INHALTSVERZEICHNIS

1 EINLEITUNG ...ccetiiiiceiiirieeessremssssremssssssnmssssesnmssssernmsssssennsssssennssssssnnssssnennssssssnnnnnns 1
1.1 Raps - wichtigste Ol-liefernde Pflanze Deutschlands ...........cccccocevrrererrerscseeeene. 1
1.2 Die Rapsschwirze — eine bedeutende Krankheit des Rapses ......cccccccvvcccvecernnennnn. 4
1.3 Resistenzmechanismen bei Pflanzen: Wirt-Parasit-Interaktionen............cccccceenn..... 6
14 Resistenzantworten auf Infektionen mit A. brassicae bzw. A. brassicicola ........... 10
1.5 Wildcruciferen als potentielle Resistenzdonoren.............cccoooommiiiiiiiccccicnnnnennnscens 13
1.6 Zielsetzung der Arbeit.........ccocceiiiiiiiinni e ————— 15
2 MATERIAL UND METHODEN ...ccuuuiiitmuuiiiremassrrnnssssrrennssssrnnnsssssnnsssssssnnssssrsnnssnsesnnses 17
21 StaMMIOSUNGEN......ooiieiii it e 17
2.2 Pflanzenmaterial............cooiiiiceiirrcre e e nnn 17
23 Allgemeine KulturbedinQungen ... 20
24 Pflanzenanzucht aus Saatgut...........ccccconiiiiminni s ———— 20
25 Kreuzungen und pflanzliche in vitro-Kultur ................cccmiriiiicccceee e 21
2.5.1 Inter- und intraspezifische KreUZUNGEN ...........c..oiiiiiiiiiiiiiiie e 21
2.5.2 Selbstungen/Knospenbestaubungen ..o 21
2.5.3 Pflanzenanzucht nach intraspezifischen Kreuzungen..............cccooiiiniiciee, 21
2.5.4 In-vitro-Kulturtechniken nach interspezifischen Kreuzungen ............ccccocoviiiiiinen, 22
2.5.4.1 Nahrmedien fir die pflanzliche in Vitro-KURUI................cccoooiiiiiii e 22
2.5.4.2 Ovarien- und Embryokultur (€mbry0 reSCUE) .............ceieeiieciiiiiie et 24
2.5.5 Erhaltung von in vitro-SprosskUIUIEN ...........c..ooiiiiiiiiii e 24
2.5.6 Transfer von in vitro-Kulturen in Erde...........occoiiiiiiiiiie e 24
2.5.7 Regeneration von Pflanzen aus Pflanzenteilen .............ccccoeeeiiiiiiii e, 25
2.5.8 SteckliNgSVErMENIUNG ... ...coiiiiiii e 25
2.6 Pathogenmaterial und Kultivierung von Alternaria Spp........c..cccourverrinnssnensinssenennns 25
2.6.1  Nahrmedien flr AIfernaria SPP. ......ccccureeiiee et e e e e e e e e e s s eaaraeeeaaee s 25
2.6.2 Verwendete Alternaria-1Solate ...............oooove oo 26
2.6.3 Herstellung von DauererdKUIUIEN. ............ooiiiiiiiiiii e 27
2.6.4 Herstellung vON TNOKUIUM ......cooiiiiie e e e e e e 27
2.6.4.1 Herstellung einer A. brassicicola-SpPOrenNSUSPENSION ........cueiiiiueieiiiiiieeeiieeeeriieeeesieeeeeeeeeeseeeeeas 27
2.6.4.2 Herstellung eines A. brassiCae-INOKUIUMS ..........cuuiiiiiiiiiiiiiie e 27
2.7 Priifung auf Resistenz gegen Alternaria Spp. ........ccccevuviermmnsssssemnnssssssnsss s, 28
2.7.1  Test an Blattscheiben (PLUMPER 1995) ...t 28
2.7.2 Testan derintakten Pflanze (Feuchtkammertest) .........ccccoooiiiiii e, 29
2.7.3 Resistenztest an SChOteN..... ..o 31
2.8 Morphologische Charakterisierung der Kreuzungs- und Riickkreuzungs-

NACAKOMMEN ... s 31
29 Bestimmung der Fertilitit von Kreuzungs- und Riickkreuzungsnachkommen .....32
P T B 1 E=T o =Y T T 32
2.10.1 DNA-Isolierung mittels CTAB (modifiziert nach ROGERS & BENDICH 1985) .................... 32
2.10.1.1 CTAB-Gesamt-DNA-Praparation ............cccooueiiiimiieeiit ettt 32

2.10.1.2 CTAB-MiNi-Praparation ..............uueiiiiiieiiiiiiiiee ettt e e e e e et e e e e e e e e s eabaaeeeeaeesennsseeeeaanns 33



2.10.2 DNA-Minipraparation (modifiziert nach EDWARDS ef al. 1991).......cccccevviiieiiiiiiieeeeienn, 33
211 Konzentrationsbestimmung von DNA-Proben..........ccoooiiiiiiniiciimnnceeenneeee 34
212 Polymerase Chain Reaction (PCR).......cccccimmminnimmminniinni s s 34
2.12.1 PCR mit Zufallsprimern (RAPD-PCR).......ccciiiiiiiiiiie it 34
2.12.2 PCR mit spezifischen Primern, SSR: ,touchdown“-Protokoll.............cccccceeeeiiiiiniiennenn.n. 35
200 o T € T=Y (=Y 1=1 1 1 o o] 4 ] 4 =T = SR 36
214 Cytologische Untersuchungen ..o 36
2.14.1 Klassische Chromosomenpraparationen (Mitosepraparate)..........cccccevcvieiiiiieeeeiniiennn. 36
2.14.1.1 WUrzelSpitZENPIrAPArate .........c.cooiiiiiiiiiiii ettt e e s s e e e e areeeas 36
2.14.1.2 GHffRIPIAPAIAtE ...cccc et e e e e e e e e e e e e s et r e e e e e e e e e aar e e e e e e e erbareaaeaaaans 37
2.14.1.3 Farben von Wurzelspitzen- und Griffelchromosomen ...........ccoceeiiiiiiii e 37
215 Genomische in situ-Hybridisierung (GISH) .........ccccrviimiiniinr e 38
2.15.1 Herstellen von Droplet-Praparaten.............ccooouiiiiiii i 38
2.15.2 Herstellung genomischer DNA-SONAEN ...........ooiiiiiiiiiiiiii e 38
2.15.3 Bestimmung der Markierungseffizienz ... 39
2.15.4 Fertigstellen der DNA-SONAEN .........ooiiiiiiiieiiiiiee et eeee e sneae e ennaee s 40
2.15.5 Denaturierung der ChromMOSOMEN .........ueiiiiiiiiiiiiee it e e e e e e e e e e e e e eeaaae s 40
2.15.6 Hybridisierung und Waschschritte.............oooiiiiiii e 40
0t £ T A = (=) 4 1T o SRS 41
O E T S T o] o1 (o] =Y o PRSPPI 41
3 ERGEBNISSE ....c.uiiiteeuieiteansarrrnmnssrreassssernmnsssernmsssssremsssssennsssssrnnsssnsennnsssssnnnssnrennns 43
3.1 Optimierung der Priifung auf Alternaria-Resistenz............cccoovveiicccicernnennsscccsnneenns 43
3.2 Putative Resistenzquellen............. . 44
3.3 Interspezifische Hybriden aus B. napus und verschiedenen putativen

ReSIiSteNZAONOreN .......cocciiiiiirrr e ——————— 45
3.3.1 Sinapis alba-Kreuzungsgruppe: asymmetrische somatische Hybriden aus

B. napus (+) S. alba und deren Rickkreuzungsnachkommen............ccccccvvviiiereiiinnnn. 47
3.3.1.1 Resistenzauspragung des Donorgenotyps S. alba cv. ,EMergo’...........ccccceeeiviiiiiiieeeeecciieeee e 47
3.3.1.2 Test auf Hybridcharakter der Sprossregenerate ...........cccoccueeeiiiiiiiiiiii e 47
3.3.1.3 Charakterisierung der ,F1'-Generation ..........c.cccooiiiiieiiiie e 49
3.3.1.4 Erstellung von Rickkreuzungs- und Selbstungsnachkommenschaften und Priifung auf

Alternaria-Resistenz in diesen Generationen .............oocuiiiiiiiiiiiiie e 50
3.3.1.5 Erstellung sexueller Hybriden aus B. napus und S. @lba.............cccociiiiiiiiiiniiii e 52
3.3.2 B. elongata-Kreuzungsgruppe: sexuelle Hybriden aus B. napus x B. elongata und

deren RUCkkreuzungsnachKOMMEN ............ooiiiiiiiiii e 53
3.3.2.1 Resistenzauspragung der Donorart B. elongata ssp. integrifolia..................cccccovuvieiieiicciinnenaeen. 53
3.3.2.2 Charakterisierung der F1-HybDIIde . ........c.ooiiiiii e 53
3.3.2.3 Erstellung der ersten Rickkreuzungsnachkommenschaft............ccocooiiiiiiiiiiii e 54
3.3.2.4 Erstellung der zweiten Riickkreuzungsnachkommenschaft ... 56
3.3.3 Diplotaxis tenuifolia-Kreuzungsgruppe: sexuelle Hybriden aus B. napus und

LD (=T o1 o - TS 58
3.3.3.1 Resistenzauspragung in der Donorart D. tenuUifoli@...............cc..ouieiieiiiiiieiiee e 58
3.3.3.2 Resistenzauspragung in den F4- bzw F>-Generationen der reziproken Kreuzung aus B. napus

UL Q o [ DI (=Y o 10 (o) = I AT N 58
3.3.4 Diplotaxis erucoides-Kreuzungsgruppe: sexuelle Hybriden aus B. napus und

D. erucoides und deren Rickkreuzungsnachkommen .............cccoiiiiiiiiniiicec e, 59
3.3.4.1 Charakterisierung der Donorart D. @rUCOIAES.............cceeeieeeiiieiiiee et e e e e 59



3.3.4.2 Kreuzung von B. napus mit der Donorart D. erucoides und Test auf Hybridcharakter der

putativen F1- NaChKOMMEN ...ttt e e e e e et e e e e e e nnraeeeas 64
3.3.4.3 Cytologische und morphologische Charakterisierung der F1.........coooiiiiiiiiiiiiie e 65
3.3.4.4 Resistenzauspragung in der Fi-Nachkommenschaft ............cccccooiiiiiiiicc e 68
3.3.4.5 Erstellung, Charakterisierung und Resistenzauspragung der ersten Rickkreuzungsnach-

KOMMENSCNAFT ... et e et re e 69
3.3.4.6 Erstellung, Charakterisierung und Resistenzauspragung der zweiten Riickkreuzungsnach-

(0] 0011411 EsTod s F= 3 USSR 74
3.3.4.7 Erstellung der ersten Selbstungsnachkommenschaft der BC1 (BC1S1) und Priifung auf

RESISTENZ ...ttt e e e ettt e e e e ettt e e e e e e e et e ee e e nraeeeeee s 78

3.3.4.8 Erstellung der zweiten Selbstungsnachkommenschaft der BC1 (BC1Sz) und Test auf Resistenz.79
3.3.4.9 Ruckkreuzung der ersten Selbstungsnachkommenschaft der BC4 (BC1S1xC) und Test auf

RESISIENZ ... et et e s 80
3.3.4.10 Erstellung der dritten Rickkreuzungsnachkommenschaft (BC3) und Resistenzauspragung in
IESEI GENEIALION ...ttt ettt ettt e et s e et b e 81

3.3.4.11 Erstellung der ersten Selbstungsnachkommenschaft der BC, (BC2S1) und Test auf Resistenz ...83
3.3.4.12 Vorlaufige Zusammenfassung und Vergleich der verschiedenen Generationen innerhalb der

D. erucoides-KreUZUNGSGIUDPDE ... cceiuttiiiitieee ettt e ettt ettt e ettt ebt e e bt e e e aa b et e e ebte e e s eaneeeeanbaeeenan 85
3.3.4.13 Aufspaltung der Resistenz in den zuletzt erstellten Generationen ............ccccooccceeviiiii e vcieenn. 86
3.3.4.14 Charakterisierung der resistenten Genotypen aus den zuletzt erstellten Generationen (BCs,

BC2S1, BC1S2 UNA BCISIXC) ittt ettt et e e et e et e e e bt e e e ente e e e ennes 86
34 Vergleich der Resistenzauspragungen bei den Nachkommen der

verschiedenen KreuzungSgruppen .......ccccceeriimnsiiissssisssss s issssss s s sssssss s sssssssees 920
3.5 SSR-MarkeranalySen........ccceveeiinnnrrminnsiri s ———— 91
3.5.1 Screening nach Resistenz-gekoppelten SSR-Markern anhand von BC,- und BC,S;-

L€ T=T 0101147/ o 1= o PRSP 91
3.5.2 Uberpriifung des SSR-Markers HMR 997 an ausgewéhlten BCs-, BC,S;-, BCS,-

UN BC1S1XC-GENOLYPEN ...ttt e e e e e e e e e e e e neeeeeeaaens 92
4 DISKUSSION....ccuuiiireenuierenmnsarrrnmnssrrrmssssersmnsssernmsssseremsssssrnnsssssrnnsssssennnssssennnssnrennns 96
4.1 Priifung auf Alternaria-Resistenz .............ccccovcemiiiiiiiccccseeerr e 97
4.1.1  Boniturin drei KIBSSEN ...t e e 99
4.2 Transfer von Alternaria-Resistenz durch interspezifische bzw. intergenerische

HybridiSIEruNg ... s 100
4.3 Putative Resistenzdonoren ... e 101
4.3.1 Auswahl der putativen Resistenzdonoren.............c..uuuveieiiiiiiiiiiae 101
4.3.2 Eignung der putativen Resistenzdonoren flir den Transfer der Resistenz .................. 105
4.4 Genomische in situ-Hybridisierung (GISH) als Methode zur Selektion

geeigneter Partner fiir das Kreuzungsprogramm...........cccccvviiinninnimnnnniessnnnees 107
4.5 Ubertragung auf den Raps und Auspriagung der Resistenz aus D. erucoides.... 108
451  Kreuzungseffizienz und Fertilitat ... 108
4.5.2 ReSIStENZAUSPIAGUNG. ... uueiiiiiiiiie ittt ee ettt e et e et e e ab et e e s asbee e e e sabeeeessneeeeeaaes 112
4.5.3 ChromoSOMENZANIEN .........coiiiiiiiie ittt e e et e e e st e e e enaeeeeesneeeeeens 112
4.6 Selektion resistenter Pflanzen mittels molekularer Marker ...........cccccvvieecerrncncen. 113
4.7 Die Modellpflanze Arabidopsis thaliana als alternativer Resistenzdonor............ 116
4.8 Ubertragbarkeit von Resistenzen, die auf R-Genen basieren ............cccceveeeeciiinnens 117
4.9 Voraussichtlicher Nutzen, Verwertbarkeit der Ergebnisse und Ausblick............ 119
5 ZUSAMMENFASSUNG.....ceeeeuuiereemnsrrenmnsrrrnnnsssresnnssrresnsssssennsssssesnsssssennsssssennnssrees 121

6 KURZFASSUNG/ABSTRACT ....cuuuuuuunnnnnnnnnsnnnssnnsnnnnsnnssnnsssnsssnsssnssnsssssssssnssssnssnnnnnes 123



7 LITERATURVERZEICHNIS.......cuuuuuuunnnnnnnnnnsnnssssnssnssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssnsssnes

ANHANG
DANKSAGUNG
LEBENSLAUF

WISSENSCHAFTLICHE VEROFFENTLICHUNGEN, VORTRAGE UND POSTERBEITRAGE
(CHRONOLOGISCH)




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


