen die héchsten Ertrége in der Versuchsserie liefer-
ten (Yan, 2014). Der Biplot kann nicht zur Auswahl der besten
Genotypen verwendet werden (Yan, 2014).

Dem Hinweis von Yan (2014) folgend, werden in die Bip-
lot Analyse nur Standorte einbezogen, die in der einzelver-
suchsweisen Analyse signifikante Unterschiede zwischen
den Prufgliedern hinsichtlich des Ertrags ergaben.

Die ,Information Ratio” (IR) nach Yan und Tinker (2006)
dient dazu, den Informationsgehalt von Hauptkomponenten
zu beurteilen. Dazu wird der Anteil der erklarten Varianz im
Verhaltnis zur durchschnittlich zu erwartenden erklarten
Varianz der vorhandenen Dimensionen der Matrix gesetzt.
Fir die ProLoc Ertragsmatrix ist die maximale Anzahl der
Dimensionen funf, da funf Prifglieder verwendet wurden
und die Anzahl der Standorte gréfRer ist. Wenn die fiinf
Dimensionen der Matrix linear unabhéngig voneinander
sind, sollte jede Dimension 20% der Gesamtstreuung erkla-
ren (Yan, 2014). Die erklarte Varianz einer Hauptkomponente
der jeweiligen Analyse wird in Verhdltnis zu diesen 20%
gesetzt. Ist der erhaltene Wert des IR > 1, ist die zugehorige
Hauptkomponente informativ und gibt entsprechend Struk-
turen der zugrunde liegenden Matrix wieder (Yan, 2014). Ist
der Wert kleiner 1 ist durch andere Hauptkomponenten
bereits ausreichend Streuung erklart worden (Yan, 2014).
Hauptkomponenten mit einer IR < 1 missen aufgrund des
geringen Informationsgehalts nicht tiefergehend untersucht
werden. Idealerweise sollten die ersten beiden Hauptkom-
ponenten in der Biplot Analyse einen IR > 1 haben (Yan,
2014), was fir den ProLoc Datensatz bei funf Prifgliedern
eine erklarte Varianz von Uber 20% je Hauptkomponente
bedeutet.
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Fir die Erstellung der Biplots wurde das R-Paket ,gge”
(Wright und Laffont, 2018) verwendet. Aufgrund heteroge-
ner Varianzen der Klon-Mittelwerte zwischen den Standor-
ten wurden die Werte vor der Biplot Analyse wurzeltransfor-
miert (vgl. Malik und Piepho, 2018). Zusatzlich wurden die
Einzelwerte jeweils mit der Standardabweichung der Prif-
gliedmittel je Standort (GGE) und je Klon (EGE) skaliert.

3 Ergebnisse

3.1 Varianzkomponentenanalyse

Tabelle 3 enthédlt die Varianzkomponentenanalyse der
Gesamtwuchsleistung. Die genotypische Varianz, also die
durch den Faktor Klon verursachte Streuung, fallt absolut
und relativ sehr niedrig aus. Mit einem Anteil von 0,02% an
der Gesamtstreuung ist dies der niedrigste Wert. Im sehr star-
ken Gegensatz dazu lbt die Umwelt (VFL als Standort) mit
einem Anteil von 81,24 % an der Gesamtstreuung den gro3-
ten Einfluss aus. Die Interaktion aus Genotyp und Umwelt
(Klon * VFL) ist mit 7,73 % ebenfalls von groB3erer Bedeutung
als der alleinige Einfluss des Faktors Klon. Die Reststreuung
ist mit 11,02 % auf einem etwas hoheren Niveau.

Das Verhéltnis von Streuung (als Standardabweichung)
zum Gesamtmittel, ausgedriickt durch den Variationskoeffi-
zienten, bestdtigt die Beobachtungen der Varianzkompo-
nenten. Die Genauigkeit der Schatzung der Varianzkompo-
nenten, die durch ihre Varianz (Var(VK)) beurteilt werden
kann, ist absolut mit 1,5701 wiederum fiir den Standort am
héchsten und fiir die anderen Faktoren vergleichsweise
klein. Im Bezug auf die Gré3e der Schatzwerte ist das Verhalt-
nis jedoch fiir den Faktor Klon &hnlich gro3 wie fir den
Standort.

Die durch den Faktor Umwelt bedingte Streuung und die
durch die Klon-Standort Wechselwirkung bedingte Streuung

Tabelle 3
Varianzkomponentenanalyse der quadratwurzeltransfor-
mierten GWL der betrachteten ProLoc Standorte

Ursache FG VK Anteil Vkoef Var(VK)
[%] [%]

Gesamt 31,465 4,977 100,00 36,45 1,5748

Klon 0,004 0,001 0,02 0,48 0,0003

VFL 20,827 4,044 81,24 32,86 1,5701

Klon * VFL 43,758 0,385 7,73 10,13 0,0068

Fehler 326,004 0,548 11,02 12,10 0,0018

Die Spalte Ursache gibt die Faktoren der Streuungsursachen an. Dem
beschriebenen Modell folgend handelt es sich um den Genotyp (Klon),
den Standort (VFL), die Wechselwirkung aus Klon und Standort (Klon *
VFL) und den Restfehler (Fehler). Die Spalte FG bezeichnet die jeweiligen
Freiheitsgrade und VK die zugehérigen Varianzkomponenten. Die Spalte
Anteil gibt den Anteil der durch den Faktor bedingten Varianz an der
Gesamtstreuung an. Zusatzlich sind die Variationskoeffizienten (VKoef)
und die Streuung der Schatzung der Varianzkomponenten (Var(VK)) ange-
geben. Die Werte sind auf die jeweils angegebenen Nachkommastellen
gerundet.
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sollen im Folgenden naher untersucht werden. Besonders fiir
die Interaktion ist zu klaren, ob es sich um zufallige Wechsel-
wirkungen handelt oder ob eine Standortplastizitat der GWL
der Prifglieder vorliegt.

3.2  Einzelfldichenweise Auswertung

Tabelle 4 enthalt die Ergebnisse der einzelflaichenweisen Ver-
suchsauswertung des Ertrags und einige Mal3zahlen zur
Beurteilung der Einzelversuche. Zusatzlich sind die Ergebnis-
se von paarweisen Vergleichen auf Versuchsebene nach Klon
und auf Serienebene nach Standort dargestellt. Das Gesamt-
mittel der GWL betrug uber alle Standorte und Klone hinweg
pu=4238t,, ha'

Der hochste Ertrag als Gesamtwuchsleistung wurde am
Campus Klein-Altendorf (25) mit 69,14 t,, ha' erreicht,
gefolgt von Unterrieden (17) mit 67,86 und Werlte (19) mit
66,13 t,,, ha™. Die drei ertragsschwéchsten Standorte liegen
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mit den benachbarten Bergbaufolgeflachen in Welzow (8
und 14) mit 3,69 bzw. 4,45 t,, ha' sowie Iden (30) mit
9 t,,, ha' vor. Alle drei Pappelklone erzielten in Klein-Alten-
dorf (25) die hochsten Ertrage (Max 1 70,99 t,,,, ha™'; Hybride
275' 76,64 t,,, ha''; AF2’ 85,08 t,,, ha'). Die hochste Gesamt-
wuchsleistung fiir Inger wurde in Werlte (19) mit 76,66 t,,,, ha.,
erzielt. In Aulendorf (3) konnte die hdchste Biomasseleistung
fur Tordis’ mit 86,61 t,,,, ha™ ermittelt werden. Der Variations-
koeffizient wurde basierend auf den Einzelparzellenwerten
berechnet. Insgesamt sind die Werte als gro8 zu beurteilen,
was jedoch auch darin begriindet liegen diirfte, dass der Ver-
suchsfehler in der Varianz enthalten ist und die Versuche als
vollstandig randomisiert ausgewertet wurden. Der Anstieg
des Variationskoeffizienten mit abnehmender Ertragsleis-
tung ist in den niedrigeren Versuchsmittelwerten begriindet.
Im Vergleich mit Vorgaben zur Einzelversuchsprézision aus
der landwirtschaftlichen Pflanzenziichtung erscheinen diese
Werte sehr hoch (vgl. Thomas, 2006; Yan, 2014) und liegen
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Tabelle 4

Ergebnisse der einzelflichenweisen Auswertung der GWL auf den betrachteten ProLoc Flachen

GWL [t,,, ha]

Paarweise Vergleiche

VFL MAX  HYB AF2 TOR VKoef h? Test-
Mittel [%] statistik
25 20 69,14 7099 7664 8508 53,68 5931 20 0,69 9,89 0,0004 k bc cd d a ab
17 20 6786 6821 7186 6182 6882 6859 1 0,00 1,42 03195 k - - - - -
19 16 66,13 5527 - 5650 76,66 76,09 23 0,39 3,51 0,0493 jk - - - - -
37 16 61,22 6858 - 5971 56,14 6044 25 0,00 2,71 0,43802 jk - - - - -
3 20 6041 6238 4546 4757 60,05 86,61 30 0,65 18,13 0,0010" jk b a a ab c
29 20 6033 66,75 67,55 5445 5325 5963 29 0,00 052 07215 jk - - - - -
28 20 5994 66,10 5690 66,77 5533 54,62 14 0,30 2,74 0,0680 jk - - - - -
1 19 5953 6385 7275 3969 5947 61,88 20 0,69 9,30 0,0007 jk bc c a b bc
16 16 57,81 49,15 - 51,87 6022 70,00 24 0,26 518 0,15882 jk - - - - -
31 20 5680 57,12 6566 3510 6064 6549 23 0,79 16,49  0,0000 jk b b a b b
15 20 5575 48,04 47,80 5928 6058 63,06 23 0,09 1,39 10,2835 h jk - - - - -
36 16 51,51 4586 - 5302 48714 59,02 22 0,01 1,02 04180 ij - - - - -
24 20 4155 3968 2599 3979 51,61 5067 31 0,49 4,77 0,011 g i ab a ab b b
6 12 40,13 47,40 - 3856 3444 = 20 0,46 4,39 0,0467 fghi o = o = =
20 20 3738 3528 3824 2713 4296 4330 25 0,30 2,73 0,0687 eg - - - - -
35 20 33,02 3743 1849 2534 43,95 3987 32 0,85 23,83 0,0000 d g b a a b b
13 20 2840 3578 3381 21,57 1999 3082 34 0,35 3,20 10,0435 def - - - - -
4 20 27,62 3988 4295 26,13 18,76 10,38 49 0,87 27,47 0,0000 de [« [d b ab a
18 20 2292 31,24 1898 1864 2485 20,90 38 0,15 1,72 0,1976 d - - - - -
12 20 12,70 14,89 16,16 7,08 1226 13,14 44 0,17 1,81 0,1792 C = = = = =
30 20 9,00 786 569 18,18 9,13 4,12 83 0,34 3,06 00497 bc - - - - -
14 20 4,45 5,50 5,90 7,07 2,17 1,61 88 0,16 6,26 0,0174" ab b ab ab a a
8 20 3,69 4,62 6,02 5.20 1,68 0,93 83 0,35 635 0,0227' a bc bc C ab a
Klon Mittel 44,43 39,83 3937 4238 4548

Die Daten sind absteigend nach dem Versuchsflachenmittel (VFL Mittel) sortiert. VFL gibt die ID des Versuches an, n die Anzahl an betrachteten Parzellen je
Versuch. VFL Mittel enthalt die mittlere GWL tiber die vier Klone je Versuch. Die mittleren Ertrage je Klon sind in den Spalten mit den entsprechenden Abkdir-
zungen enthalten. Die letzte Zeile beinhaltet die mittlere GWL je Klon Uber alle Standorte. Der Variationskoeffizient (VKoef) wurde fir den Gesamtversuch
Uber alle Parzellen berechnet, ebenso wie die Heritabilitat. Der Wert der Teststatistik F und der zugehdrige p-Wert entstammen der versuchsweisen Einfach-
Varianzanalyse mit dem Faktor Klon als unabhangige und GWL als abhangige Variable. In mit ' gekennzeichneten Zeilen war die Voraussetzung der Homoske-
dastizitdt nicht erfillt, in mit 2 gekennzeichneten Zeilen war die Normalverteilungsannahme nicht erfillt. Hier wurden entsprechende Anpassungen bei den
Tests vorgenommen. Die Werte der Teststatistiken beziehen sich auf den jeweils verwendeten Test (s.0.). Den paarweisen Vergleichen liegen unterschiedliche
Modelle und Daten zugrunde: Fiir die Spalte VFL wurden die quadratwurzeltransformierten Klon-Mittelwerte der GWL je Versuchsflache verwendet und ver-
suchstibergreifend paarweise Vergleiche alle Standorte untereinander durchgefiihrt. Die Buchstaben stellen homologe Gruppen der Standorte hinsichtlich
GWL dar. Die Spalten mit den Klon-Kiirzeln enthalten die Ergebnisse der paarweisen Vergleiche aller Klone untereinander je Standort. Datengrundlage sind
die Parzellenwerte je Einzelversuch. Die Buchstaben stellen homologe Gruppen der Klone je Standort hinsichtlich GWL dar. Die Spalte VFL kann daher als Gan-
zes interpretiert werden, die Spalten mit den Klon-Kiirzeln mussen zeilenweise im Bezug auf den Standort interpretiert werden.
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durchweg tiber 10%. Thomas (2006) verweist auf mogliche
hohere Variationskoeffizienten im forstgenetischen Ver-
suchswesen, letzteres gilt jedoch vor allem, wenn Einzel-
pflanzen sowohl die Versuchs- als auch Beobachtungseinheit
darstellen. Hier wurden jedoch Parzellenwerte verrechnet.

Die grofBte Heritabilitat wurde an den Standorten Forch-
heim (4) mit 0,87 und Trenthorst (35) mit 0,85 festgestellt. Der
niedrigste bis nicht vorhandene Anteil der genotypischen
Varianz an der phanotypischen Varianz liegt in Unterrieden
(17), Hayn (29) und Dornburg (37) mit einer Heritabilitat von
jeweils 0 vor. Damit gehen erwartungsgemaf3 hohe p-Werte
aus der einzelversuchsweisen Varianzanalyse einher. Bei
einer niedrigen relativen genotypischen Variabilitdt liegen
die p-Werte meist iber dem Signifikanzniveau von a = 0,05,
weshalb die Nullhypothese, dass zwischen den Mittelwerten
der Klone in der Grundgesamtheit signifikante Unterschiede
bestehen, hier nicht abgelehnt werden kann. An 13 von 23
Standorten wurde dagegen ein p-Wert kleiner 0,05 ermittelt
und anschlieBend der Post-Hoc Test durchgefiihrt. An vier
Standorten (6 Kupferzell, 13 Griinewalde, 19 Werlte und 30
Iden) sind die Unterschiede nur sehr schwach signifikant
(0,0435 bis 0,0497), in den paarweisen Vergleichen konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Priifgliedern
ermittelt werden.

Bei Betrachtung der homologen Gruppen ist zu bemer-
ken, dass es keinen Standort gibt, an dem die paarweisen
Vergleiche getrennte homologe Gruppen hinsichtlich der
Gattungszugehdrigkeit der Prufglieder ergeben haben. An
allen Standorten ist mindestens ein Weidenprifglied immer
einer Gruppe zugehorig, zu der auch Pappelpriifglieder zéh-
len. Der Fall, dass ein Klon in der Ertragsleistung von allen
anderen signifikant verschieden und dabei Uberlegen ist,
tritt nur am Moorstandort Aulendorf (3) fiir Tordis’ auf. Auf
allen anderen Standorten, sind die Weiden nicht signifikant
verschieden und gehdrenimmer einer Gruppe an. In Betrach-
tung der Gruppenzugehdérigkeit der Pappeln untereinander
stechen Aulendorf (3) und Trenthorst (35) wiederum hervor,
da hier,Max 1’ keiner der Gruppen der beiden anderen Pap-
pelklone angehért. In beiden Fillen gibt es jedoch Uber-
schneidungen mit den Weidenpriifgliedern. Auf allen ande-
ren Versuchsflaichen sind immer mindestens zwei Pappel-
klone einer Gruppe zugehdrig. Der Klon ,AF2" ist in Emmen-
dingen (1) und Pommritz (31) signifikant verschieden von
allen anderen Priifgliedern und unterlegen. In Forchheim
trifft dies auf das Verhaltnis von ,AF2’ zu den beiden anderen
Pappelklonen zu. An den beiden ertragsschwdchsten Stand-
orten in Welzow (8 und 14) wurden zwar signifikante Unter-
schiede zwischen den Priifgliedern festgestellt, allerdings ist
die Uberlegenheit der Pappeln hier kritisch zu beurteilen, da
diese Uberlegenheit auf einem insgesamt niedrigen Ertrags-
niveau von geringer praktischer Bedeutung ist.

Fur die paarweisen Vergleiche der GWL zwischen den
Versuchen ist vom Standort Klein-Altendorf (25) bis Glilzow
(18) ein ,gleitender Ubergang” zu beobachten. Dies bedeu-
tet, dass die ertragsschwacheren Standorte in diesem Bereich
immer zu einer Gruppe gehdren, in der Standorte sind, die
wiederum der nachst hoher gelegenen Gruppe mit ertrags-
starkeren Standorten angehéren. Dadurch ergibt sich ein
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Kollektiv bzw. Ubergang von der Gruppe mit den wiichsigs-
ten Standorten des Buchstaben k bis hin zur Gruppe mit dem
Buchstaben d. Hier besteht jedoch ein ,Bruch” zwischen den
Standorten, da zwischen den im Ertragsniveau aufeinander
folgenden Standorten Glilzow (18, Gruppe d) und Kumme-
row (12, Gruppe ¢) signifikante Unterschiede in der durch-
schnittlichen Gesamtwuchsleistung bestehen.

Die Standorte mit dem groé3ten Biomassepotenzial geho-
ren der homologen Gruppe k an, die insgesamt elf Flachen
umfasst. Erwahnenswert ist noch der Ubergang von Pots-
dam Bornim (16) zu Oberdorla (36), weil ab hier kein
Anschluss mehr an die vollstéandige Spitzengruppe mit dem
Buchstaben k besteht.

3.3 EGEBiplot

Abbildung 2 enthélt den EGE Biplot zur Untersuchung des
Anbauoptimums der Klone. Wie zur Methodik der Biplot
Analyse beschrieben, wurden hierzu die Gesamt-Klon-Mittel-
werte von den Ertragswerten in Tabelle 4 abgezogen. Die
Zellenwerte wurden vor der Analyse wurzeltransformiert.
Hier dargestellt sind nur Standorte, an denen nach dem
Omnibus-Test signifikante Unterschiede zwischen den Geno-
typen ermittelt wurden.

91% der Gesamt-Quadratsummenabweichung werden
durch die erste Hauptkomponente erklart, durch die zweite
nur 5 %. Die Information Ratio liegt bei der ersten Hauptkom-
ponente mit 4,55 deutlich Gber 1 im Gegensatz zu der IR der
zweiten Hauptkomponente mit 0,24. Bei der Interpretation
des Biplot sollte daher beachtet werden, dass durch Unter-
schiede der ersten Hauptkomponente (also entlang der Abs-
zisse) deutlich mehr Varianz erklart wird als durch Unterschie-
de entlang der Ordinate. Aufgrund des Anteils der durch
beide Hauptkomponenten erkldrten Varianz an der Gesamt-
varianz von in Summe 96 % gibt dieser Biplot die Datenstruk-
tur der zugrunde liegenden EGE Matrix gut wieder.

Im Biplot werden insgesamt sieben Sektoren aufge-
spannt durch die Versuche Klein-Altendorf (25), Werlte (19),
Kénigshovener Hohe (24), Trenthorst (35), Iden (30), Energie-
wald Welzow (8) und Forchheim (4). Diese Standorte markie-
ren auch die Eckpunkte des umhiillenden Polygons. Die Sek-
toren ergeben sich durch das Zeichnen einer Linie aus dem
Ursprung, die orthogonal zu der verbindenden Linie zwi-
schen zwei Eckpunkten verlauft. In nur zwei dieser so entste-
henden Sektoren fallen die Koordinaten aller Klone, die sich
nach Gattungen aufteilen. ,Inger’ und ,Tordis’ fallen in den
Sektor des Versuchs in Werlte (19), zu dem der Standort
Aulendorf (3) nahe platziert ist. Die Pappel-Priifglieder fallen
alle in den Sektor der durch die Koordinate des Standorts
Klein-Altendorf als Eckpunkt gebildet wird. Die mittleren EGE
Werte als Verhaltnis zum Gesamtmittel des Versuchs nehmen
von rechts nach links ab und sind rechts vom Ursprung posi-
tiv und links davon negativ. Die Standorte Campus Klein-
Altendorf (25) und Werlte (19) liegen daher an der Spitze in
ihrer durchschnittlichen Uberlegenheit zum Mittel, die bei-
den Standorte in Welzow (8 und 14) dagegen liegen deutlich
unterm Mittel. Die erste Hauptkomponente diirfte daher hier
den  Standorteinfluss  wiedergeben. Die  zweite
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Entlang der Abszisse werden die Werte der ersten Hauptkomponente angegeben (PC1), entlang der Ordinate die der zweiten
Hauptkomponente (PC2). In Klammern ist der Anteil der durch die jeweilige Hauptkomponente erklarten Gesamtvarianz in
Prozent angegeben. Die Werte wurden mit der klonweisen Standardabweichung der GWL skaliert. Zusatzlich ist der Einheits-
kreis eingezeichnet. Die Standortkoordinaten sind durch ein vorangestelltes V und die Standortnummer (vgl. Tabelle 2)
gekennzeichnet. Die Klon-Koordinaten sind durch die Klon-Abkiirzungen gekennzeichnet (vgl. Tabelle 1).

Abbildung 2

EGE Form des Biplot basierend auf der Hauptkomponentenanalyse der um den Genotyp-Effekt bereinigten wurzeltrans-

formierten Ertragsdaten.

Hauptkomponente gibt die Rangverschiebungen aufgrund
der Genotyp-Umwelt Interaktion wieder. Am Standort 25
sind z.B. alle Klon-Ertragswerte dem Gesamt-Klon-Mitteln
iberlegen, die Uberlegenheit fillt jedoch fiir die Pappeln
hoher aus als fiir die Weiden. Der Unterschied ist fiir den Klon
,AF2" am deutlichsten. In Aulendorf (3) und Werlte (19) ist
dies im Bezug auf die Gattung genau umgekehrt. Die Rang-
folgen der Standorte Emmendingen (1) und Pommritz (31)
liegen zwischen denen von Klein-Altendorf und Werlte bzw.
Aulendorf. Die Standorte lieferten im Mittel Uberdurch-
schnittliche Ertrage. Bis auf ,AF2’ liegen alle Priifglied-Werte
deutlich tiber den Gesamt-Klon-Mitteln, mit h6heren Werten
besonders fiir Hybride 275" Da die Weiden aber auch ver-
gleichsweise gut abschneiden und,AF2’ hier deutlich zuriick-
fallt, sind die Koordinaten der Standorte 1 und 31 zwischen
denen der Standorte 25 und 19 platziert.

Standorte, in deren Sektor kein Klon-Vektor fallt, wei-
sen auch kein Optimum in der Ertragsiiberlegenheit zum
Klon-Mittel fur diese Prufglieder auf. Hinzu kommt, dass
Standorte links des Ursprungs in ihrer Gesamtleistung
unterdurchschnittlich sind. Auch wenn hier signifikante
Unterschiede vorliegen, spielen sich diese auf einem nied-
rigen Niveau ab.

Insgesamt betrachtet sind die Unterschiede zwischen den
Mittelwerten der Versuche entschieden grof3er ausgepragt
als die Unterschiede durch Genotyp-Umwelt Interaktion zwi-
schen und innerhalb der Versuche. Dies wird gut durch die
Anteile der erklarten Streuung der beiden Hauptkomponen-
ten reprasentiert. Der Einfluss der Genotyp-Umwelt Interakti-
on soll im GGE Biplot ndher evaluiert werden.

3.4 GGEBiplot

In Abbildung 3 ist der GGE Biplot mit der Darstellungsvarian-
te des ,which-won-where-pattern” enthalten. Die erste
Hauptkomponente erklart 58 % der Gesamtvarianz, die zwei-
te Hauptkomponente 31%. Die IR Werte der Hauptkompo-
nenten betragen 2,88 fiir die erste bzw. 1,57 fur die zweite.
Basierend auf diesen beiden Werten und mit in Summe
erklarten 89% der Gesamtvarianz sind diese beiden Haupt-
komponenten daher geeignet, die Struktur der zugrunde lie-
genden GGE Matrix wiederzugeben.

Die Uberlegenheit von ,AF2’ zum Versuchsmittel ist am
Standort Iden (30) am groéBten, gefolgt von 14 Welzow-Stid
und 25 Campus Klein-Altendorf. Dies wird im Biplot entspre-
chend wieder gegeben, da die Vektoren der genannten
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Entlang der Abszisse werden die Werte der ersten Hauptkomponente angegeben (PC1), entlang der Ordinate die der zweiten
Hauptkomponente (PC2). In Klammern ist der Anteil der durch die jeweilige Hauptkomponente erkldrten Gesamtvarianz in
Prozent angegeben. Die Werte wurden mit der versuchsweisen Standardabweichung der GWL skaliert. Zusatzlich ist der
Einheitskreis eingezeichnet. Die Standortkoordinaten sind durch ein vorangestelltes V und die Standortnummer (vgl. Tabelle 2
gekennzeichnet. Die Klon Koordinaten sind durch die Klon-Abkiirzungen gekennzeichnet (vgl. Tabelle 1).

Abbildung 3

GGE Form des Biplot basierend auf der Hauptkomponentenanalyse der um den Umwelt-Effekt bereinigten wurzeltransfor-

mierten Ertragsdaten.

Standorte in den Sektor von ,AF2’ fallen. Wahrend in Iden die
beiden anderen Pappel-Priifglieder unterdurchschnittlich
abschneiden, liegen die Ertragswerte fiir, Max 1’ und,Hybride
275" an den Standorten 14 und 25 lber dem Durchschnitt.
Dies erklart die groBere Nahe zur Sektorengrenze. Zudem
sollte beriicksichtigt werden, dass basierend auf den paar-
weisen Vergleichen ,AF2’ immer einer Gruppe mit einem
anderen Pappel-Priifglied angehorte.

Die Priifglieder,Max 1 und,Hybride 275’ teilen sich einen
Sektor, in den insgesamt fiinf Standorte fallen, an denen diese
Klone dem Versuchsmittel deutlicher tiberlegen sind als die
anderen Klone. Von Interesse sind hier auch die Winkel der
Standortvektoren untereinander. Je spitzer der Winkel desto
groBer ist die positive Korrelation der Rangfolgen der Priifglie-
der hinsichtlich der Genotyp-Umwelt Interaktion. Bei zuneh-
mend stumpfen Winkeln zwischen den Vektoren wird die Kor-
relation negativ und gréBer. Ein gutes Beispiel hierfiir sind die
Standorte Emmendingen (1) und Iden (30), da in Emmendin-
gen ,AF2" am deutlichsten unterdurchschnittlich abschneidet
und in Iden dagegen deutlich Gberdurchschnittlich.

Durch die Weidenpriifglieder werden zwei Sektoren
gebildet. In dem Sektor fiir Tordis’ liegen vier Fldchen und im
Sektor firr Inger’ nur eine Flache, ndmlich Konigshovener

Hohe (24). Hier ist zu beachten, dass der Grof3teil der Stand-
orte dhnliche Rangfolgen hinsichtlich der Prifglieder auf-
weist und dass drei Standorte nahe der Sektorgrenze liegen,
also die Differenzierung der Weidenpriifglieder hier geringer
ausfallt. Ausgenommen davon sind der Standort Aulendorf
(3), an dem nur Tordis' Giberdurchschnittlich abgeschnitten
hat, und Pommiritz (31), wo Tordis’ und ,Hybride 275" dhnlich
gute Biomasseleistungen aufweisen. Letzteres erklart die
Nahe zum,Hybride 275 Sektor.

Bei der Betrachtung der Aufteilung der Standortvektoren
sind zwei Kollektive erkennbar. Auf der linken Seite die
Standorte, an denen die Weiden besser abschneiden, und
auf der rechten Seite die Standorte, auf denen die Pappeln
positive Interaktionen aufweisen. Pommritz (31) stellt einen
Ubergang dar, innerhalb der Pappeln und Weiden gibt es
Ubergénge, die jedoch fiir die Pappeln zwischen den Priif-
gliedern,Max 1" mit,Hybride 275" und ,AF2’ groB3er ausfallen.
Hier sollte nochmals betont werden, dass in der GGE Darstel-
lung der Standort-Effekt fehlt. Wenn nur die Standorte
betrachtet werden sollen, an denen signifikante Unterschiede
zwischen den Prifgliedern vorlagen und die Uber dem
ProLoc Gesamtmittel liegen, reduziert sich dies auf die Stand-
orte1,3,19,25,und 31.



C. Stiehm, M. Hofmann - Landbauforsch - Appl Agric Forestry Res - 1/2 2018 (68)67-82

4 Diskussion

Das Hauptziel im ProLoc Verbundvorhaben war die Standort-
leistungsschatzung und die Ermittlung der ertragsbestim-
menden standortlichen Eigenschaften. Vor diesem Hinter-
grund sind die in der Varianzkomponentenanalyse
ermittelten Anteile der Streuungsursachen, die fiir den Fak-
tor Standort am groften ausfielen, als positiv flr das Projekt-
ziel zu beurteilen. Die Boden- und Klimabedingungen, die
innerhalb dieses Faktors mit der Biomasseleistung korrelie-
ren, wurden im Projekt (Amthauer Gallardo, 2014; JanBen et
al.,, 2017) und anderen Untersuchungen (Murach et al., 2008;
Ali, 2009; Aust, 2012; Petzold, 2013) furr Standortbedingun-
gen in Deutschland bereits herausgestellt. Uberwiegend
sind hier Parameter wie Bodenart, Bodengtte (ausgedriickt
durch die Boden- und Ackerzahl), Wasserspeicherkapazitat
und klimatische Variablen wie Temperatur und Niederschlag
in unterschiedlicher zeitlicher Auflésung als ertragsbestim-
mend identifiziert worden. Fiir die Ertragsentwicklung nach
Ruckschnitt ergibt sich bei JanBen et al. (2017) und Horn et
al. (2013) eine enge Korrelation mit dem Ertrag vor der Ernte.
Zum Néhrstoffbedarf und der Entwicklung der Nahrstoffge-
halte unter KUP sei auf Boelcke und Kahle (2008) und Kahle
et al. (2007) hingewiesen.

Entscheidend fiir die Modellierung des Ertrags ist neben
der Quantifizierung des Umwelteffekts in den genannten
Eigenschaften, jedoch auch, ob eine Standortplastizitat also
signifikante Interaktion zwischen Genotyp und Umwelt vor-
liegt und ob diese wiederum einen reproduzierbaren Zusam-
menhang mit Standorteigenschaften aufweist. Das Ziel die-
ser Arbeit war es, diese moglichen Rangverschiebungen der
Klone ndher zu untersuchen und maogliche klonspezifische
Anbauoptima zu identifizieren.

Zur Beurteilung der Genotyp-Umwelt Interaktion wurden
dazu Uberwiegend Methoden und Werkzeuge aus dem
Bereich der Pflanzenziichtung angewandt. Es sollte dabei
bedacht werden, dass es sich bei ProLoc vom Versuchsziel um
kein Ziichtungsprogramm handelt. Fiir eine Versuchsserie, die
der Selektion von Uberlegenen Genotypen dienen soll, ware
die erwdhnte durch den Faktor Genotyp verursachte niedrige
Varianz fatal. Zudem wurde eine deutlich niedrigere Priif-
gliedzahl, als dies z.B. bei den Versuchsserien des FastWOOD
Ziichtungsprojekts tiblich war (Grotehusmann et al.,, 2017, Fey
et al,, 2018), ausgebracht. Die Anwendbarkeit der genutzten
Methoden eriibrigt sich jedoch dadurch nicht, da der Prif-
gliedsatz in ProLoc bewusst so ausgewahlt wurde, dass sich
aufgrund der unterschiedlichen Gattungen und Kreuzungs-
kombinationen eine Differenzierung erwarten lief3. Diese fiel
im Vergleich der Faktoren sehr niedrig aus und lag auch fiir die
Interaktionen auf einem niedrigen Niveau. Fir die Betrach-
tung und Analyse der Interaktionen ist der Biplot Ansatz
basierend auf der zweiphasigen Versuchsauswertung gut
geeignet. Die EGE und GGE Form des Biplots fiir die Gesamt-
wuchsleistung erlauben eine Identifizierung der Standorte,
die ein Uberdurchschnittliches Wachstum ermdglichen bzw.
die sich hinsichtlich der Rangfolge der Klone dhneln. Ausbau-
potenziale der Analyse ergeben sich durch die mdgliche Ver-
wendung des einphasigen Analyseansatzes oder durch
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zusatzliche Verwendung geeigneter Gewichtungen, fiir die in
Abhéangigkeit vom Datensatz unterschiedliche Parameter
getestet werden sollten (M6hring und Piepho, 2009).

Als Grenzwert fiir einen wirtschaftlichen Anbau wird von
Petzold et al. (2010) ein durchschnittlicher Gesamtzuwachs
von 8 bis 10 tatro ha-1 a-1 genannt. Dieser Grenzwert sollte
vor dem Hintergrund aktueller Hackschnitzelpreise neu eva-
luiert werden und kann hier als nur absolut unterer Grenz-
wert gelten. Bei dem Versuchszeitraum in ProLoc von sechs
Jahren entspricht diese Grenze einer Gesamtwuchsleistung
von 48 bis 60 t,,, ha'. Der Mittelwert aller Klone und Versu-
cheliegt bei42,38t,,, ha'. Die Versuche, die in ihrem Ertrags-
niveau Uber dem Mittel liegen, liegen alle im beschriebenen
Grenzbereich oder dariiber. Die Uberlegung, in der Analyse
der Genotyp-Umwelt Interaktion den Fokus auf die tiber-
durchschnittlich guten Standorte zu legen, bestédtigt sich
dadurch. Standorte, die darunter liegen, sind zwar fir die
Standortleistungsschdtzung von Bedeutung, die Verschie-
bungen in den Rangfolgen der Klone sind jedoch von gerin-
ger praktischer Relevanz aufgrund des insgesamt niedrigen
Ertragsniveaus.

Wie durch die Einzelversuchsauswertung und die GGE
Biplot Analyse bestatigt, finden sich im Bereich tGberdurch-
schnittlicher Ertrdge insgesamt fiinf von zwdlf Standorten,
an denen statistisch signifikante Unterschiede des Faktors
Klon hinsichtlich GWL festgestellt werden. Von diesen finf
Versuchen zeigen wiederum vier Tendenzen, die Priifglieder
nach Gattung zu differenzieren. Innerhalb der Gattungen
sind die Unterschiede jeweilig gering. Die Standorte Aulen-
dorf (3) und Werlte (19) weisen im Vergleich zu den Standor-
ten Klein-Altendorf und Emmendingen vor allem Unter-
schiede hinsichtlich der Bodenzahl (Aulendorf: 46, Werlte: 33,
Emmendingen: 77, Klein-Altendorf: 72) auf. Zusatzlich sind
die Durchschnittstemperaturen der Vegetationsperiode in
Emmendingen (16,0°C) und Klein-Altendorf (17,1 °C) hoher
als in Werlte (15,7 °C) und Aulendorf (15,5 °C), auch wenn die-
se Unterschiede gering ausfallen. Die Tendenz zur héheren
Temperatur bei den anderen Standorten der Pappelgruppe
im GGE Biplot zeigt sich auch bei den unterdurchschnittli-
chen Standorten. So liegen die Mitteltemperaturen an die-
sen Standorten im Bereich von 16,0°C bis 17,6°C, die der
Standorte in den Weidensektoren dagegen bei 15,5°C bis
16,0°C. Dem ist jedoch entgegen zu stellen, dass an mehre-
ren Standorten, die relativ und absolut niedrige Mitteltem-
peraturen aufweisen, kein statistisch signifikanter Unter-
schied zwischen den Prifgliedmitteln bestand. Allen voran
ist hier Hayn (29) im Harz mit 14,9°C zu nennen. Hier besteht
sogar die Tendenz, dass die Pappeln tiber dem Versuchsmit-
tel abschneiden. Vor diesem Hintergrund kénnten Untersu-
chungen zur Warmeverteilung in der Vegetationsperiode
und eine Analyse des Austrieb- und Abschlussverhaltens der
Klone zur Kldrung beitragen. Ahnliche Tendenzen wie fiir die
Temperatur sind fiir die Bodenzahl zu beobachten, da Stand-
orte existieren, an denen zwar relativ geringe Bodenzahlen
vergeben wurden, die jedoch ebenfalls nicht differenzierend
hinsichtlich der Priifgliedmittel zwischen den Gattungen wir-
ken, z.B. Unterrieden (17) wo von den Pappeln einzig ,AF2’
unterdurchschnittlich abschneidet, ,Hybride 275’ etwas
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tiberdurchschnittlich und die Ertrage der restlichen Priifglie-
der alle nah am Standortmittel liegen. Hinzu kommt, dass an
den Standorten mit Uberdurchschnittlichen Ertragen und
statistisch signifikanten Unterschieden zwischen den Klonen
meist doch gattungstibergreifende homologe Gruppen vor-
liegen. Fiir die Uberdurchschnittlichen Standorte lassen sich
weitere Versuchsorte finden, die in den dargestellten Stand-
ortbedingungen weitgehend vergleichbare Werte, jedoch
tendenziell andere Rangfolgen aufweisen. Miteinander zu
vergleichen wadren z.B. die Standorte Werlte (19) mit Pots-
dam Bornim (15), sowie Klein-Altendorf (25) mit Lehmkaute
(16) und Emmendingen (1). Bei letzterem ist zu beriicksichti-
gen, dass das schlechte Abschneiden von ,AF2’ wahrschein-
lich durch Pathogenbefall bedingt ist, der die anderen Priif-
glieder nicht betroffen hat. Dies bestatigen Beobachtungen
aus dem FastWOOD Verbundvorhaben zum Blattrostbefall
mit Melampsora larici-populina, welche fir ,AF2° und den
Klon ,Robusta’ (ebenfalls P. deltoides x P. nigra) stets Uber-
durchschnittlich hoch waren (Fey et al., 2018). Hinsichtlich
der Ertragsdynamik ist auch auf die Zunahme der Ausfille
bei,AF2’ nach der zweiten Ernte hinzuweisen (vgl. Janf3en et
al., 2017). Letzteres schldgt sich auch in den Ertrdgen nieder,
die fiir ,AF2' in der ersten Rotation noch vergleichsweise
hoch waren, dann aber nachlassen, wahrend ,Hybride 275
hoéhere Zuwachse aufweist und teils die Rickstande durch
Nachpflanzung aufholt. Vor diesem Hintergrund bleiben die
Ergebnisse spaterer Umtriebszeiten abzuwarten, die fir eini-
ge fortgefiihrte ProLoc Flachen noch erhoben werden oder
fir die ProLoc Klone als Kontroll-Priifglieder auf FastWOOD-
Flachen (Grotehusmann et al., 2017; Fey et al., 2018) ermittelt
werden kénnen. Die Analyse der Genotyp-Umwelt Interakti-
on sollte daher noch getrennt fiir die Umtriebszeiten und die
Ertragsdynamik durch Riickschnitt erfolgen.

Die hier dargestellten Ergebnisse missen vor dem Hin-
tergrund der gewdhlten Umtriebszeit, der damit verbunde-
nen Pflanzzahl und den gewahlten Klonen interpretiert wer-
den und lassen Erweiterungen auf andere Bewirtschaf-
tungsvarianten in Kurzumtriebsplantagen nur bedingt zu.
Die Analysen sollten daher auf die Versuche der weiteren
Arbeitspakete in ProLoc erweitert werden. Die Betrachtun-
gen konnten damit um die Aspekte der verlangerten
Umtriebszeit und daran angepassten Pflanzabstdanden
erganzt werden (vgl. JanBen et al,, 2017).

Um generalisierte Aussagen Uber die Standortplastizitat
von interspezifischen Hybriden bestimmter Kreuzungskom-
binationen zu treffen, reicht der verwendete Datensatz nicht
aus, da je Kombination nur ein Genotyp getestet wurde. Um
solche Beurteilungen zu ermdglichen, sollten die vorgestell-
ten Analysen um den Datensatz des FastWOOD Ziichtungs-
programms fiir Schwarz- und Balsampappeln und Weiden
erweitert werden. Hier liegen flir verschiedene Kreuzungs-
kombinationen Ertragswerte mehrerer sowohl intersektio-
neller als auch interspezifischer Hybride vor (Grotehusmann
et al,, 2017; Fey et al., 2018). Zusatzlich wurden sowohl die
Pappel- als auch Weiden-Prifglieder aus ProLoc getestet,
was die Vergleichbarkeit der Ergebnisse vereinfacht. Der Ein-
bezug von Stabilitdtsmalen dhnlich wie bei Sixto et al. (2014)
konnte die Aussagen zusatzlich fundieren.
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Basierend auf dem sehr geringen Einfluss des Faktors Geno-
typ und dem geringen Einfluss der Genotyp-Umwelt Interak-
tion, die keine deutlichen Muster in Abhadngigkeit der Stand-
ortbedingungen zeigt, kann basierend auf den dargestellten
Analysen der Gesamtwuchsleistung keine Empfehlung zu
jeweilig verschiedenen Anbauoptima der verwendeten Klo-
ne ausgesprochen werden. Dieses Ergebnis wird aktuell in
das Modell zur Standortleistungsschatzung implementiert.
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Untersuchung der Holzdichte von Aspen und
Hybridaspen mittels Pilodyn

Christian Heimpold*, Kathrin Heimpold*, Volker Schneck*, Rainer Télle** und

Mirko Liesebach®***

Zusammenfassung

Bei der energetischen und stofflichen Nutzung von Holz aus
Kurzumtriebsbestdnden spielt die Rohdichte der angebau-
ten Bdume eine wesentliche Rolle. Untersuchungen zur Roh-
dichte von Aspen aus Kurzumtriebsbestanden fehlen bislang
jedoch weitestgehend.

Das Pilodynverfahren nutzt die Eindringtiefe eines
2,5 mm starken Stahlstiftes, der mittels einer definierten
Energie von 6 J in den Baum getrieben wird, zur indirekten
Bestimmung der Rohdichte. Zwischen Eindringtiefe und
Rohdichte besteht eine enge negative Korrelation. Die seit
den 1970er Jahren angewendete Methode gilt als zersto-
rungsfrei.

Im Rahmen dieser Untersuchung wurden an 17 Aspen-
nachkommenschaften Rohdichteuntersuchungen durchge-
fihrt. Die Untersuchungen auf drei Standorten in Branden-
burg, Sachsen und Schleswig-Holstein im Alter 9 zeigten z.T.
signifikante Unterschiede zwischen den Priifgliedern. Hyb-
ridaspen haben i.d.R. eine geringere Rohdichte als reine
Europdische Aspen. Im Mittel betrdgt die Eindringtiefe bei
den Europadischen Aspen 23 mm, bei den Hybridaspen
24 mm und bei den Amerikanischen Aspen 25 mm. Ebenso
ist erkennbar, dass gleiche Nachkommenschaften auf besse-
ren Standorten mit einem einhergehenden besseren Wachs-
tum geringere Rohdichten aufweisen.

Die Tatsache, dass zwischen den einzelnen Nachkom-
menschaften signifikante Unterschiede in der Rohdichte
nachgewiesen werden konnten, kann fiir die zukiinftige
zlichterische Bearbeitung der Aspe genutzt werden, indem
gezielt Nachkommenschaften mit gutem Wuchs und hoher
Dichte erzeugt werden. Weitere Untersuchungen sind jedoch
erforderlich, um den Pilodynwerten reale Rohdichten zuord-
nen zu kénnen.

Schliisselworter: Kurzumtrieb, Populus, Zitter-Pappel, Holz-
dichte, Pilodynwert

Abstract

Investigation of wood density of aspen
and hybrid aspen with Pilodyn

Wood produced in short rotation coppices is used for ener-
getic and material purposes. In both cases, wood density is
an essential parameter as a proxy for energy content and
heat value. Despite this importance, studies on the density of
wood produced in short rotation coppices are still missing.

The Pilodyn-method indirectly determines wood density
by using the penetration depth of a 2.5 mm steel pin, which
is driven into the tree by a defined energy of 6 J. The close
negative correlation between the two parameters allows
using penetration depth as a proxy for density. The method is
considered non-destructive and can therefore be used on
living trees.

We tested wood density in 17 different aspen progenies
(age 9 years) grown in short rotation coppices at three loca-
tions in Brandenburg, Saxony and Schleswig-Holstein using
the Pilodyn-method.

In general, density is lower in hybrid aspen compared to
European aspen. On average the penetration depth of the
Pilodyn measures 23 mm in European aspen, 24 mm in
hybrid aspen, and 25 mm in American aspen. Plants of iden-
tical progeny show higher growth rates and lower densities
under more favorable site conditions. The ability to detect
significant differences in wood density between progenies
can be used in future breeding activities by selecting proge-
nies with good growth and high density. However, further
investigations are necessary to calculate real wood densities
from the Pilodyn values.

Keywords: Short-rotation coppice, Populus, trembling aspen,
wood density, Pilodyn value
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1 Einleitung

Die Europdische Aspe (Populus tremula L.) und Hybridaspen
(P. x wettsteinii = P. tremula X P. tremuloides/ P. tremuloides x
P. tremula) gehoren zu den Pappeln der Sektion Populus und
wachsen in Deutschland auf 81.063 ha der Waldflache, dies
entspricht einem Anteil 0,7 % an der Gesamtwaldflache (Thi-
nen-Institut, 2012). Die Aspe ist in Deutschland eine Neben-
baumart (Ebert, 1999) und deshalb derzeit von geringer wirt-
schaftlicher Bedeutung (Wihlisch, 2016). Aspenholz ist
jedoch vielseitig verwendbar und eignet sich fiir die Papier-
und Zellstoffindustrie zur Erzeugung hochwertiger Papiere,
furr die Furnierproduktion, aber auch fiir die Herstellung von
Faserplatten und Holzwolle-Leichtbauplatten (Schneck, 1985;
Ebert, 1999). In der jlingeren Vergangenheit wird zunehmend
die Eignung der Aspen und hier insbesondere die der wiichsi-
geren Hybridaspen zur Erzeugung von Dendrobiomasse zur
energetischen Nutzung auf landwirtschaftlichen Grenzer-
tragsstandorten auf sogenannten Kurzumtriebsplantagen
(KUP) geprift (Liesebach et al., 1999; Liesebach et al., 2000;
Liesebach et al., 2012; Schneck und Liesebach, 2015).
Untersuchungen zu holzphysikalischen Eigenschaften
wie der Rohdichte sind teuer und zeitaufwandig (Cown,
1978; Wu et al,, 2010). Die Rohdichte ist ein entscheidendes
Kriterium bei der Beurteilung der Eignung einer Baum-
art fir stoffliche und energetische Verwendungszwecke
(Cown, 1978). Sie ist vom Wassergehalt abhédngig und wird in
Gramm je Kubikzentimeter [g/cm®] gemessen (DIN 52182).
Im Rahmen dieser Arbeit wird die Rohdichte immer fiir abso-
lut trockenes (darrtrockenes) Holz mit einer Holzfeuchte von
0% (r0) angegeben. In der Literatur finden sich bereits Anga-
ben zur Rohdichte bei Aspen (Tabelle 1). Dabei bewegen sich
die Angaben in Abhédngigkeit von dem Untersuchungsmate-
rial und der Methodik zwischen 0,35 g/cm® und 0,60 g/cm?,
wobei der iberwiegende Teil der Werte zwischen 0, 37 g/cm®
und 0,46 g/cm? liegt.
Scholz (1972) stellt fest, dass ein standortlich bedingtes bes-
seres Wachstum auch eine geringere Rohdichte zur Folge

Tabelle 1
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hat. Er konnte ebenfalls nachweisen, dass zwischen einzel-
nen Nachkommenschaften statistisch gesicherte Unterschie-
de in der Rohdichte bestanden. Dies bedeutet, dass die Roh-
dichte genetisch festgelegt ist und somit ziichterisch
beeinflusst werden kann.

Die Bestimmung der Holzdichte ist ein zeit- und kostenin-
tensiver Vorgang. Laboranalysen gehen zudem mit der Zer-
stoérung des Probebaumes einher, der fiir weitere Untersu-
chungen nicht mehr zur Verfligung steht. Das seit den 1970er
Jahren angewendete sogenannte Pilodynverfahren wurde
von der Schweizer Firma Proceq entwickelt und diente
urspriinglich der Untersuchung von Leitungsmasten auf die
unsichtbare Moderfaule (englisch:,soft rot”). Es ist heute eine
etablierte Methode zur zerstérungsfreien Bestimmung der
Holzdichte an stehenden Baumen (Zhang et al., 2017; Nunes
etal., 2017; dos Sontos et al., 2016; Hai et al., 2015; Chen et al.,
2015; Le Dinh et al,, 2012; Mishima et al., 2011; Wu et al., 2010;
Zhu et al., 2009; Wang et al., 2008; Ishiguri et al., 2008).

Die Rohdichte eines Baumes ist jedoch nicht nur vom
Wassergehalt und genetischen Ursachen abhéngig. Sie wird
nach Wu et al. (2010) auch von der Himmelsrichtung beein-
flusst. Ebenso spielt die Jahreszeit (Lewark, 1984) und die
Héhe am Baum (Raymond und MacDonald, 1998) eine Rolle.
Kube und Raymond (2002) nennen fiir das Pilodynverfahren
Kosten pro Baum von 1,50 $, fiir laboranalytische Rohdich-
tebestimmungen veranschlagen sie 10,50 $ pro Baum. Bei
gleichem Kostenrahmen kann der Stichprobenumfang bei
Anwendung des Pilodynverfahrens um den Faktor 7 gestei-
gert werden, was fur die statistische Auswertung eine grée-
re Datengrundlage ermdglicht.

Da die Rohdichte den Trockenmassegehalt und den
Heizwert je Volumeneinheit beeinflusst, spielt sie sowohl bei
der stofflichen, als auch bei der energetischen Nutzung von
Aspenholz eine entscheidende Rolle. Bei der Werkseingangs-
vermessung von Industrieholz, die auf der Trockenmassebe-
stimmung beruht, ist sie direkt abrechnungsrelevant (Steiner
und Dunkel, 2017). Die bisherigen Untersuchungsmerkmale
Uberlebensrate, Durchmesser, Héhe, Form und Vitalitit

Ubersicht zu Rohdichteangaben bei Aspe in der Literatur (absolut trocken mit einer Holzfeuchte von 0% (r,))

Art

Europdische Aspe

Rohdichte
0,43 g/cm?®- 0,45 g/cm’®

0,37 g/cm®- 0,52 g/cm?®
0,41 g/cm?®

0,368 g/cm’ - 0,438 g/cm?®

Europaische Aspe

Europdische Aspe Scholz (1972)

Quelle
Haasemann (1964)
Bosshard (1982)

Bemerkung

Européische Aspe 0,395 g/cm’® - 0,420 g/cm?® Schneck (1985) Ermittlung an Bohrkernen
Hybridaspe 0,46 g/cm® Sachsse und Melchior (1984) Hybridaspennachkommenschaft ("Holsatia’)
Amerikanische Aspe 0,42 g/cm?® Gonzales (1990)
Europiische Aspe 0,36 g/cm*- 0,56 g/cm® GrofBer und Teetz (1998)
0,45 g/cm®
Européische Aspe 0,40 g/cm?- 0,60 g/cm® GroRer (2006)
0,49 g/cm?®
Hybridaspe 0,35 g/cm® Biitow (2009) 5-jahrigen Aspen von einer KUP-Versuchsflache,
Ermittlung an Stammscheiben
Européische Aspe 0,38 g/cm?® Biitow (2009) 5-jahrigen Aspen von einer KUP-Versuchsflache,

Ermittlung an Stammscheiben
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sollen durch Serien-Dichteuntersuchungen mittels Pilodyn
erganzt werden, da diese Informationen fiir Aspennachkom-
menschaften auf KUP-Flachen bislang weitestgehend fehlen.
Diese Arbeit leistet einen Beitrag zur Klarung dieses Sachver-
haltes anhand 9-jahriger Aspen.

2 Material und Methoden

Auf drei im Jahr 2010 im Rahmen des Verbundprojektes
FastWOOD (Borschel et. al., 2012; Liesebach, 2015) vom Thu-
nen-Institut fir Forstgenetik mit einjdhrigen Samlingen
angelegten Aspen-Nachkommenschaftsprifungen in Alt-
landsberg (Brandenburg), Thammenhain (Sachsen) und
Trenthorst (Schleswig-Holstein) wurden zwischen dem
29.03.2017 und dem 13.04.2017 Dichteuntersuchungen
durchgefiihrt. Dabei wurde das als zerstérungsfrei geltende
Pilodynverfahren (Cown, 1978; Gorlacher, 1987; Proceq,
2003) angewendet. Es nutzt die Eindringtiefe eines 2,5 mm
starken Stahlstiftes, der mittels einer definierten Energie von
6 Jin den Stamm getrieben wird, zur indirekten Bestimmung
der Rohdichte. Mittlere Eindringtiefe und Rohdichte stehen
dabei in einem engen negativen Zusammenhang.

Als Untersuchungsmaterial dienten Aspen der im Friih-
jahr 2010 angelegten Versuchsserie. Der Versuch ist als voll-
stéandige Blockanlage mit 4 (Tammenhain) bzw. 5 (Altlands-
berg, Trenthorst) Wiederholungen angelegt. Der Pflanz-
verband betrdagt 2,00 x 0,75 m. Jede Parzelle besteht aus 40
Einzelbdumen (4 Reihen & 10 Baume). Die Lage der Flachen
ist Tabelle 2 zu entnehmen. Eine detaillierte standortliche
und klimatische Beschreibung der Versuchsstandorte findet
sich in Heimpold (2017).

Die Flachen AS 10/1 (Altlandsberg) und Bio 11 (Trenthorst)
wurden im Winter 2015/2016, also im Jahr vor der Pilodyn-
messung, durchforstet. Dabei wurde die Stammzahl um etwa
50% reduziert. Die Flache AS 10/2 (Thammenhain) ist
undurchforstet. Die Pilodynmessung in 1,3 m Hohe erfolgte
an allen Baumen mit einem Brusthéhendurchmesser > 50 mm.
Jeder Baum wurde zweifach mit dem Pilodyngerat beprobt,
die erste Messung erfolgte aus stidlicher (im Reihenverlauf),
die zweite Messung aus Ostlicher Richtung (quer zur Reihe).
Die Werte wurden bei der spateren statistischen Auswertung
gemittelt. Die Pilodyn-Messungen wurden bei allen Baumen
mit Rinde durchgefiihrt, da die untersuchten Baume auf den

Tabelle 2
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drei Versuchsflachen im ahnlichen BHD-Bereich lagen und
noch keine Borke ausgebildet war. Zusatzlich erfolgte die
Ermittlung des Brusthéhendurchmessers jedes Probebaumes
durch Einfachkluppung (Liesebach et al., 2017).

Die vorliegende Arbeit wertet die Daten der 17 auf allen
drei Versuchsflichen gemeinsam vorkommenden Priifglie-
dern aus. Insgesamt flossen die Daten von 1.843 Baumen in
die Auswertung ein. Der Stichprobenumfang je Prifglied
und Versuchsflache ist Tabelle 3 zu entnehmen. Die Tabelle
gibt gleichzeitig die Zuordnung der einzelnen Priifglieder zu
den Artgruppen farblich wieder. Die Einzelbaumabsaat
Pinneberg dient als Kontrolle.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels Varianzana-
lyse Uber alle Versuchsorte nach folgendem Modell:

Y =p+bl, [b]+a+b+(ab) +e,

Dabei sind y, der Prifmerkmalswert der Nachkommen-
schaftiim Block kin Versuch j, u das Gesamtmittel, a, der fixe
Effekt der Nachkommenschaft auf Stufe i, b, der fixe Effekt
des Versuchs auf Stufe j, blk[bj] der fixe Effekt des Blockfaktors
auf Stufe k im Versuch j, (Gb),-,- die Wechselwirkung zwischen
der i-ten Nachkommenschaft und dem j-ten Versuch und e
der Zufallseffekt. Die Berechnung erfolgte mit der Prozedur
MIXED des Programmpakets SAS 9.3 unter Verwendung der
ADJUST=SIMULATE Option der LSMEANS Anweisung.

Die grafischen Darstellungen wurden mit dem Pro-
gramm Microsoft Excel 2010 angefertigt.

Mit der Korrelationsanalyse (Produkt-Moment-Korrelati-
on) wurde berechnet, ob zwischen den Merkmalen BHD und
Pilodyn-Wert ein Zusammenhang besteht.

3 Ergebnisse

Aufgrund der standértlichen Unterschiede zeigen die Aspen-
Nachkommenschaften auf den einzelnen Versuchsflachen
unterschiedliche Durchmesserleistungen. Ebenso zeigen
sich auf den gleichen Flachen unterschiedliche Leistungsni-
veaus in Abhdngigkeit von den Nachkommenschaften der
Elternkombination. Die Auswertung Uber alle Versuche
(Tabelle 4) erfolgt getrennt nach Europédischen Aspen, Hybri-
daspen und Amerikanischen Aspen und die Versuchsflachen.
Die drei Gruppen sind in Abbildung 1 verschiedenfarbig her-
vorgehoben.

Beschreibung der im Friihjahr 2010 angelegten Versuchsflachen des Verbundprojektes FastWOOD

Acker-
zahl

Versuchs- Bundesland

flache

Bodentyp

Altlandsberg Brandenburg Braunerde 28
(AS 10/1)
Thammenhain  Sachsen Pseudogley-Braunerde 48
(AS 10/2)
Trenthorst Schleswig-Holstein  Pseudogley 58

(Bio 11)

Geogr.
Lange

13°69°0

12°84'0

10°51'0

Hohe
tber NN

Anzahl
Pruf-

Anzahl Wieder-
holungen
(aufgenommen)
[n]

Geogr. Aufnahmedatum

Breite

[m] glieder

52°54'N 57 32 5(4) 11.-13.04.2017
51°43'N 149 27 4(2) 29.-30.03.2017
53°78'N 45 28 5(3) 05.-06.04.2017



86

C. Heimpold, K. Heimpold, V. Schneck, R. Tolle, M. Liesebach - Landbauforsch - Appl Agric Forestry Res - 1/2 2018 (68)83-92

Tabelle 3

Ubersicht tiber die 17 auf allen drei Flichen gemeinsam angepflanzten Priifglieder (PG) und die je Priifglied und Versuchs-
flache (AS 10/1 = Altlandsberg, AS 10/2 =Thammenhain, Bio11 = Trenthorst) erhobenen Stichprobenumfange

Artgruppe Elternkombination

Uhyst 27 x L 311

Pinneberg

Brauna 11 X T 46-60

GrDubrau 5 x Drinkwater Rd.

W 1 X Turesson 141

W1 xlhl1

L 47 x Turesson 141

AS 10/1
[n]

AS 10/2

Farblich hervorgehoben sind die drei Artgruppen (griin = Europaische Aspe, blau = Hybridaspe, rot = Amerikanische Aspe;

ta = Populus tremula, ts = P. tremuloides)

Tabelle 4

Minimaler, mittlerer und maximaler BHD der Nachkommenschaften in den drei Artgruppen und auf den drei Versuchsflachen

Altlandsberg

Thammenhain

BHD Min ... Mittel ... Max [mm]

Trenthorst

Mittel 57...68...82

61...71...79

55...71...85 55...70...85

Tabelle 5

Minimale, mittlere und maximale Eindringtiefe bei den Nachkommenschaften in den drei Artgruppen und auf den drei

Versuchsflachen

Eindringtiefe Min ... Mittel ... Max [mm]

Altlandsberg

Thammenhain

Trenthorst Mittel

Mittel 19...22...25

Abbildung 1 stellt die mittleren BHD-Werte der gemeinsamen
Priifglieder absteigend sortiert dar. Priifglied 6 (GrDubrau 5 x
T 46-60) weist Uber alle drei Fldchen betrachtet mit 82 mm
den hochsten BHD auf, gefolgt von PG 7 (W 1 x Turesson
141) und PG 9 (T 5-61 x W 52) mit jeweils 78 mm. Den letz-
ten Rang belegt PG 28 (Kontrolle), eine freie Abbliite einer

22...25...29

23...25...31 100 ool

Europadischen Aspe mit 59 mm. Der mittlere BHD Uber alle
Prifglieder betragt 70 mm. Die vorderen 10 der 17 Range
werden von Hybridaspen belegt (blaue Saulen). Auf Rang
11 folgt eine Amerikanische Aspe (PG 10: T 5-61 x Turesson
141). Die Europdischen Aspen belegen die Pldtze 13 bis 15
und 17.
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Abbildung 1
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O Trenthorst

Uberblick tiber die 17 gemeinsamen Priifglieder (PG) mit Darstellung des Durchschnittswertes (Sdule) absteigend nach BHD
sortiert und der Mittel auf den 3 Versuchsflachen (griin = Europaische Aspe, blau = Hybridaspe, rot = Amerikanische Aspe)

35

30

25

20

15

Mittlere Eindringtiefe [mm]

10

0O Altlandsberg

Abbildung 2

A Thammenhain

& Trenthorst

Mittelwerte der mittleren Eindringtiefe Gber die Versuchsserie (Saule) und fiir die Einzelversuche (Symbole) der 17 gemein-
samen Prufglieder absteigend sortiert (griin = Europdische Aspe, blau = Hybridaspe, rot = Amerikanische Aspe)

Die mittlere Eindringtiefe bewegt sich bei den Européischen
Aspen zwischen 22 mm (PG 28: Kontrolle Pinneberg) und
25 mm (PG 1: (W 1 x W 52). Im Mittel betragt die Eindring-
tiefe bei den Europdischen Aspen 23 mm. Bei den Hybridas-
pen besitzt das PG 20 (L 4 x T 44-60) mit 28 mm die héchste
mittlere Eindringtiefe, das PG 2 (Brauna 11 x Turesson 141) mit

22 mm die geringste Eindringtiefe. Im Mittel betragt die Ein-
dringtiefe bei den Hybridaspen 25 mm. Bei den Amerikani-
schen Aspen schwankt die mittlere Eindringtiefe zwischen
25 mm (PG 12: T 5-61 x T 46-60) und 23 mm (PG 10:
T 5-61 x Turesson 141). Die mittlere Eindringtiefe der Ameri-
kanischen Aspen liegt bei 24 mm (Tabelle 5, Abbildung 2).
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Tabelle 6

Paarweise Mittelwertdifferenzen der mittleren Eindringtiefe der gemeinsamen Priifglieder der drei Versuchsflachen,
signifikante Unterschiede (a < 0,05) gelb hervorgehoben

C. Heimpold, K. Heimpold, V. Schneck, R. Télle, M. Liesebach - Landbauforsch - Appl Agric Forestry Res - 1/2 2018 (68)83-92

PG
1 16 21 28 2 3 4 5 6 7 8 13 20 22 9 10 12
1 14 1,0 3,1 2,7 0,8 29 0,1 1,2 -0,4 -0,6 11 -3,0 13 -0,9 2,2 04
16 -0,4 1.7 1.3 -0,6 15 =13 -0,2 -1,8 -2,0 -0,3 -4,4 -0,1 -2,3 0,8 -1,0
21 2,0 1.7 -0,2 19 -0,9 0,2 -1,4 -1,6 0,1 -4,1 0,2 -1,9 1,2 -0,6
28 -0,3 -2,2 -0,2 -29 -1,8 -3,5 -3,7 -2,0 -6,1 -1,8 -39 -0,8 -2,7
2 =19 0,2 -2,6 =15 =31 -34 -1,6 -5,8 =S -3,6 -0,5 -24
3 2,1 -0,7 0,4 -1,3 -1,5 0,2 -39 04 -1,7 14 -0,5
4 -2,8 gt/ -3,3 -3,5 -1,8 -5,9 -1,6 -3,8 -0,7 -2,5
5 1,1 -0,6 -0,8 0,9 -3,2 11 -1,0 2,1 0,2
e 6 -1,6 -1,8 -0,1 -4,2 0,0 -2,1 1,0 -0,8
7 -0,2 1.5 -2,6 1,7 -0,5 2,7 0,38
8 1,7 -2,4 19 -0,3 29 1,0
13 -4,1 0,2 -2,0 1,2 -0,7
20 4,3 2,2 53 34
22 -2,1 1,0 -0,9
9 3,1 13
10 =1
12

Die drei Priifglieder mit der hochsten mittleren Eindringtiefe
sind allesamt Hybridaspen. Die hochste mittlere Eindringtie-
fe hat das PG 20 (L 4 X T 44-60) mit 28 mm, gefolgt von PG 9
(T5-61 xW 52) und PG 8 (W 1 X T 46-60) mit jeweils 26 mm.
Auch die statistische Auswertung bestatigt die Ergebnisse,
mit Ausnahme von PG 9 (T 5-61 x W 52) ist die mittlere

Eindringtiefe von PG 20 (L 4 x T 44-60) im Vergleich zu allen
anderen Prifgliedern signifikant groBer (Tabelle 6). Die
geringste mittlere Eindringtiefe hat PG 28 (Kontrolle) mit
22 mm.

Uber alle drei Flichen und die drei Arten gibt es einen
schwachen Zusammenhang zwischen BHD und Pilodyn-

35
L 2
30
z A
£
o A A A Ao
3 L X J L 2 A A 2 _
£ 2 ® A on . SRR 2 2R 2
:q—E _‘_ _A ______ A — ‘ HA
g -0 3% = A -
E A A | |
i AARm | y =0,0867x + 18,141
20 A | R =0,0949
o
15 T T T
50 60 70 80 90
BHD [mm]
Abbildung 3

Zusammenhang zwischen BHD und Pilodyn-Wert (Flachen: Raute = Trenthorst, Quadrat = Altlandsberg,
Dreieck = Thammenhain; Art: griin = Europdische Aspe, blau = Hybridaspe; rot = Amerikanische Aspe)
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Tabelle 7

Zusammenhang zwischen dem BHD und der Pilodyn-Ein-
dringtiefe (Pearson’s Korrelationskoeffizient, ns = nicht signi-
fikant a < 0,05) fuir Flachen und Artgruppen

Pearson’s Korrelationskoeffizient

Trenthorst 0,0859 ns
% Altlandsberg 0,4269 ns
T Thammenhain 0,4201 ns
g Europdische Aspe 0,3277 ns
g Hybridaspe 0,2844 ns
E Amerikanische Aspe 0,0489 ns

Wert (Abbildung 3). Auch bei getrennter Betrachtung der
Flachen bzw. Arten (Tabelle 7) zeigt sich ein nur schwacher
und nicht signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Durchmesser und der Eindringtiefe.

Auch innerhalb der Priifglieder einer Versuchsfliche
ergab die Untersuchung der Beziehung zwischen den Merk-
malen BHD und mittlere Eindringtiefe nur in drei Fallen einen
statistisch gesicherten Zusammenhang. In allen anderen
Féllen war die Eindringtiefe nicht durchmesserabhangig.

4 Diskussion

In der untersuchten Versuchsserie bestatigen sich die Aussa-
gen von Joachim (1991), Wettstein-Westerheim (1933),
Melchior (1985), Wihlisch (2006) sowie Schneck und Liese-
bach (2015), dass die Hybridaspen oft wiichsiger sind als rei-
ne Aspen. So belegen bei der Bildung einer absteigend nach
BHD sortierten Rangordnung die ersten 10 Range der 17 aus-
gewerteten Priifglieder ausschlieB8lich Hybridaspen. Joachim
(1991) begriindet das bessere Wachstum der Hybridaspen
unter anderem mit einer um bis zu 6 Wochen verlangerten
Wuchsperiode durch einen friiheren Austrieb und einen spa-
teren Laubfall im Vergleich zu reinen Europdischen Aspen
sowie dem Heterosiseffekt.

Die mittlere Eindringtiefe und die Rohdichte stehen in
einem umgekehrt proportionalen Zusammenhang. Proceq
(2003) nennt fir das Pilodynverfahren einen an Kiefern-

Tabelle 8
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klonen ermittelten Korrelationskoeffizienten von r = -0,96.
Cown (1978) gibt flir das Pilodynverfahren fiir seine Untersu-
chungen an Pinus radiata D.Don. einen Korrelationskoeffizi-
enten von r = -0,86 an. Im Rahmen einer Pilotstudie von
Heimpold (2018, unverdéffentlicht) auf der Flache AS 10/2
(Thammenhain) konnte ein Korrelationskoeffizient von
r =-0,93 ermittelt werden.

Das Pilodynverfahren als etablierte Methode zur Bestim-
mung der Holzdichte am lebenden Stamm hat zahlreiche
Vor- und Nachteile. Hansen (2002) beschreibt in seiner Verof-
fentlichung die Vor- und Nachteile des Pilodynverfahrens
(Tabelle 8).

Laut Mohrdiek (1979) und Bonnemann (1979) liegen die
Rohdichten der Hybridaspen im Mittel hoher als die der rei-
nen Aspen. Dieser Sachverhalt lief3 sich mit unseren Untersu-
chungsergebnissen nicht bestatigen. Im Mittel betrug die
Eindringtiefe bei den Europdischen Aspen 23 mm, bei den
Hybridaspen 24 mm und bei den Amerikanischen Aspen
25 mm. Die Differenzen lassen sich statistisch nicht sichern.

Die auf den Flachen Altlandsberg und Trenthorst durch-
gefuhrte Durchforstung hatte einen positiven Einfluss auf
den Durchmesserzuwachs des verbleibenden Bestandes.
Inwiefern sich dieser Mehrzuwachs auf eine verringerte Roh-
dichte ausgewirkt hat, konnte im Rahmen der vorliegenden
Arbeit nicht quantifiziert werden.

Hansen (2002) fuhrt an, dass die Richtung der ersten
Messung zuféllig erfolgen soll, um systematische Einfliisse
des Zugholzes, beispielsweise aufgrund der Hauptwindrich-
tung, zu verhindern. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgén-
gig aus stdlicher und 6stlicher Richtung durchgefiihrten
Messungen kdnnten somit zu einer Verzerrung gefiihrt
haben.

Die Verletzung des Stammes durch die Priifnadel des
Pilodyn 6J Forest ist dabei so gering, dass das Verfahren als
zerstorungsfrei gilt (Gorlacher, 1987; Proceq, 2003). Dies ist
besonders von Vorteil, da es sich um Untersuchungen auf
Versuchsflichen handelt, die ihren Versuchszweck noch
nicht erfillt haben und weiter beobachtet werden sollen.

Das Pilodynverfahren stellt ein geeignetes Verfahren zur
kostenglinstigen Beurteilung der Rohdichte von Aspen und
Hybridaspen dar. Auch ohne Umrechnung in die Rohdichte
[g/cm’®] erméglicht es die Bildung von Rangfolgen unter den
einzelnen Prifgliedern. Das Pilodynverfahren stellt eine

Vor- und Nachteile des Pilodynverfahrens (verdndert nach Hansen, 2002)

Vorteile Nachteile

«+ gute Korrelation (oft 0,8-0,9) zwischen Rohdichte und Eindringtiefe bei
Betrachtung von Familien

« zerstorungsfreies Verfahren

« zeit- und kostensparend

+ keine Temperatur- und tageszeitlichen Unterschiede in der Messung

+ misst nur die duBeren Jahrringe (bis max. 40° mm)

+ nicht bei Frost anwendbar

+ Korrelation auf Einzelbaumebene geringer = sicheres Werkzeug zur

Auswahl von Familien, weniger von Einzelbdumen mit bestimmten
Dichteeigenschaften

+ Unterschiede in der Eindringtiefe im Jahresverlauf

+ beidickborkigen Bédumen Entfernung der Rinde erforderlich
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Méglichkeit dar, verwendungsrelevante holzphysikalische
Parameter am stehenden Stamm zu bestimmen und als
zusatzliche Informationsquelle bei der Selektion von Plus-
baumen flr zukinftige Ziichtungsschritte zu nutzen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Pilodyn-
wert als eng mit der Rohdichte korrelierendes Maf3 verwen-
det. Eine direkte Aussage zur Rohdichte kann aber nicht
getroffen werden. Weiterfiihrende Untersuchungen sind
deshalb erforderlich.
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Variable genotypes at the cpDNA marker locus

trnDT in spontaneous rejuvenation of the species
complex around the European black poplar (Popu-
lus nigra L.) and its relatives collected in Germany

Matthias Meyer*, Melanie Zacharias* **, Kristin Morgenstern*, Doris Krabel* and

Heike Liesebach***

Abstract

Young poplars of the Aigeiros-Tacamahca-complex in sponta-
neous rejuvenation in Germany that grew along shores, main-
ly in gravel mines, were sampled and cultivated ex situ. The leaf
phenotype was assessed. The cpDNA marker locus trnDT was
investigated which is suitable for the genetic assignment of
the chloroplast DNA to a poplar species. The results of Heinze
(1998), who investigated the locus trnDT in poplars, were cho-
sen as a reference to account for potential methodological dif-
ferences between the present fragment length analysis results
and that obtained with classic gel electrophoresis.

The assignment of each individual to a leaf phenotype
category allowed a basic differentiation of P-nigra- or P-del-
toides-like and other leaf shapes. At the cpDNA marker locus
trnDT, fragment lengths referring to the two variants
described by Heinze (1998) or referring to at least one more
variant were found. The third genotype is of intermediate
length between the two that were described by Heinze
(1998) and, very likely, the related fragments (approx. 1,065
base pairs = bp long) are specific for balsam poplar species.
Quantitatively, the P-nigra-related genotype was the most
important in the present collection. It is shown that pheno-
typically Aigeiros-like rejuvenation does predominantly, but
not in all individuals, carried the related trnDT marker frag-
ments specific for P. nigra.

The seed cloud of the Aigeiros-Tacamahaca-complex
resulting in the present rejuvenation sample trees was pre-
dominantly based on diaspores of P. nigra or of intra-specific
Aigeiros-hybrids. However, the section Tacamahaca has con-
tributed to the seed cloud. The results suggest that there
must be significant gene flow from alien or hybrid poplars in
Germany. Further genetic investigations with microsatellite
markers are carried out in the present poplar collective for
more detailed quantification of the taxonomic composition.

Keywords: Genetic introgression, spontaneous hybridization,
short rotation coppice, invasive species

Zusammenfassung

Unterschiedliche Genotypen am cpDNA
Genort trnDT in spontan aufgelaufener
Verjiingung des Artkomplexes um die
Europadische Schwarz-Pappel und deren
Verwandte in Deutschland

Pappeln (Artkomplex um P. nigra) aus spontan aufgelaufener
Verjiingung in Deutschland wurden beprobt und ex situ kul-
tiviert. Der Blattform-Phdnotyp wurde erfasst. Der cpDNA-
Marker-Genort trnDT wurde analysiert, der fur die genetische
Zuordnung der cpDNA zu einer Pappelart geeignet ist. Die
Analyse-Ergebnisse von Heinze (1998) am Genort trnDT in
Pappeln wurden als Referenz genutzt, um bei der Interpreta-
tion der Fragmentldngen-Ergebnisse mdgliche methodisch
bedingte Fragmentlangenunterschiede zur klassischen Gel-
elektrophorese zu beachten.

Es erfolgte mit Hilfe des Blattform-Phanotyps eine grobe
Unterscheidung von P-nigra- bzw. P-deltoides-artigen Pap-
peln sowie Arten mit anderen Blattformen. Am cpDNA Genort
trnDT wurden Fragmentlangen verzeichnet, die 2 von Heinze
(1998) beschriebenen Varianten oder einem 3. Genotyp zuzu-
ordnen waren. Dieser 3. Genotyp weist eine zu den 2 anderen
intermedidre Fragmentldnge auf. Vermutlich sind diese ca.
1.065 bp langen Fragmente den Balsam-Pappeln zuzuordnen.
Das P-nigra-spezifische Fragment kam am haufigsten vor. Die
phéanotypisch Aigeiros-artige Verjlingung trug vorwiegend ein
P-nigra-spezifisches Markerfragment am Genort trnDT.

Die Samenwolke, die die Verjiingung hervorbrachte, basierte
vorwiegend auf Diasporen der Art P, nigra oder intra-spezifischen
Hybriden. Daneben hat die Sekt. Tacamahaca zur Samenwolke bei-
getragen. Die Ergebnisse legen einen von nicht-heimischen Pap-
peln oder Hybriden ausgehenden Genfluss in Deutschland nahe.

Schliisselworter: Genetische Introgression, spontane Hybridi-
sierung, Kurzumtriebsplantage, invasive Art
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1 Introduction

Poplar species (Populus spp.) comprise some of the fastest
growing tree species of the northern hemisphere, some of
which are able to form hybrid swarms among native stands
and with cultivated (hybrid) forest stands, shelter belts, alleys
or ornamentals. Even species of two different taxonomic
poplar sections, the black and the balsam poplars (Populus
spp. sections Aigeiros Duby and Tacamahaca Spach), are able
to hybridize interspecifically under certain natural condi-
tions. Due to the hybrid vigor, the inter-specific F1 hybrid off-
spring frequently shows extraordinary fast growth and par-
tially also superior yield. For at least 100 years, the inter- and
intra-sectional compatibility was utilized for hybridization
breeding followed by clonal propagation of elite clones
(Henry, 1914; Houtzagers, 1937; Schreiner and Stout, 1934).
There are hundreds of selected clones for both ornamental
use and forest or, respectively, agricultural wood production.
But only some of them have become very widespread and
are now rather overrepresented genotypes in the diaspore
clouds.

The European black poplar Populus nigra L. is the only
species of the Aigeiros section native to Europe, Near East
and North Africa (Isebrands and Richardson, 2013). In Ger-
many, it is threatened due to the loss of its natural alluvial
habitats, especially of sand or gravel banks that allow for
the successful germination and seedling survival (Schmitt
et al., 1996) and due to genetic introgression of foreign
gene material. However, P. nigra has intensively been used
in many European states that possess big rivers on their ter-
ritories (van Dam and Bordacs, 2002), for hybridiza-
tion-breeding and for landscaping (e.g. selected forms like
the Lombardy poplar, P. nigra cv.'italica’). In addition, P. nigra
is a flagship wild species of the riparian ecosystems in flood-
plains and along shores of European rivers, like the Danube,
the Rhine or the Elbe in Germany (Franke et al., 1997;
Schmidt and Huber, 2010; Tréber and Wolf, 2015). Especially
in floodplain landscapes, hybrid poplar clones have been
cultivated (e.g. Bocker and Koltzenburg, 1996) for produc-
ing lightweight wood for several historical or rather mod-
ern uses, mainly for veneer production, fruit and cheese
packaging, pulp and paper, wood composites, matches or
carved shoes, matrices and vats. Some European regions,
e.g. at the Upper and at the Lower Rhine, partially gather
their specific landscape character from monumental poplar
rows. During the last 40 years, short rotation tree cropping
with poplars has become a major research focus, either for
developing wood-based bio-energy supply chains or for
establishing bio-based value chains in European bio-econ-
omy.

In particular the riparian regions where both the native
black poplars and the hybrid clone plantations grow neigh-
bored, the ability of P. nigra to spontaneously hybridize bears
the risk for genetic introgression into the native P. nigra
genepool. In the worst case, this genepool can become total-
ly altered by the gene flow from non-native or hybrid individ-
uals. Therefore, the legal framework for the use of non-native
or hybrid poplar trees in forests, short rotation coppices
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(SRQ), landscaping or shelterbelts, fosters the protection of
the native black poplar genepool.

The potential and the actual extent of genetic introgres-
sion into the European genepool of P. nigra are still debated
(Csencsics and Holderegger, 2016; van Dam and Bordacs,
2002). In Germany, recent investigations revealed that there
are still considerable numbers of old growth black poplar
trees in some regions but rather scarce rejuvenation (e.g.
Tautenhahn et al., 2007).

In the FastWOOD project, several partners had the objec-
tive to select individuals from native stands and rejuvena-
tion. For the present work, it was initially intended to collect
and cultivate wild growing hybrid or potentially native juve-
nile individuals for future crossbreeding. Later, genetic inves-
tigations were carried out in the collection to assess how
important the alien diaspores have been for the origination
of the sampled wild rejuvenation. Based on a microsatellite
approach (Liesebach et al., 2010a; Liesebach et al., 2010b;
Rathmacher et al.,, 2009; Wypukol et al., 2008), collected indi-
viduals had to be identified which had originated from unin-
tentionally released propagation material of yet existing cul-
tivars that had to be excluded from the new collection.

For the present work, the DNA (cpDNA) marker trnDT was
used. It allows the distinction between cpDNA of the two
black poplar species P. nigra and P. deltoides (Heinze, 1998).
Within in the present poplar collection, the leaf phenotype
was recorded. For the present collection, it was the objective
to assess how frequent individuals that exhibit a P-nigra-like
leaf phenotype do not carry the P-nigra-specific trnDT mark-
er fragment.

2 Material and Methods
2.1 Sampling rejuvenation, ex situ cultivation
and leaf phenotype

In Germany, sites which are suitable for poplar seed germina-
tion and subsequent rejuvenation establishment are scarce
(Schmitt et al., 1996; Tautenhahn et al., 2007), and they often
belong to conservation areas in near-natural floodplains. As
the initial objective of the present work was scion sampling
for ex situ cultivation, which can result in severe impact on
smaller sampled poplar seedlings, we had to avoid conserva-
tion areas. Therefore, poplar rejuvenation, apparently
belonging to the sections Aigeiros or Tacamahaca, was sam-
pled only on anthropogenic wetland biotopes like in actively
working gravel mines. Using publicly available google satel-
lite images, open mineral soil areas that comprise shore lines
with water bodies were identified in five German federal
states (14 sampling sites, Figure 1, Table 1). After contacting
the land owners, sampling was carried out in the late winter
or early spring seasons between 2008 and 2015. Mainly, reju-
venation which had survived the seedling stage was found
along the shores of artificial lakes or, only partially, in river
bank reinforcements. A visual assessment of the site and of
the individuals growing in succession stands of poplars and
willows was carried out to avoid sampling of root suckers
growing of unintentionally transplanted roots. No rubble
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Sampling sites, given with abbreviations as explained in Table 1. Map file originally published by NordNordWest, download
from <https://commons. wikimedia.org> (under the license described at <https://creativecommons.org/ licenses /by-

sa/3.0/deed.en>), image was modified.

fields or other ruderal sites bearing the risk for anthropogen-
ic root deposition were sampled. If possible, some young
trees were torn out to check whether the root system origi-
nated from displaced roots or branches. Such rejuvenation
was not sampled. Only individuals that (most likely) originat-
ed from seed disposal and germination were collected. The
height of sampled individuals was between approximately
0.5 m and several meters corresponding with the late seed-
ling or with the sapling stage, respectively. The spatial distri-
bution and number of young poplars was very variable with-
in and among the collection sites. Also, the collection sites
varied substantially in their area. Therefore, no equal sample
size per site and no equal sampling systematics were applied.
In case of more abundant rejuvenation, only dominant indi-
viduals were sampled that were spatially distributed over the
rejuvenation stand.

One top shoot per individual was cut off for cultivation ex
situ in the experimental garden at the Department of Forest
Sciences of the TU Dresden in Tharandt, Germany. Cuttings of

approximately 20 cm length were planted in QuickPot nurs-
ery trays (0.65 | pot volume, HerkuPlast Kubern GmbH). All
individuals were grown in a substrate mixture consisting of 2
parts by volume of sand and one part of the planting sub-
strate ED73 (Einheitserde Werkverband e.V.,, distributed by
Hermann Meyer KG). Older plants of the collection were cut
back once or twice after several years. During cultivation,
28 genotypes died back, and only 143 of the formerly collect-
ed 171 genotypes were sampled for the present genetic and
leaf analyses (Table 1).

In the summer 2016, leaves were visually assessed and
the shape of mature leaves of the genotypes was assigned to
leaf phenotype categories described in the taxonomic iden-
tification key of Roloff et al. (2014) (Table 2). Three to four ful-
ly developed, healthy and non-chlorotic leaves were sam-
pled per genotype from positions between 50 to 75% of
plant height, approximately. At that time, the shoots of the
potted plants in the genotype collection were in their 2" or
3 year of growth and approximately 0.5 to 1 m high. The
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Table 1
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Sampling sites, given with the federal state in Germany (BW Baden-Wirttemberg, BY Bavaria, BRB Brandenburg, NRW
North-Rhine Westphalia, SN Saxony), and with the closest river plain or stream plain that the site is closely situated to

Sampling site

Federal state Closest river or stream | collected

Municipality

Total no. No. of genotypes per cpDNA class

cpDNA | <900bp 1,000-1,100bp  >1,100 bp

sampled

dying

Breisach (Br) BW (Upper) Rhine 5 3 2 2
Tacherting (Ta) BY Alz 13 2 11 11
Trostberg (Tr) BY Alz 19 3 16 5 10 1
Muhlberg (MU) BRB Elbe 4 1 3 3
Frechen (Fr) NRW Erft 6 1 5 3 2
StraBfeld (St) NRW Erft 9 9 1 8
Kamp Lintfort (KL) NRW (Lower) Rhine 10 10 5 4 1
Rees (Re) NRW (Lower) Rhine 12 1 11 7 1 3
Rheinberg (Rh) NRW (Lower) Rhine 43 9 34 19 13 2
Pratzschwitz (Pr) SN Elbe, Wesenitz 9 1 8 1 4 3
Zeithain (Ze) SN Elbe 14 1 13 1 2
LauBig (La) SN Mulde 9 1 8 6 2
Kleinpdsna (KI) SN Parthe 9 1 8 5 3
Hirschfeld (Hi) SN Parthe 5 5 4 1

Total 171 28 143 80 46 17

Total numbers; i.e. the number of collected genotypes; the number of genotypes that died in cultivation; the number of successfully ex situ sampled geno-
types for the present analysis; as well as the number of genotypes assigned to cpDNA-genotype classes carrying the trnDT marker fragment with the estima-
ted length of approximately 865 bp (here < 900 bp, referring to P. nigra), or approximately 1,065 bp (1,000-1,100 bp, likely referring to the section Tacamahaca)
or approximately 1,135 bp (> 1,100 bp, referring to P. deltoides), Heinze (1998), see Figure 2.

plants were all equally suppressed in growth due to the small
pot volume.

2.2  DNA extraction, analysis of the coDNA
locus trnDT

The sampled leaves of each collected genotype were used for
DNA extraction. In addition, to provide reference cpDNA sam-
ples with known taxonomic identity, eight trees were sampled
in the Saxon State Arboretum (Tharandt Forest Botanic Garden
of the TU Dresden, Tharandt, Germany), or material was
received from the Northwest German Forest Research Institute
(NW-FVA, Hannoversch Miinden, Germany). Among the 8 ref-
erence genotypes were 4 Pnigra (2 from the arboretum, 1 from
the NW-FVA (NW9-487D, cv. ‘Rheinaue’) and 1 natural monu-
ment from Dresden, Germany), 2 P trichocarpa (cv.’Briihl 8, and
one from the arboretum), 1 P. maximowiczii and 1 P. deltoides
(both from the arboretum). All samples were frozen until fur-
ther laboratory processing. For one extraction sample, 100 mg
of healthy leaf material was weighed and milled for 3 min at
f = 30 Hz with a vibration mill, type MM200 (Retsch GmbH,
Haan, Germany). The DNeasy Plant Mini Kit was used and the
related handbook protocol of the manufacturer (QIAGEN
GmbH, Hilden, Germany) was followed. Extraction success
was tested on agarose gels (1.5% gel, (150 ml TBE solution
+2.25 g agarose); V. = 3.0 pl (2.0 pl of template DNA solu-
tion + 1.0 pl of 6X DNA Loading Dye, ThermoScientific); run
for 60 min at 120V in a midi electrophoresis unit; staining with

ethidium bromide). The PCR was carried out using the fprimer
trnD (ACC AATTGA ACT ACAATC CC) and the rprimer trnT (CTA
CCA CTG AGT TAA AAG GG) as described in Heinze (1998),
based on the work of Demesure et al. (1995). The fragment
length estimates given by Heinze (1998) are approximately
850 bp (P. nigra) and approximately 1,050 bp (P. deltoides). For
the present work, slightly different fragment length values
were expected, because a capillary unit was used for frag-
ment length estimation (described below) instead of classi-
cal gel electrophoresis which was used by Heinze (1998). This
cpDNA marker locus was chosen because it detects fragment
length polymorphisms between P. nigra and P. deltoides with
the PCR step only, without applying a subsequent restriction
enzyme digestion. The same simple and very effective meth-
od was successfully applied by Ziegenhagen et al. (2008) and
by Bialozyt et al. (2012). Another length polymorphism
between P. nigra and P. deltoides (psbA-matK) amounts to
6 bp only (Schroeder et al., 2017). Several SNPs to distinguish
P. nigra and P. deltoides are located within fragments of iden-
tical length (Schroeder et al., 2012) and need more laborato-
ry efforts.

The PCR was carried out with a C1000TM cycler (Bio-Rad
Laboratories GmbH, Munich, Germany) in 25 pul reaction vol-
ume (0.5 pl of template DNA solution (20 ng/pl) and 0.5 pl of
each primer solution were taken up in a master mix consist-
ing of 10.0 ul H20, 12.5 pl TopTaq Master Mix and 1.0 pl
MgCL2 solution, both Qiagen GmbH, Hilden, Germany). The
initial denaturation was carried out for 3.0 min at 94 °C,
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followed by 35 cycles of 30 sec denaturation at 94 °C, 30 sec
annealing at 57 °C, 60 sec of elongation at 72 °C, and fol-
lowed by a final elongation of 600 sec at 72 °C (final cooling
step at 10 °C). The success of the PCR was tested on agarose
gels (same gel and run conditions as described above for
extraction products, but 5 ul of PCR products were loaded).

The final fragment length estimation was carried out
with the parallel capillary electrophoresis instrument ‘Frag-
mentAnalyzer™ and the related software package PROSize
2.0 (Advanced Analytical Technologies GmbH, Heidelberg,
Germany). The dsDNA Reagent Kit, 35 bp — 5,000 bp, DNF915
was used (Advanced Analytical Technologies GmbH), and the
separation run time was 80 min. To assess the accuracy of this
technique, little information is available. One possible true
length of 961 bp for the trnD-trnT PCR fragment is given for
P. trichocarpa (clone Nisqually1, Tuskan et al. 2006, GenBank
Accession EF489041.1). The respective fragment length for a
P. nigra sample amounts to 819 bp (GenBank Accession
KX377117.1).For P.deltoides, comparable chloroplast sequence
data are not yet available. The mean deviation of the fragment
length estimations with the FragmentAnalyzer™ is approxi-
mately 5 % to 10 % (referring to approximately + 50 to
+ 100 bp ranging uncertainty for length estimates of 1,000 bp
long fragments) in the laboratory where the present investi-
gation was carried out (Figure 3).

2.3 Data processing and statistics

Data graphs were generated and statistical tests were per-
formed with SPSS Statistics for Windows version 25.0.0 (IBM,
Armonk, NY, USA). It was tested whether there are signifi-
cantly different fragment length (FL) estimates (FragmentAn-
alyzer™) for the trnDT amplicon across the subgroups which

Table 2
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exhibited different leaf phenotypes. Two subgroups of the
factor variable ‘leaf phenotype’ comprised only two individu-
als (oval, elliptic). These subgroups, in total 4 of 143 individu-
als, were excluded. Hence, five subgroups were considered
for testing quadrangular, triangular, triangular-oval (all
Aigeiros-like), ovate or ovate-lanceolate (both Tacamaha-
ca-like). The subgroups had unequal sample size (n=11to0 69,
Table 2, last column), and the assumptions of normality of FL
data within, and of homogeneity of FL variances among sub-
groups were clearly violated. Therefore, the FL difference was
tested pairwise across the leaf phenotype subgroups with
non-parametric MannWhitney Utests (o = 0.05).

3 Results

The genetic investigation of the collected 143 poplar individ-
uals at the cpDNA locus trnDT revealed three maxima in the
distribution of fragment length (FL) values which were esti-
mated for the amplicons by means of capillary electrophore-
sis (FragmentAnalyzerTM). The histogram (Figure 2) suggest-
ed the existence of three different FL classes at the locus
trnDT. This is at least one FL class more than described in the
work of Heinze (1998). The first FL class comprised all geno-
types with fragment length values shorter than 900 bp, the
second class all samples with values between 1,000 and
1,100 bp, and the third class all with values longer than
1,100 bp.The mean FL values per class were 865 bp (standard
error = 1.1), 1,065 bp (+ 2.4), and 1,135 bp (+ 3.0) (given as x
in Figure 2).

The reference genotypes which were sampled in the Saxon
State Arboretum had the analysis results shown in Figure 3.
The trnDT amplicons of the four P. nigra reference

Leaf phenotypes found in the ex situ cultivated poplar (Populus spp.) collection, separately counted in cpDNA-genotype
classes carrying the trnDT marker fragment with the estimated lengths of < 900 bp (assigned to P. nigra), 1,000-1,100 bp
(likely referring to the section Tacamahaca) or > 1,100 bp (assigned to P. deltoides)

Leaf phenotype

Number of individuals per coDNA-genotype class

<900 bp 1,000-1,100 bp > 1,100 bp
quadrangular? @ 10 - 1 1
v triangular® (2 1 1 2 14
x \
= K{E/
5 ,
3 triangular-oval® ({2 57 2 10 69
S \k::—)
< /S
oval ( B - 1 1 2
o/
ovate® 7 1 30 2 33
[ (9%
= =
S
S ovate-lanceolate® 4 1 10 1 12
5 £
£
S elliptic  /7} - 2 - 2
9 %
S s
Total 80 46 17 143

b Subgroups a and b leaf phenotypes have significantly different fragment length estimates at the cpDNA marker locus trnDT (p-values in Table 3,
subgroups oval and elliptic were not included in testing due to minor sub-sample size).
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Heinze (1998):
= 1,050 bp P. deltoides
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Dashed lines represent the arithmetic means for the three FL classes which were defined on the basis of the histogram: < 900 bp, 1,000 -1,100 bp, > 1,100 bp.
Two of the present measured FL classes correspond to the trnDT variants specific for P. nigra or for P. deltoides described by Heinze (1998).

Figure 2

Histogram showing the number of genotypes per class of the fragment length (FL) in base pairs [bp] which was obtained

with the FragmentAnalyzer™ (Advanced Analytical).

genotypes were estimated to be 873 or 882 bp long, that of
the P. deltoides reference genotype was 1,155 bp long, and
those of the three balsam poplars were 1,093 (P. maximowic-
zii), 1,074 or 1,098 bp long (P. trichocarpa), respectively. Both
estimates given by Heinze (1998), that for the trnDT fragment
specific for P. nigra and that specific for P. deltoides, were
shorter than the respective mean fragment length values for
the FL classes in the present work (850 bp vs. 865 bp for
P. nigra and 1,050 bp vs. 1,135 bp for P. deltoides).

Seven leaf phenotypes (following the classification sys-
tem of Roloff et al., 2014), were observed in the present pop-
lar collection: quadrangular, triangular, triangular-oval, oval,
ovate, ovate-lanceolate and elliptic leaf shapes (Table 2). 69
of the 143 investigated individuals carried triangular-ovate
leaves. Together with the triangular (n = 14) and the quad-
rangular (n = 11) phenotypes, these three long-petiole phe-
notypes are often taxonomically assigned to the black poplar
species P. nigra and P. deltoides (section Aigeiros). As it turned
out, the majority of these Aigeiros-like leaf phenotypes were
associated with the trnDT fragment length of approximately
865 bp (n =78) or, to a smaller extent, with the FL of 1,135 bp
(n = 13). Only three of the phenotypically Aigeiros-like

individuals were genotypes with the FL of approximately
1,065 bp. However, their FL estimates and their class assign-
ment may be false due to the measurement uncertainty
described in the Material and Methods chapter. One of the
three individuals had a FL estimate very close to the 1,100 bp
class boundary, and its trnDT variant possibly belongs rather
to P. deltoides.

The mean fragment length of 1,065 bp was, in turn, main-
ly associated with leaf phenotypes that are often taxonomi-
cally assigned to balsam poplar species (oval, ovate or elliptic
leaves with rather short petioles). The majority of the individ-
uals showing balsam-poplar-like (Tacamahaca-like) leaves
exhibited the ovate leaf phenotype. 30 of 33 individuals with
an ovate leaf phenotype as well as 10 of 12 individuals with
ovate-lanceolate leaves belonged to the genotypes with the
approximately 1,065 bp long fragment.

The Mann-Whitney U-tests, which were performed pair-
wise across the leaf phenotype subgroups to test for signif-
icant FL differences, were not significant between the three
Aigeiros-like leaf phenotypes and not between the two
major Tacamahaca-like leaf phenotypes (p-values in
Table 3). Instead, the FL difference was significant for all
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The graph (modified) was generated with the software package PROSize 2.0 for fragment lengths (FL, [bp base pairs]) that were obtained with the
capillary unit FragmentAnalyzer™ (both Advanced Analytical Technologies). Each lane refers to the cpDNA of one reference tree which belong to the
collections of the Saxon State Arboretum or the Northwest German Forest Research Institute (NW-FVA). Grey numbers indicate the length of internal
standard fragments added to each of the measured PCR products for the FragmentAnalyzer™ run.

Figure 3
Peak view of poplar (Populus spp.) PCR amplicons, cpDNA locus trnDT
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tested pairs of one Aigeiros-like and one Tacamahaca-like
leaf phenotype.

In total, 80 genotypes carrying the approximately 865 bp
long fragment (cpDNA assigned to P. nigra), 46 having a frag-
ment length of approximately 1,065 bp (i.e. coDNA assigned
to a balsam poplar species) and 17 genotypes with the
approximately 1,135 bp long fragment (cpDNA assigned to
P. deltoides) were found. At all 14 sampling sites, either the
trnDT genotype class carrying the approximately 865 bp long
fragments or that class having a fragment length of approxi-
mately 1,065 bp dominated over the respective other two
classes (Table 1). At no sampling site, the genotype class with
the approximately 1,135 bp long fragments (cpDNA assigned
to P. deltoides) was dominating. Only two sampling sites
(Breisach (n = 2) and Tacherting (n = 11)) did not reveal other
than the 865 bp genotypes.

Table 3

Significances (p-values) resulting from pairwise Mann-Whit-
ney U Tests for testing differences of fragment length esti-
mates (FragmentAnalyzer™) across subgroups of poplars
showing different leaf phenotypes (o = 0.05) (Table 2)
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pairwise
Mann-Whitney
quadrangular
triangular
triangular-oval

Quadrangular 0.467 0.413 <0.001 0.001
Triangular - 0.995 <0.001 0.003
Triangular-oval - - <0.001 0.001
Oval - - - 0.331

Ovate-lanceolate - = - _

4 Discussion

The present investigation focused on the genetic composi-
tion of spontaneously occurring natural rejuvenation of
black or balsam poplars or their intra- and inter-specific
hybrids (Populus spp., sections Aigeiros and Tacamahaca) on
anthropogenic wet sites in Germany. The cpDNA and the leaf
morphological investigations have, separately from each
other, revealed that there are rather large proportions of for-
eign gene material that have contributed to the establish-
ment of the sampled rejuvenation. However, the present col-
lection of genotypes does not congruently reflect the
proportion of foreign gene material in situ at the collection
sites. Furthermore, several collected genotypes were lost
during the ex situ cultivation. Hence, no exact quantification
of the genetic admixture or of the different species’ contribu-
tion at the collection sites can be done on the basis of the
present results.

The investigation of the cpDNA locus trnDT was subject to a
method-based uncertainty in fragment length (FL) measure-
ments. As the present method (FragmentAnalyzer™) had an
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accuracy of £ 5 % to £ 2%, the obtained FL values are only
estimates of the respective true FL which corresponds to
genotype class. As a consequence, the present capillary
gel-electrophoresis method and also the classic gel electro-
phoresis method used by Heinze (1998) are not able to allow
totally safe distinction between two fragments of almost
equal true lengths. Nonetheless, the three maxima in the
present stochastic distribution of the FL measurements
revealed, that there are at least three different classes in the
poplar collection at the locus trnDT (see histogram, Figure 2).

The FL estimates for the four P. nigra reference trees (873
or 882 bp) allowed the assignment of the first class of frag-
ment lengths (< 900 bp, mean approximately FL of 865 bp) to
the 850 bp variant which was described to be specific for
P. nigra (Heinze 1998). Due to the large length difference, the
FL class of the approximately 865 bp long fragments was well
separated from the two other FL classes (1,000-1,100 bp;
> 1,100 bp).

The marker fragment of the P. deltoides reference tree
had an estimated length of 1,155 bp. Therefore, the FL class
with approximately 1,135 bp long fragments was assigned to
the 1,050 bp variant which was described to be specific for
P. deltoides by Heinze (1998). The third FL class with the inter-
mediate FL of approximately 1,065 bp (1,000-1,100 bp) refers
to at least one additional genotype which was not described
by Heinze (1998). The existence of at least one other class is
supported by the present FL estimates for the reference trees
which belong to the two balsam poplar (section Tacamahaca)
species P. maximowiczii (1,093 bp) and P. trichocarpa (1,074 or
1,098 bp). Given the methodological measurement uncer-
tainty in addition to the within-species variability, it is not
possible to distinguish among the two balsam poplar spe-
cies. In addition, the approximate length of the balsam pop-
lar variants is relatively close to the fragment length of the
P. deltoides genotypes. Presumably, the ranges of FL estima-
tions of the balsam poplar and P. deltoides classes have over-
lapped. Hence, the present boundary between the present
two FL classes at 1,100 bp is inevitable somewhat arbitrary
and needs more efforts for determining correct FLs by
sequencing of reference samples. The number of reference
trees with assured taxonomic assignment needs to be
increased beyond the low number of reference trees in the
present work. In addition, chloroplast SNP markers (Schroeder
et al. 2017; Schroeder and Fladung, 2015) can be added to
achieve higher precision in the taxonomic assignment of the
female line in collected wild samples of Populus spp.

It must be noted that the present results do only allow
the identification of the species origin of the chloroplasts
which are only inherited by the female poplar parent to the
generatively produced offspring (White et al., 2007). Nothing
can be said about the specific genetic identity of the investi-
gated individuals. E.g., a female parent that inherits a trnDT
fragment of approximately 865 bp length is not necessarily a
pure P. nigra tree. For example, it can be a hybrid of the sec-
ond generation with P. deltoides, or with other species.

The present results for the locus trnDT suggest that not only
species or intra-specific hybrids of the section Aigeiros (e.g. all
P. x canadensis clones) but also the section Tacamahaca can
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currently have considerable impact on the diaspore cloud in
parts of Germany. This is also supported by literature. Balsam
poplar clones like P. trichocarpa cvs. ‘Muhle Larsen’ or ‘Fritzi
Pauley, P. maximowiczii X P. trichocarpa cv. ‘Androscoggin’
and other were cultivated mainly during the second half of
the 20" century (Grosscurth, 1983; Hoffmann et al., 1977;
Jestaedt ,1978; Joachim, 1957; van den Broeck et al., 2005;
Weisgerber, 1983). Now, balsam poplars or their hybrids can
be found as mature or old, flowering stands in German for-
ests, shelterbelts and urban groves.

Interestingly, 78 of the 94 individuals which exhibited
Aigeiros-like leaf phenotypes carried the P. nigra-specific
trnDT genotype (approximately 865 bp, Table 2). Only 13 car-
ried the P. deltoides variant. The remaining 3 individuals had
trnDT fragment lengths that were assigned to the cpDNA of
balsam poplars. However, this assignment can be false due to
the fragment length measurement uncertainties described
above.

The intra-specific hybrids of the two Aigeiros species
P. nigra and P. deltoides, P. x canadensis (syn. P. X euramericana),
were intensively used throughout Europe and the hybrids are
found in spontaneous rejuvenation (van Dam and Bordacs,
2002). For this intra-specific Aigeiros hybridization, P. deltoides
was chosen as the seed parent (¥) and P. nigra as the pollina-
tor (&) (Ziegenhagen et al., 2008). Likely, the present obser-
vation of the quantitatively superior copDNA marker geno-
type of P. nigra (Table 2) is due to the unilateral pollination
incompatibility of P. nigra against P. deltoides’ pollen or due to
a more general preference of all black poplar species for the
pollen of their own species (Rajora, 1989). However, it was
reported that the second generation hybrids or back-
cross-hybrids between P. nigra and P. deltoides seem to
reduce the incompatibility, and a stable genetic introgres-
sion into the P. nigra genepool has to be expected in natural-
ly reproducing sub-populations (Pospiskova and Sélkova,
2006; Ziegenhagen et al., 2008). The same effect should be
expected for the hybridization with balsam poplar species.

The genetic diversity of the European black poplar in
Germany is potentially also threatened by the anthropogenic
overrepresentation of a few P, nigra clone cultivars (e.g. Lom-
bardy poplar, Populus nigra cv. italica). But the investigation
of the cpDNA marker locus trnDT cannot provide information
about the contribution of over-represented genotypes to the
rejuvenation sample. Therefore, the present poplar collec-
tion will be subject to further investigations with microsatel-
lite markers that allow a more detailed assessment of the
genetic identity and of the extent of introgression.

To conclude, the genetic composition of German wild
poplar rejuvenation is subject to ongoing genetic introgres-
sion. It initiated rather long ago by the anthropogenic use of
introduced poplar species (of the sections Aigeiros and
Tacamahaca) and of their artificial hybrids.

For future conservation strategies and for practical impli-
cations, it has to be considered that many of the existing
mature hybrid poplar stands cannot simply be felled every-
where in Germany or Europe and that they will continue pro-
viding diaspores. Therefore, conservational cloning of valu-
able autochthonous P. nigra and planting them in the vicinity
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of other autochthonous individuals can be a strategy to
increase the contribution of autochthonous gene material to
the diaspore clouds of P. nigra and its relatives in the near
future.
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