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Zusammenfassung Die Anwendung gentechnischer Me-
thoden bei langlebigen Forstpflanzen ist fiir eine schnelle
und effiziente Entwicklung verbesserter Linien besonders
attraktiv. Da jedoch in heimischen Waldokosystemen eine
freie Kreuzbarkeit zwischen gentechnisch verinderten und
nicht gentechnisch verdnderten Bdumen angenommen
werden muss, ist eine Introgression der gentechnisch
tibertragenen Gene (Transgene) in den Genpool der ent-
sprechenden Arten zu erwarten (,,vertikaler Genfluss®).
Eine mogliche Strategie zur Verhinderung dieses vertika-
len Gentransfers ist die Induktion einer minnlichen und/
oder weiblichen Sterilitéit. Sicherheitsstudien bei transge-
nen Forstpflanzen leiden jedoch unter der Problematik von
langen Generationszeiten bei Bidumen. Beispielsweise
benotigen Pappeln sieben bis zehn Jahre fiir den Eintritt in
die generative Phase. Daher ist die Forderung der Bliih-
induktion bei transgenen Pappeln im Rahmen der Unter-
suchungen zur Sterilitdt sehr wichtig. Neben einem phy-
siologischen Ansatz wurden fiir die Erzeugung friihblii-
hender Pappellinien in einem gentechnischen Ansatz die
Gene Leafy (LFY) und MADS4 (,,Friihbliihgene*) getes-
tet. Friihe Bliitenbildung ist bei sechs bis acht Wochen
alten Leafy-transgenen Linien beobachtet worden. Fiir
35S::MADS4-transgene Pflanzen konnte bisher noch keine
Bliitenbildung festgestellt werden. Weibliche und minn-
liche Pappelklone wurden sowohl mit den Friihblithgenen
als auch mit Sterilitidtskonstrukten transformiert. Damit ist
es moglich, in einem gegebenen Zeitrahmen von zwei bis
drei Jahren die von transgenen Pappellinien gebildeten
Bliiten hinsichtlich Fertilitidt/Sterilitdt zu untersuchen.
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Towards transgenic early-flowering sterile aspen
to avoid a vertical gene transfer in forest ecosystems

Abstract The application of gene technology in long-
lived forest trees is very promising to produce genetically
improved lines. However, a free crossing can be expected
between genetically modified and non-modified trees;
thus, a gene flow of transgenes in the gene pool of the
species can be expected (‘“vertical gene transfer”). A
possible strategy to avoid vertical gene transfer is to in-
duce male and/or female sterility. Biosafety experiments
with trees, however, are hindered by very long generation
cycles. Poplars for example reach the generative phase
after 7-10 years. Therefore, stimulation of flowering is
very important for investigations on sterility. To induce
early flowering, both a physiological and a gene techno-
logical approach using the genes Leafy (LFY) and MADS4
was tested. Early flowering was observed in 6- to 8-week-
old Leafy-transgenic lines. For 35S::MADS4 transgenic
plants no flowering has been observed so far. Female and
male clones of poplar were transformed with genes lead-
ing to early flowering as well as with sterility constructs.
Using this approach the fertility/sterility of flowers pro-
duced from the transgenic poplar lines can be investigated
in a given time scale of 2-3 years.

Keywords Transgenic aspen - Forest ecosystem -
Vertical gene transfer - Sterility - Stimulating flowering

Einleitung

In der Forstpflanzenziichtung ist im Gegensatz zur land-
wirtschaftlichen Pflanzenziichtung aufgrund der langen
Nutzungs- und Reproduktionszeitraume von Bdumen so-
wie des groBen technischen Aufwands bei der Kreuzung
eine nennenswerte ziichterische Selektion hinsichtlich
forstwirtschaftlich bedeutender Merkmale nur in einem
sehr begrenzten Umfang moglich (Fladung 1998a). In-
sofern erscheint insbesondere bei langlebigen Bdumen
eine Anwendung bio- und gentechnischer sowie mole-
kularer Methoden sinnvoll (Fladung 1998b). Diese um-
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fassen sowohl die In-vitro-Vermehrung von ziichterisch
wertvollen Genotypen als auch die gentechnische Uber-
tragung von Genen sowie die markergestiitzte Selektion
von forstwirtschaftlich bedeutsamen Merkmalen auf mo-
lekularer Ebene. Die Erarbeitung der genannten Metho-
den bei Bdumen ist somit nicht nur aus ziichterischen
Griinden interessant, sondern auch fiir eine spitere An-
wendung in der Forstwirtschaft bedeutsam.

Bei Bidumen erscheint besonders die Anwendung gen-
technischer Methoden attraktiv, um neue Eigenschaften in
einem iiberschaubaren zeitlichen Rahmen zu etablieren
(Fladung 2000). Wichtige Ansatzpunkte gentechnischer
Arbeiten sind Verdnderungen des Lignin- und Zellulosege-
haltes (Chaffey et al. 2002, Campbell et al. 2003, Confa-
lonieri et al. 2003) und der Holzbildung (Griinwald et al.
2000), Etablierung einer Resistenz gegen Insektenfrafl
(Lida etal. 2003) sowie die Etablierung von Toleranzen ge-
gen abiotischen Stress wie Temperatur und Salzgehalt
(Fladung u. Ewald 2003). Mit den genannten gentechni-
schen Modifikationen konnen Verinderungen von Wuchs-
eigenschaften der Baume sowie von physikalischen und/
oder chemischen Eigenschaften des Baumproduktes, des
Holzes, erzielt werden. Bei Letzterem sind alle Anwen-
dungen von Werkstoffen auf Holzbasis sowie die von
Schnittholz betroffen.

Fiir heimische Waldoko- und Landschaftssysteme muss
eine freie Kreuzbarkeit zwischen gentechnisch verdnder-
ten und nicht gentechnisch verinderten Bidumen ange-
nommen werden. Daher ist eine Introgression der gen-
technisch iibertragenen Gene (Transgene) in den Genpool
der entsprechenden Arten zu erwarten (,,vertikaler Gen-
fluss*), wenn nicht Mafnahmen entwickelt werden, die
dieser freien Kreuzbarkeit entgegenwirken. Da bisher
keine konventionellen Strategien zur Erzeugung und
Einkreuzung natiirlicher Sterilitit in Baumen vorliegen, ist
eine mogliche Strategie zur Verhinderung dieses vertika-
len Genflusses die Etablierung einer gentechnisch ge-
stiitzten ménnlichen und/oder weiblichen Sterilitét.

Bdume erreichen aber in der Regel ein sehr hohes in-
dividuelles Alter und bliihen erst nach einer Reihe von
Jahren. Fiir ,,normale” Pappeln ist allgemein bekannt,
dass die Bliitenbildung erst nach sieben bis zehn Jahren
erfolgt. Dagegen wurden fiir 35S-rolC-transgene Pappeln
Bliitenbildung bereits nach drei bis vier Jahren beobachtet
(Fladung et al. 2003). Fiir die Analyse von sterilititsin-
duzierenden Konstrukten innerhalb eines gegebenen
Zeitrahmens ist es aber wiinschenswert, die vegetative
Phase der Pappeln weiter zu verkiirzen.

In diesem Beitrag sollen daher die folgenden Pro-
blemkreise behandelt werden:

1. Forderung der friihen Bliitenbildung bei Pappeln durch

a) Uberpriifung von physiologischen Ansitzen (mit
Hormonen bzw. Wachstumshemmern) und

b) genetische Transformation (mit den Konstrukten
35S::BpMADS4, 35S::Leafy),

2. Transformation von friihblithenden transgenen Aspen
und normal bliihenden Kontrollaspen mit sterilitédtin-
duzierenden Konstrukten,

3. Analyse der transgenen Linien mit Hilfe molekular-
biologischer Methoden (PCR und Southern Blots).

Material und Methoden

Pflanzenmaterial. Fiir die Untersuchungen zur Forderung
der Bliihfahigkeit sowie zur Transformation der Aspen
mit verschiedenen Konstrukten standen minnliche (W52
und T89) und weibliche Klone (Esch5, Braunall) der
Zitterpappel zur Verfiigung.

Forderung der friithen Bliitenbildung bei Pappeln. Zur
Forderung der Bliihfihigkeit der transgenen Pappeln
wurden ein physiologischer sowie ein gentechnischer
Ansatz getestet:

— Einfluss von Cytokininen auf die friihe Bliitenbildung
von Pappeln in-vitro
Drei bis vier Wochen alte Apikalsprosse aus in-vitro-
Pappeln (Populus tremula L. Klon Braunall) wurden
auf einem modifizierten McCown Woody Plant Me-
dium (WPM, McCown u. Lloyd 1981) mit Sacharose
4%, 0,8% Phyto-Agar (Duchefa) und verschiedenen
Cytokinin-Konzentrationen kultiviert (Tabelle 1). Die
Entwicklung der Pflanzen wurde 8—16 Wochen beob-
achtet.

— FEinfluss von Wachstumshemmern auf die friihe Blii-
tenbildung von Pappeln
In vitro vermehrte Pappeln (Populus tremula L. Klon
Braunall) wurden im Gewichshaus in 0,25 1 Tépfen
angezogen. Nach einem Jahr wurden die Pflanzen mit
verschiedenen Konzentrationen von Daminozide (Alar
85, Firma Certis) bzw. Paclobutrazol (Bonzi, Firma
Syngenta) behandelt (Tabelle 2). Die Pflanzen wurden
aleatorisch in die verschiedenen Behandlungsgruppen
aufgeteilt (10 Pflanzen/Behandlungsgruppe) und an-
schlieBend mit 40 ml Wachstumshemmerldsung ge-
gossen. Die Applikation der Wachstumshemmer er-
folgte im April 2003 und 2004.

— Gentechnischer Ansatz
Fiir die Induktion einer friihen Bliite wurden folgende
Genkonstrukte verwendet:

Tabelle 1 Zusammensetzung der in-vitro-Kulturmedien in Unter-
suchungen zum Einfluss verschiedener Cytokinine auf die Bliih-
fahigkeit von Pappeln

Kulturmedium Kinetin 6-Benzylaminopurin Kokosnussmilch
(uM] (uM] [%]
Ml 0 0 0
M2 1 - -
M3 2 - -
M4 4 - -
M5 8 - -
M6 10 - -
M7 - 1 -
M8 - 2 -
M9 - 5 -
MI10 - 10 —
MI11 - 20 -
MI2 - 30 —
M13 - 22 5
Mi14 - 5 5




Tabelle 2 Verwendung von Wachstumshemmern in Untersuchun-
gen zur Bliihfidhigkeit von Pappeln

Konzentrationen

0/0,2/0,5/0,7/1,0/2,0/3,0/4,0/5,0%
0/10/30/50/100/200 mg/1

Wachstumshemmer

Daminozide (Alar)
Paclobutrazol (Bonzi)

— 35S:BpMADS4 (Elo et al. 2001) und
— 35S::Leafy (Weigel u. Nilsson 1995).

Der jeweils in den Konstrukten verwendete konstitutiv
wirkende 35S-Promotor stammt aus dem Blumenkohl-
mosaikvirus. Das BpMADS4-Gen stammt aus Betula
pendula (Birke) und das Leafy-Gen aus Arabidopsis.

Gentechnische Uberfiihrung von Sterilitiitskonstrukten in
Zitterpappelklone. Die Transformation der Aspen erfolgte
iber das Agrobacterium-System (Fladung et al. 1997;
vorzugsweise mit Stimmen EHA105 und GV3850) und
verschiedenen Konstrukten (Tabelle 3, Debener, unver-
oft.). Die Uberfiihrung der putativ transgenen Linien aus
der Sterilkultur in das Gewichshaus wurde nach einem
etablierten Verfahren durchgefiihrt, in dem die Pflanzen
in sterile Erde tiberfiihrt werden und die Akklimatisation
der Pflanzen an atmosphirische Bedingungen in Klima-
kammern erfolgt.

Molekulare Methoden. Die molekularen Analysen er-
folgten mit Hilfe der PCR (Fladung et al. 1997). Aus den
bekannten Sequenzen der verwendeten Gene und/oder
Promotoren wurden Primer abgeleitet, die in PCR-Expe-
rimenten eingesetzt wurden. Optimale Annealing-Tem-
peraturen fiir die jeweiligen PCR-Reaktionen wurden in
einer Gradienten-PCR bestimmt. Die Ermittlung der Ko-
pienzahl der Transgene erfolgte mittels DIG-Southern-
Blot-Analysen (Fladung u. Ahuja 1995, Fladung et al.
1997, Fladung 1999).

Ergebnisse und Diskussion

Forderung der frithen Bliitenbildung bei Pappeln
Physiologischer Ansatz

Die Applikation von Cytokininen an in-vitro-Kulturen der

Zitterpappel (Klon Braunall) iliber einen Zeitraum von
20 Wochen haben bisher keinen bliihférdernden Einfluss
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gezeigt. Damit konnten die Ergebnisse aus Untersuchun-
gen an Bambus (Chambers et al. 1991, Nadgauda et al.
1997) fiir die Pappel nicht bestitigt werden.

Hinweise auf eine physiologische Stimulierung der
Bliihfdhigkeit bei der Pappel wurden nach Applikation
von Wachstumshemmern auf Pflanzen erhalten, die im
Gewichshaus kultiviert wurden (Li, pers. Mitteilung). Die
Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen von Da-
minozid bzw. Paclobutrazol erfolgte im Friihjahr 2003
und 2004. Eine erste Bonitur nach einem Jahr (Friihjahr
2004) hat noch keine Induktion der Bliihfahigkeit gezeigt.
Die Bonitur auf Bildung von Bliiten wird im Friihjahr
2005 fortgefiihrt.

Gentechnischer Ansatz

Das Genkonstrukt 35S::BpMADS4 wurde zum ersten Mal
in Pappeln {iberfiihrt. Das konstitutiv exprimierte
BpMADS4-Gen bewirkt eine Beschleunigung der Bliihfd-
higkeit bei Birke (Betula pendula; Elo et al. 2001). Die
ersten BpMADS4-transgenen Pappeln wurden Anfang
2002 erzeugt, ins Gewichshaus tiberfiihrt (Abb. 1) und
inzwischen mittels PCR und Southern Blot untersucht
(Tabelle 4, Abb. 2). Einige Exemplare werden seit Mitte
2002 im Klimakammern kultiviert. Eine bliihfordernde
Wirkung innerhalb des ersten Jahres, wie sie bei der Birke
beschrieben wurde, ist nicht gefunden worden. Allerdings
ist eine entwicklungsphysiologische Verinderung bei
35S::BpMADS4-transgenen Pappellinien beobachtet wor-
den. Die ins Gewichshaus iiberfiihrten BpMADS4-trans-
genen Pflanzen haben iiber die Wintermonate ihre Blitter
nicht vollstindig abgeworfen (Abb. 1). Es muss gepriift
werden, inwieweit diese Veridnderung mit der Expression
des BpMADS4-Gens korreliert.

35S::Leafy-transgene Linien wurden fiir die Pappel-
klone W52, T89, Esch5 und Braunall hergestellt. Die
Ubertragung von 35S::Leafy fiihrt sehr effektiv zur For-
derung der Bliihfihigkeit bei Pflanzen (Nilsson u. Weigel
1997). Transgene Pappeln, die mit Leafy (LFY)-Gen
transformiert wurden, bildeten bereits innerhalb des ersten
Jahres Bliiten (Weigel u. Nilsson 1995). Mehrere trans-
gene Linien wurden iiber PCR (Tabelle 5) sowie im
Southern Blot positiv getestet (Tabelle 5, Abb. 3). Eine
frithe Bliitenbildung ist bei den Klonen Esch5, W52 und
T89 im ersten Jahr beobachtet worden (Abb. 4).

Die auf T89-basierenden, 35S::Leafy-exprimierenden
und somit frithbliihenden Pappelklone waren unter Ge-
wichshausbedingungen fertil (Nilsson, personliche Mit-

Tabelle 3 Konstrukte fiir die

Herstellung frithblithender und Konstrukte Anwendung Markergen(e)
steriler Pappellinien 35S::Leafy Forderung der Bliihfihigkeit Npt 1
35S::MADS4 Forderung der Bliihfihigkeit Npt 11
35S::rolD Forderung der Bliihfahigkeit Npt 11
PTA29::Barnase Minnliche Sterilitit Npt II, Aph 111
PTA29::Vstl Minnliche Sterilitit Npt I und Aph 111

CIGPDHC::Barnase
CIGPDHC::Vst1
BpMADSI::Barnase

Minnliche Sterilitit
Minnliche Sterilitit
Minnliche und weibliche Sterilitit

Npt Il und Aph 111
Npt Il und Aph 111
Npt 11




Abb. 1 35S: BpMADS4-Pappeln im Gewichshaus, die ihre Blitter
wihrend der Herbst-Winterperiode nicht vollstindig abgeworfen
haben

Tabelle 4 Erzeugte 35S::BpMADS4-Pflanzen

Aspenklon Kanamycin-  Transgene Transgene Linien
resistente Linien Southern-getestet®
Linien PCR-getestet

Braunall @ 24 2 22

w52 3 19 19 6 (4)

? In Klammern: Anzahl der Linien mit nur einer Kopie des
Transgens

teilung). Die LFY-induzierte Reduzierung der Juvenilitit
sowie die Aufrechterhaltung der Fertilitit ist jedoch nach
Nilsson (personliche Mitteilung) pappelklonabhingig. Fiir
die anderen, verwendeten méinnlichen (W52) und weib-

Abb. 2 Southern-Blot-Analyse
von 35S::BpMADS4-Pflanzen.
Sonde 35S-Promotor, Verdau
fiir Kopienanzahl: Sal I. 20 pg
genomische DNA aus Blattma-
terial der angegebenen Pflanzen
wurden nach Restriktion mit
Sal I zur Ermittlung der Kopi-
enanzahl des Transgens im

DNA-Marker

Pappel-Kontrolle

Tabelle 5 Erzeugte 35S::Leafy-Pflanzen

Aspenklon Kanamycin- Transgene Transgene
resistente Linien Linien
Linien PCR-getestet Southern-

getestet”

Braunall ¢ 87 1 -

EschS ¢ 59 3 1P

w52 3 71 - 6 (3)°

T89 3 30 - 305"

? In Klammern: Anzahl der Linien mit nur eine Kopie des Trans-
gens; = in-vitro-bliihende Linien

lichen (Esch5, Braunal 1) Klone liegen bisher noch keine
Hinweise auf die Fertilitit der gebildeten Bliiten vor.

Erzeugung steriler Pappellinien
Erzeugung weiblich-steriler Pappellinien

Mehrere Transformationen mit weiblichen Pappelklonen
Esch5 und Braunall wurden mit den zur weiblichen
Sterilitit fiihrenden Konstrukten durchgefiihrt (Tabelle 6).
Die Kanamycin-resistenten Linien wurden bereits in
PCR- und Southern-Blot-Experimenten untersucht (nicht
gezeigt). BpMADSI::Barnase- und-transgene Pflanzen
sind seit 2002 im Gewéchshaus. Bisher hat noch keine
Pflanze Bliiten gebildet, so dass Untersuchungen zur
Fertilitdt der Pflanzen noch ausstehen.

Erzeugung mdnnlich-steriler Pappellinien

Die minnlichen Pappelklone W52 und T89 wurden mit
den zur ménnlichen Sterilitdt fiihrenden Konstrukten

Plasmide-DNA
Pappel 355::RolC
Transgen-Kontrolle
T35-1

T35-5

T35-6

T35-7

T35-8

T3741

T37-2

T37-3

T37-4

T37-5
DNA-Marker

Agarosegel aufgetrennt, geblot-
tet und mit Digoxigenin-mar-
kierter Sonde hybridisiert

0,5 Kb

r
.
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Abb. 3 Southern-Blot-Analyse . g
von 358S::Leafy-Pflanzen. Sonde ] e B
35S-Promotor, Verdau fiir Ko- 8 13 - &
pienanzahl: 20 pug genomische = 2 = 5 T & T T T oo N T © g © %
DNA aus Blattmaterial der an- g §6 8 3 3 3 83 B 5 b b b B B 3
gegebenen Pflanzen wurden Gk a WE E o e R e e
nach Restriktion mit Bam HI E _—y
zur Ermittlung des Transgens 23,1 Kb st
im Agarosegel aufgetrennt, ge- g'g ﬁg -
blottet und mit Digoxigenin- '
markierter Sonde hybridisiert 4,4 Kb -
2,3 Kb
2,0 Kb
L1
0,5 Kb
Tabflle}? Erzli:.ugung weiblich- A gpenklon Konstrukt Kanamycin- Transgene Transgene
stertler Pappellinien resistente Linien Linien
Linien PCR-getestet Southern-
getestet”
Braunall ¢ BpMADSI::Barnase 24 4 12 (9)
Esch5 ¢ BpMADSI::Barnase 4 2 -
# In Klammern: Anzahl der Linien mit nur eine Kopie des Transgens
;[.‘a}? elle Z Elr)zeugllllr} g mann- Aspenklon Konstrukt Kanamycin- Transgene Transgene
1ch-steriler Pappellmnien resistente Linien Linien Southern-
Linien PCR-getestet getestet
w52 3 PTA29::Barnase 19 4 3
PTA29::Vst] 10 4 2
CIGPDH-C::Barnase 7 3 2
CIGPDH-C:: Vst 45 9 1

Abb. 4 Weibliche Bliite bei einer 35S::Leafy-transgenen Pappelli-
nie (Klon Esch5) in der In-vitro-Kultur fiinf bis acht Wochen nach
der Transformation. Pfeil: Bliite

transformiert (Tabelle 7). Die Kanamycin-resistenten Li-
nien wurden bereits in PCR- und Southern-Blot-Experi-
menten untersucht (nicht gezeigt). Transgene Pflanzen
sind seit 2003 im Gewichshaus. Bisher hat noch keine
Pflanze Bliiten gebildet, so dass Untersuchungen zur
Fertilitdt der Pflanzen noch ausstehen.

Erzeugung friihbliithend-steriler Pappellinien
(doppeltransgene Linien)

Die Anwesenheit vom Gen Aph III (Hygromycin-Resis-
tenz) in den Konstrukten PTA29::Barnase, PTA29::Vstl,
CIGPDH-C::Barnase und CIGPDH-C::Vstl erméglicht
eine zweite Transformation von frithbliihenden Kanamy-
cin-resistenten 35S::BpMADS4- und 35S::Leafy-Linien
(Tabelle 8). Da jedoch die 35S::BpMADS4-transgenen
Pflanzen noch keine verfriihte Bliitenbildung gezeigt ha-
ben, wurden noch keine Transformationen mit einem zur
Sterilitit fiihrenden Konstrukt durchgefiihrt.

Von den 35S::Leafy-transgenen Pflanzen wurde die
frithblithende Linie T58-3 fiir die Erzeugung friihblii-
hender Linien ausgesucht. Diese Linie besitzt eine einzige
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Tabelle 8 Erzeugung friihblii-

4 > 35S::Leafy-Linie  Konstrukt Hygromycin- Transgene Transgene
heill(.ie.r macllnnhhcl}l:sten;er Patp- n re}sliggtentz Linier% Linier% Southern-
ng 1;5“;1:‘: L;lcrz_;'y-trefﬁlsl;eirerga ton Linien PCR-getestet getestet
Linie T58 T58 3 PTA29::Barnase 5 2 1

PTA29::Vstl 2 5 3
CIGPDH-C::Barnase 3 1 -
CIGPDH-C:: Vst 4 5 2

und vollstindige Kopie des Leafy-Gens und zeigte eine
sehr frequente Bliitenbildung wihrend der In-vitro-Kul-
tur. Die Pflanzen werden in vitro vermehrt, um sie fiir
weitere Transformationen und fiir zukiinftige Untersu-
chungen im Gewéchshaus verfiigbar zu haben. In Tabel-
le 8 sind die Ergebnisse der Transformationen dargestellt.
Es wurden nur doppeltransgene Linien beriicksichtigt, die
molekularbiologisch untersucht wurden.

Fazit

Die Transformation mit dem 35S::MADS4-Konstrukt oder
die Behandlung von Pappeln mit Hormonen bzw.
Wachstumshemmern haben bisher keine bliihférdernde
Wirkung gezeigt. Diese Pflanzern werden zukiinftig aber
weiter hinsichtlich ihrer Bliihfahigkeit tiberpriift. Bei 35S-
rolC-transgenen Pappeln ist eine Bliitenbildung bereits
nach drei bis vier Jahren festgestellt worden (Fladung et al.
2003). Die 35S-Leafy-transgenen Pappeln haben, wie auch
von Weigel und Nilsson (1995) beschrieben, bereits sehr
frithzeitig nach der Transformation gebliiht. Damit zeigen
sie die beste Bliihforderung im Unterschied zu den fiir die
35S-rolC-transgenen Pappellinien iiblichen drei bis vier
Jahren (Fladung et al. 2003) und den fiir ,,normale* Pap-
peln iiblichen mindestens acht Jahren. Damit ist es zum
ersten Mal moglich, in einem gegebenen Zeitrahmen von
zwei bis drei Jahren Aussagen iiber die Fertilitit/Sterilitit
der Bliiten zu machen, die von friithblithenden, sterilitéts-
konstrukttragenden Pappellinien gebildet werden.
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