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3 ERGEBNISSE

31 Optimierung der Priifung auf Alternaria-Resistenz

Bei allen Resistenztests wurde, wenn nicht anders erwahnt, standardmafRig eine
Konidiensuspension von Alternaria brassicicola, Isolat 62009 (BBA, im Folgenden
Standardisolat genannt) mit einer Sporendichte von 5 x 10° Sporen/ml eingesetzt. Zur
vorlaufigen Einschatzung der Resistenzauspragung von putativen Resistenzdonoren,
interspezifischen Hybriden mit dem Raps und deren Kreuzungs- bzw.
Selbstungsnachkommen diente der Blattscheibentest (PLUMPER 1995). Dieser untersucht
das Resistenzniveau an Blattsegmenten und stellte sich im Verlauf der Untersuchungen als
nicht ausreichend reproduzierbar dar, um zuverldssig Abstufungen in der
Resistenzauspragung in den verschiedenen Kreuzungsgruppen widerzuspiegeln. Es wurde
deshalb ein Resistenztest an Blattern entwickelt, der es erlaubt, die intakte Pflanze an
mehreren Stellen gleichzeitig hinsichtlich ihrer Reaktion auf das Pathogen zu untersuchen
(Feuchtkammertest). Es handelt sich hierbei um eine besonders invasive kinstliche
Infektion, die einerseits dem Pathogen optimale Bedingungen (Temperaturen um 25 °C bei
nahezu 100% Luftfeuchtigkeit, leichtes Eindringen in das pflanzliche Gewebe durch
Verletzungen der Kutikula, hoher Infektionsdruck) bietet, andererseits aber auch
gewahrleistet, dass der Wirt als intakter Organismus imstande bleibt,
Resistenzmechanismen zu aktivieren. Jede Pflanze wurde an drei Blattern an jeweils drei
Stellen inokuliert. Anhand der GréRe der so hervorgerufenen Lasionen konnten resistente
und anfallige Pflanzen eindeutig unterschieden werden. Ergebnisse aus dem
Feuchtkammertest zeigten aullerdem eine gute Reproduzierbarkeit. Der Feuchtkammertest
wurde deshalb im Verlauf der Arbeit als Standardtest eingefiihrt.

Die Ergebnisse aus Blattscheibentests und dem Feuchtkammertest korrelierten nur
schwach miteinander. Das Ausmal} der entwickelten Krankheitssymptome war in der Regel
im Blattscheibentest grofRer als im Feuchtkammertest.

Da im Rapsanbau vor allem der Befall von Schoten ertragsrelevant ist, wurden die
Ergebnisse aus dem Feuchtkammertest an abgetrennten Schoten in vitro Uberprift
(,Schotentest®). Dieser Test wurde zunachst an den Donorarten durchgefiihrt. Aufgrund der
Unterschiede in GroRe und Beschaffenheit der Schoten der verschiedenen Arten erwies
sich ein direkter Vergleich als schwierig, so dass dieser Test nur einer groben
Einschatzung der Resistenz diente. In der Regel stimmten die Ergebnisse des
Schotentests mit den Ergebnissen aus dem Feuchtkammertest (berein, wobei die
Krankheitssymptome an abgetrennten Schoten, ahnlich wie bei Blattscheiben, meist
starker als an der intakten Pflanze ausfielen. Abhangig von der Wuchshohe bei Fruchtreife
konnte die Schotenresistenz zusatzlich an der intakten Pflanze (invivo) in der
Feuchtkammer tberprift werden. Da die meisten Hybriden und deren Nachkommen keinen

oder nur geringen Schotenansatz nach Selbstung zeigten, konnte der Schotentest erst bei
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spateren Rickkreuzungsgenerationen an ausreichend fertilen Pflanzen angewendet
werden (Abschnitt 3.3.4.6).

3.2 Putative Resistenzquellen

Acht putative Resistenzdonoren aus der Tribus Brassiceae wurden mittels
Blattscheibentest und in der Feuchtkammer hinsichtlich ihrer Reaktion auf A. brassicicola
untersucht. Alle getesteten Arten erhielten im Blattscheibentest eine bessere Bonitur als die
anfallige Kontrolle Brassica napus cv. ,Ceres’ (Tab. 3.1). Auch im Feuchtkammertest
zeigten die untersuchten Genotypen signifikant kleinere Lasionsgroen als B. napus,
vollige Immunitadt gegen das Pathogen wurde bei Diplotaxis erucoides beobachtet. Die

Ergebnisse des Feuchtkammertests sind in den Abbildungen 3.1 und 3.2 dargestellt.

Tab. 3.1: Resistenzbonitur von Raps im Vergleich zu sieben putativen Resistenz-
donoren im Blattscheibentest (A = Akzession, S = anféllig, R = resistent, Bonitur-
stufen nach Tab. 2.6).

Art Bonitur
Brassica hapus S
Hirschfeldia incana S-R
Brassica maurorum (R)-R
Brassica oxyrrhina (R)-R
Brassica oxycam (R)-R
Diplotaxis tenuifolia Ajgien R
Brassica elongata ssp. integrifolia R
Sinapis alba cv. ,Emergo’ R
Diplotaxis erucoides A gien/Aipk RR/RR
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Putative Resistenzdonoren

Lasionsdurchmesser [cm]

Abb. 3.1: Ergebnisse aus dem Feuchtkammertest: Die Auswertung erfolgte nach sieben Tagen,
die Lasionsdurchmesser sind Mittelwerte aus jeweils 36 L&sionen, die Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung (A = Akzession). Die Unterschiede zwischen D. tenuifolia
A1 (= Apk) und D. tenuifolia A2 (= Angien) Sind signifikant (t-Test, o = 5 %).

Abb. 3.2: Blattsymptome der vier Arten mit den starksten Resistenzauspragungen im Vergleich
zu B. napus (von links nach rechts: B. napus cv. ,Ceres’, D. tenuifolia Ajngien, B. €longata ssp.
integrifolia, S. alba cv. ‘Emergo’, D. erucoides Angien). Die Verbraunungen bei D. erucoides sind
keine Krankheitssymptome, sondern durch die Verletzungen des Blattes bedingt.

3.3 Interspezifische Hybriden aus B. napus und verschiedenen putativen

Resistenzdonoren

Bei keiner der putativen Donorarten sind bisher die molekulare Basis und die Vererbung

der Resistenz bekannt. Unsicher war dariber hinaus, ob und wie die Resistenz durch
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interspezifische bzw. intergenerische Kreuzung stabil in das Rapsgenom Ubertragen
werden konnte. Auch ist der Erfolg von Rickkreuzungen nach der Originalkreuzung nicht
immer gegeben. Insbesondere die erste Rickkreuzung erweist sich oft als schwierig.
Deshalb wurden die vier Arten mit den starksten Resistenzauspragungen (Abb. 3.2) fir die
Herstellung von interspezifischen Hybriden mit dem Raps ausgewahlt und die
Kreuzungsansatze parallel verfolgt (Abb. 3.3).

Bei allen Kreuzungs- und Rickkreuzungskombinationen war die Anwendung von in vitro-
Kulturtechniken (embryo rescue) notwendig. Der optimale Zeitpunkt der Samenpraparation
lag spatestens drei Wochen, bei der D. erucoides-Gruppe 14 Tage nach der Bestaubung,
wenn die Samen noch hellgriin waren. Bei Praparationen zu einem spateren Zeitpunkt kam
es haufig zur Verbraunung und Autolyse der unreifen Samen oder zu frihzeitiger
Vergilbung der Schoten. In einigen Kreuzungskombinationen wurden Schoten gebildet, in
denen jedoch keine Samenanlagen vorhanden waren, in anderen Fallen wurden die
Schoten, sofern gebildet, in frihen Stadien (einige Tage nach der Befruchtung)
abgestoRen.

In allen vier Kreuzungsgruppen konnten mit Hilfe der in vitro-Technik Hybriden und
Rickkreuzungs- bzw. Selbstungsnachkommen erzeugt werden (Abb. 3.3).

Bei allen Kreuzungskombinationen waren die mitotischen Metaphase-Chromosomen der

jeweiligen Kreuzungspartner morphologisch nicht von denen des Rapses zu unterscheiden.

Asymmetrische somatische Hybriden

(Kapitel 3.3.1)

Sexuelle Hybriden (embryo rescue)

(Kapitel 3.3.2)

(Kapitel 3.3.3)

prok (Kapitel 3.3.4)

Abb. 3.3: Ubersicht tiber die vier parallel erstellten Kreuzungsgruppen (die Zahlen in Klammern
verweisen auf den jeweiligen Abschnitt im Text, angegeben ist auch die jeweils zuletzt erstellte
Generation).
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3.31 Sinapis alba-Kreuzungsgruppe: asymmetrische somatische Hybriden

aus B. napus (+) S. alba und deren Riickkreuzungsnachkommen
3.3.11 Resistenzauspragung des Donorgenotyps S. alba cv. ,Emergo’

Der putative Resistenzdonor S. alba cv. ,.Emergo’ zeigte sieben Tage nach Inokulation mit
A. brassicicola und anschlielender Inkubation in der Feuchtkammer eine durchschnittliche
Lasionsgrofie von 40,1 % verglichen mit der von B. napus cv. ,Ceres’ (die Lasionsgrofien
sind jeweils Mittelwerte aus 36 Lasionen). Dies entsprach den durchschnittlichen
Lasionsdurchmessern von 0,67 + 0,12 cm bei S. alba und 1,67 + 0,4 cm bei B. napus cv.
,Ceres’. In unterschiedlichen, unabhangigen Resistenztests wurde jedoch beobachtet, dass
die Resistenzauspragung innerhalb der Donorart sehr heterogen war. So konnten S. alba-
Einzelpflanzen derselben Akzession mit durchschnittlichen Lasionsdurchmessern
(Mittelwerte aus jeweils neun Lasionen) von 32 % bis hin zu 93 % der Lasionsgroflie von
der Referenzsorte B. napus cv. ,Ceres’ gemessen werden. Fir die Erstellung der
somatischen  Hybriden wurden Einzelpflanzen verwendet, die eine gute

Resistenzauspragung aufwiesen.

3.31.2 Test auf Hybridcharakter der Sprossregenerate

Zur Erstellung asymmetrischer somatischer Hybriden wurden Rapsprotoplasten (B. napus
cv. ,Ceres’, 2n = 38) mit mittels Rontgenstrahlung inaktivierten Protoplasten von S. alba cv.
,Emergo’ (2n =24) fusioniert (PLUMPER 1995). Die 65 Sprossregenerate aus den
entstandenen Kallussen wurden mittels RAPD-PCR mit dem Primer OPA-08 auf ihren
Hybridcharakter hin untersucht. Bei 59 Hybriden wurde eine prominente S. alba-spezifische
Bande bei ca. 1500 bp amplifiziert (Abb. 3.4). Bei fiinf Sprossregeneraten wurde diese
Bande nicht nachgewiesen, es wurde jedoch eine andere, weniger prominente, aber
ebenfalls S. alba-spezifische Bande von ca. 880 bp GroRe beobachtet. Ein
Sprossregenerat zeigte das Bandenmuster von B. napus cv. ,Ceres’ und konnte so als

putativ un- bzw. autofusionierter B. napus identifiziert werden (Abb. 3.5).
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Abb. 3.4: Gelelektrophoretisch aufgetrennte Amplifikationsprodukte aus einer PCR-Reaktion
mit dem Zufallsprimer OPA-08. Die Position der S. alba-spezifischen Bande (1500 bp) ist durch
einen Pfeil gekennzeichnet. (C = B. napus cv. ,Ceres’, Sa = S. alba cv. ,Emergo’, Mix =
somatische Hybride aus B. napus und S. alba, M = DNA-Marker 100 bp ladder plus).

Mix91.3 Mix96.2 Mix24.14 Mix35.16 M

Abb. 3.5: Amplifikations-
produkte aus einer PCR-
Reaktion mit dem Primer

OPA-08: Bei Mix 96.2 und € 1s000p
Mix 24.1-4 wurde die
S. alba-spezifische Bande
bei 1500 bp  nicht 44— ss0bp

amplifiziert, aber eine
andere, ebenfalls S. alba-
spezifische Bande bei ca.
880 bp. Mix 91.3 =zeigt
hingegen das B. napus-
spezifische Bandenmuster.
(Mix = somatische Hybride
aus B. napus und S. alba,
M = DNA-Marker 100 bp
ladder plus, Elterntypen
nicht gezeigt).
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3.3.1.3 Charakterisierung der ,F,’-Generation

Die Chromosomenzahlen in der ,F{-Generation (Originalhybriden) wurden mittels
klassischer Chromosomenpraparationen an Wurzelspitzen und/oder Griffeln ermittelt und
variierten zwischen 2n = 36 und 2n = 60.

Viele der Hybriden (20 Genotypen) hatten einen rapsahnlichen Habitus mit einer
Wuchshéhe im Feld von bis zu 1,80 m. Einige (14) Genotypen zeigten einen strauchartigen
Wuchs mit kleinen gesagten Blattern, andere (26) wiesen grol’e gesagte Blatter und einen
breiten Wuchs mit Neigung zum Lager bei Fruchtreife auf. Alle Hybriden waren
vernalisationsbedurftig und groftenteils selbstinkompatibel (Tab. 3.3). Sie konnten jedoch
in den meisten Fallen als weiblicher Elter fiir Riickkreuzungen mit dem Raps verwendet
werden.

Die somatischen Hybriden wurden hinsichtlich ihrer Reaktion auf A. brassicicola
untersucht: 39 Genotypen waren anfallig, neun intermediar resistent und drei zeigten eine
mit der von S. alba vergleichbare Resistenzauspragung (Tab. 3.3). Die durchschnittliche
LasionsgroRe des Genotyps mit der starksten Resistenzaupragung lag in dieser
Generation bei 37,5 % der LasionsgréRe von B. napus. Die Resistenz der drei oben
genannten Hybriden erwies sich jedoch als instabil, d. h. sie war in verschiedenen
Testwiederholungen unterschiedlich stark ausgepragt und/oder ging nach mehreren in
vitro-Subkulturen der Pflanzen verloren.

Die Genomzusammensetzungen einiger somatischer Hybriden wurden mittels
genomischer in situ-Hybridisierung untersucht (Hybridisierung mit genomischer S. alba-
DNA-Sonde, abgesattigt mit 50fachen Uberschuss an Raps-DNA). Es wurden zwischen 45
und 54 Chromosomen ermittelt, von denen jeweils mindestens neun aus der Donorart
stammten (Tab. 3.2).

Tab. 3.2: Genomzusammensetzungen ausgewahlter somatischer Hybriden aus
B. napus (+) S. alba (S-R = intermediar resistent, R = resistent).

Somatische Hybride Resistenzausprigung Chromosomensatz
Mix 2.1 SR (davon ?8-735;5;48. alba)
Mix 5.4 R (davon ?? :utgs. alba)
Mix 35-1.1 S-R (davon 1()2-q2::L?S S. alba)
Mix 91.4 S-R e

(davon 9-11 aus S. alba)
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3.314 Erstellung von Riickkreuzungs- und Selbstungsnachkommenschaften

und Priifung auf Alternaria-Resistenz in diesen Generationen

Die erste Riickkreuzungsgeneration wurde mittels embryo rescue erstellt, wobei B. napus
cv. ,Ceres’ (C) jeweils als Pollenspender und sowohl anfallige, resistente als auch
intermediar resistente somatische Hybriden als Mutterpflanzen dienten. Nicht alle Hybriden
lieRen sich rickkreuzen. Aus insgesamt 693 bestdubten Bliten wurden 452 BCi-
Genotypen generiert. Insgesamt sieben dieser Genotypen zeigten eine schwache
(Relativer Lasionsindex RL = 0,2) und instabile Resistenzauspragung (Tab. 3.3). Bei einem
der BC4-Genotypen (Mix 5.4 x C 59) wurden 2n = 38 + 1 Chromosomen beobachtet. Bei
mehreren anfalligen BC;-Genotypen aus derselben Rickkreuzungsnachkommenschaft

(Mix 5.4 [2n = 49] x C) wurden ebenfalls 38 Chromosomen ermittelt.

Die zweite Ruickkreuzung wurde ausschliellich mit den (instabil) resistenten BC;-
Genotypen als Mutterpflanzen durchgefiihrt: Insgesamt 69 Knospen wurden bestaubt und
196 BC,-Genotypen generiert. Der Einsatz von in vitro-Techniken war an dieser Stelle nicht
mehr notwendig, trotzdem wurde die embryo rescue-Methode angewandt, um zu
gewabhrleisten, dass jeder Genotyp als Klon in steriler Sprosskultur erhalten blieb. Innerhalb
der 196 BC,-Genotypen wurden keine Alternaria-resistenten Pflanzen mehr beobachtet
(Tab. 3.3).
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Tab. 3.3: Resistenzauspragung in den Generationen ,F,, BC; und BC, der S. alba (+)
B. napus-Hybriden (S| = Selbstinkompatibilitdt, SK = Selbstkompatibilitat, S = anfallig, S-R =
intermediar resistent, (R) = instabil resistent, C = B. napus cv. ,Ceres’).

. . . . Resistenzauspragung in der BC
SoHn;lit;isdihe Resistenz | SK/SI Resistenzauspragung in der BC, [BC?(RQ; X g] 2
S S-R (R) S S-R (R)
Mix 2.1 S-R Sl 62 4 1 43 3 0
Mix 2.2 S SK* 28 4 0
Mix 2.3 S SK* 3 1 0
Mix 2.4 S SK* 25 6 0
Mix 2.5 S SI - - - - - -
Mix 4.1 S Sl 0 0 0
Mix 4.2 S SI - - - - - -
Mix 4.3 S Si 0 0 0
Mix 4.4 S Sl 0 0 0
Mix 5.1 S-R 2 1 0
Mix 5.2 S-R - - - - - -
Mix 5.3 S SK* 1 1 0
14 2 0
Mix 5.4 (R) SK 76 29 3 24 2 0
(2n = 38) (2n = 38) 81 3 0
Mix 22.1 S SK* 14 4 0
Mix 22.2 S SI 0 0 0
Mix 22.3 S Sl - - - - - -
Mix 22.4 S - - - - - -
Mix 24-1.1 S-R Si 6 0 0
Mix 24-1.2 Sl 4 2 0
Mix 24-1.4 S-R Sl - - - = = =
Mix 24-1.7 S Sl - - - - - -
Mix 24-1.8 S SI - - - - - -
Mix 24-1.9 S SI - - - - - -
Mix 24-1.10 S Sl - - - - - -
Mix 25.1 S Sl 0 0 0
Mix 25.2 S Si 3 4 0
Mix 25.3 S SI - - - - - -
Mix 25.4 S Sl 7 1 0
Mix 28.1 S Sl 1 0 0
Mix 28.2 S Si 0 0 0
Mix 28.5 S SI - - - - - -
Mix 28.6 S-R Sl - - - = = =
Mix 34.3 S Sl - - - - - -
Mix 34.4 S Sl 3 2 0
Mix 34.5 S SK* - - - - - -
Mix 35-1.1 S-R Sl 17 4 0
Mix 35-1.4 S Sl 0 0 0
Mix 35-1.5 S SI - - - - - -
Mix 35-1.6 S Sl 3 1 0
Mix 35-1.7 S Sl - - - - - -
Mix 39.1 S - - - - - -
Mix 39.4 (R) SK 9 2 2
Mix 91.1 S Si 13 3 0
Mix 91.3 S Sl 1 1 0
Mix 91.4 S-R Sl - - - - - -
Mix 91.5 (R) Sl 1 1 0
Mix 91.6 S SK* 3 0 0
Mix 94.1 S Sl 3 3 0
Mix 94.2 S Sl 2 0 0
Mix 96.1 S Si 4 2 0
Mix 96.2 S Sl 6 2 0
Mix 98 S-R Sl 62 15 1 24 0 0
p> 359 93 7 186 10 0

- = wurde nicht gekreuzt

* Samen vorhanden, aber nicht keimféhig
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Zwei der resistenten somatischen Hybriden (Mix 39.4 und Mix 5.4) erwiesen sich als
selbstkompatibel, und - mittels Knospenbestaubung und embryo rescue - wurden F»-
Nachkommen erzeugt. In einer dieser Generationen wurden zwei Nachkommen mit
instabiler Resistenz beobachtet. Auch vier der resistenten BC1-Genotypen zeigten Ansatz
nach Selbstung, und ein BC;S{-Nachkomme mit schwacher und instabiler
Resistenzauspragung wurde identifiziert. Die Aufspaltungen der Resistenzauspragung in

den verschiedenen Selbstungsnachkommenschaften sind in Tabelle 3.4 dargestellt.

Tab. 3.4: Resistenzauspragung in den verschiedenen Selbstungsnachkommen-
schaften der S. alba (+) B. napus-Kreuzungsgruppe (S = anfallig, S-R = intermediar
resistent, (R) = instabil resistent, C = B. napus cv. ,Ceres’)

Aufspaltung der Resistenzauspragun
Somatische ,F;’-Hybride P 9 pragung

R) in der F,
S S-R (R)
Mix 5.4 5 6 2
Mix 39.4 2 0 0
BC,-Genotyp Aufspaltung ?:ngfsBié:gr:zausprégung
® S S-R (R)
Mix 5.4 x C 38 9 0 0
Mix 5.4 x C 65 14 1 0
Mix 98 x C Ka4 9 0 1
Mix 98 x C 11 1 0

3.3.1.5 Erstellung sexueller Hybriden aus B. napus und S. alba

Aufgrund der Instabilitdt der Resistenz in den somatischen Hybriden und der Tatsache,
dass bereits die Resistenz der verwendeten Ausgangsart S. alba cv. ,Emergo’ relativ
schwach ausgepragt war, wurden 18 weitere S. alba-Akzessionen (IPK Gatersleben) als
putative Resistenzdonoren hinsichtlich ihrer Reaktion auf A. brassicicola untersucht. In
sechs Akzessionen traten sowohl anféllige, als auch schwach resistente und resistente
Einzelpflanzen auf, wobei der Anteil an Genotypen mit schwach ausgepragter Resistenz
Uberwog (J. MAI, pers. Mitteilung). Jeweils 20 Pflanzen aus den drei Akzessionen mit der
durchschnittlich starksten Resistenzauspragung wurden in der Feuchtkammer auf
Resistenz getestet. Die resistenteste Einzelpflanze aus jeder Akzession wurde reziprok mit
B. napus cv. ,Ceres’ gekreuzt. Es wurden Samen gebildet, die aber trotz Anwendung von

Ovarien- und Embryokultur nicht zur Keimung kamen (Tab. 3.5).
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Tab. 3.5: Kreuzungen resistenter S. alba-Einzelpflanzen mit B. napus cv. ,Ceres’ (die
Lasionsdurchmesser von S. alba sind Mittelwerte aus jeweils neun, von B. napus aus
36 Lasionen).

Lasionsdurchmesser von Anzahl Anzahl Anzahl
Kreuzung S. alba bestaubter
o Samen Pflanzen
[% von B. napus] Knospen
SIN 78/94 1 x B. napus 57 0 0
20,95 + 8,57
B. napus x SIN 78/94 1 21 4 0
CR 2088/95 1 x B. napus 25 1 0
11,43 + 3,81
B. napus x CR 2088/95 1 9 12 0
CR 2088/95 2 x B. napus 12 0 0
40,95 + 16,19
B. napus x CR 2088/95 2 9 21 0

Der Ansatz der S. alba-Kreuzungsgruppe wurde an dieser Stelle nicht weitergefiihrt, da die
Resistenz, sofern auf die Nachkommen Ubertragen, nur schwach ausgepragt bzw. instabil
und in der BC,-Generation bereits nicht mehr nachweisbar war. Parallel wurde aber mit

anderen Kreuzungsgruppen gearbeitet.

3.3.2 B. elongata-Kreuzungsgruppe: sexuelle Hybriden aus B. napus x

B. elongata und deren Riuckkreuzungsnachkommen
3.3.21 Resistenzauspragung der Donorart B. elongata ssp. integrifolia

Nach Inokulation mit A. brassicicola und siebentagiger Inkubation in der Feuchtkammer
zeigte B. elongata ssp. integrifolia Lasionsgréfien von durchschnittlich 0,72 + 0,28 cm, was
43,2 % der mittleren Lasionsgrofie von B. napus cv. ,Ceres’ entsprach. Innerhalb dieser

Donorart wurden keine anfalligen Pflanzen beobachtet.

3.3.2.2 Charakterisierung der F;-Hybride

Die mittels sexueller Kreuzung und embryo rescue erstellte Fi-Hybride aus B. napus cv.
,Loras’ (2n = 38) und B. elongata ssp. integrifolia (2n = 22) zeigte eine weitgehend
intermedidre Morphologie (PLUMPER 1995). Die Chromosomenzahl wurde mittels
klassischer Chromosomenpraparation an Wurzelspitzen ermittelt und lag bei 2n = 60
Chromosomen, was auf eine spontane Verdopplung des Chromosomensatzes in dieser
Generation zurlckzuflhren ist. Die Resistenzauspragung entsprach der des resistenten
Elters (RL = 0).
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3.3.2.3 Erstellung der ersten Riickkreuzungsnachkommenschaft

Die F4-Hybride war vollstandig pollensteril, wurde aber als mitterlicher Kreuzungpartner fir
die erste Rickkreuzung mit dem Raps (B. napus cv. ,Loras’ und B. napus cv. ,Ceres’)
eingesetzt. Mittels embryo rescue konnten 34 BC¢-Genotypen erstellt werden, von denen
drei Resistenz gegenlber A. brassicicola zeigten. Es handelte sich jedoch auch in dieser
Kreuzungsgruppe um eine instabile Resistenz, die sich dadurch auszeichnete, dass
verschiedene Klone derselben Pflanze unterschiedlich auf das Pathogen reagierten
(Abb. 3.6). Dieses Phanomen betraf teilweise sogar verschiedene gleichwertige Blatter an

derselben Pflanze (Abb. 3.7), wurde aber bei der anfalligen Kontrolle B. napus cv. ,Ceres’

nie beobachtet.

Abb. 3.6: Beispiele fir instabile Resistenz: jeweils zwei in vitro verklonte Pflanzen mit
unterschiedlicher Resistenzauspragung (links jeweils anfallig, rechts resistent, a = BC4-Genotyp
(LoxBe)xLo9b, b = BC,-Genotyp (LoxBe)xC1/1xC3b); Lo = B. napus cv. ,Loras’, Be =
B. elongata, C = B. napus cv. ,Ceres’).

Abb. 3.7: Blattscheibentest
an einer BC;-Nachkomme
[(LoxBe)xLo6/1b] mit einem
anfalligen (links) und einem
resistenten Blatt (rechts). In
der Mitte befindet sich eine
nicht inokulierte Kontrolle
(Lo=B. napus cv. ,Loras’,
Be = B. elongata, C =
B. napus cv. ,Ceres’).
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Die Chromosomenzahlen der BC;-Genotypen wurden mittels genomischer in situ-
Hybridisierung (genomische B. elongata-DNA-Sonde) und/oder klassischer Chromosomen-
praparationen an Wurzelspitzen ermittelt und variierten zwischen 2n = 44 und 2n = 80,
wobei die Genotypen mit den starksten Resistenzauspragungen besonders hohe
Chromosomen-zahlen (von 2n = 57) aufwiesen (Tab. 3.6). Jeweils mindestens zehn der

Chromosomen dieser Pflanzen stammten aus der Donorart (Abb. 3.8 und 3.9).

Abb. 3.8: GISH-Analysen an zwei BC,-Genotypen mit intermediarer
Resistenzauspragung. Hybridisiert wurde mit genomischer B. elongata-
DNA. Rote Fluoreszenzsignale zeigen Additionschromosomen der
Donorart; links: Genotyp (LoxBe)xLo2 mit 2n = 70 Chromosomen, von
denen mindestens 14 aus der Donorart stammen; rechts: Genotyp
(LoxBe)xLo10 mit 2n = 77 Chromosomen, von denen 15-16
B. elongata-spezifisch sind (Lo = B. napus cv. ,Loras’, Be = B. elongata,
C =B. napus cv. ,Ceres’).

Abb. 3.9: GISH-Analyse eines
BC4-Genotyps [(LoxBe)xLo9b] mit
instabiler Resistenzauspragung
und 2n = 62 Chromosomen, von
denen mindestens 14  aus
B. elongata stammen (sichtbar als
rot gefarbte Fluoreszenzsignale).

Alle BC4-Genotypen waren pollensteril und zeigten nach Selbstung geringen Schoten-,
aber keinen Samenansatz. Nur etwa ein Viertel der BCi-Genotypen wies einen

rapsahnlichen Habitus auf. Ansonsten wurden haufig leierférmige, fiederspaltige Blatter



ERGEBNISSE 56

oder gestauchte Wuchsformen (< 30 cm Pflanzenhéhe) mit kleinen, rapsahnlich geformten

Blattern beobachtet.

3.3.24 Erstellung der zweiten Riickkreuzungsnachkommenschaft

Unter Einsatz von embryo rescue wurden 21 BC;-Pflanzen mit B. napus cv. ,Ceres’
rickgekreuzt. Die BC4-Pflanze mit der starksten Resistenzauspragung [(LoxBe)xLo9b mit
einem RL <0 und 2n =62 Chromosomen, von denen mindestens 14 aus B. elongata
stammen; in Tabelle 3.6 blau unterlegt] zeigte nach der Kreuzung nur geringen
Samenansatz (8 Samen bei 119 bestaubten Knospen), aus den vorhandenen Samen
entwickelten sich jedoch keine Pflanzen. BC,-Nachkommen wurden nur von sechs
Genotypen mit intermediarer oder schwacher (RL =0,2) Resistenzauspragung und
Chromosomenzahlen um 2n =60 gewonnen. Von insgesamt 40 generierten BC,-
Nachkommen zeigte einer eine instabile Resistenzauspragung (2n =44 Chromosomen,
davon neun aus B. elongata, Abb. 3.10, in Tabelle 3.6 griin unterlegt). Diese Pflanze war
pollensteril und lie3 sich auch als mutterlicher Elter und trotz Einsatz von in vitro-Techniken
nicht mehr mit dem Raps kreuzen. Die Fertilitdt dieser Pflanze sollte deshalb mittels
Mikrosporenkultur und anschlielender Colchizinierung wiederhergestellt werden. Es wurde
ein Embryo generiert (J. MAI, pers. Mitteilung), der jedoch Alternaria-anfallig war.

Aufgrund der Instabilitdt der Resistenz und der genannten Infertilitdt relevanter Genotypen
wurde auch B. elongata als ungeeignet fir den Transfer von Alternaria-Resistenz

eingestuft.
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Tab. 3.6: Resistenzauspragung in der ersten und zweiten Rlckkreuzungsgeneration der
B. napus-B. elongata-Kreuzungsgruppe (Lo
B. napus cv. ,Ceres’, S = Anfélligkeit, R = Resistenz, S-R = intermediare Resistenz, (R) =
instabile Resistenz, die Zahlen in Klammern entsprechen jeweils der Anzahl bestaubter

B. napus cv. ,Loras’, Be

B. elongata, C =

Knospen).
Resistenzauspragungen in der
BC1-Genotyp 2n= Resistenz Pfﬁaﬁzz-en BC;
S S-R (R)

(LoxBe)xC1a 62 S-R 6 (19) 1
(LoxBe)xC1/1 60 S-R 20 (67) 11 1
(LoxBe)xC1/2 S -

(LoxBe)xC1/3 60-62 S-R 6 (12) 6
(LoxBe)xC1/4 60-62 S-R 2(11) 2
(LoxBe)xC2/1K S -

(LoxBe)xC2/2 S-R 0(11)

(LoxBe)xC2/3 S-R -

(LoxBe)xC2/4 S -

(LoxBe)xC3/1 44 S 0 (25)

(LoxBe)xC3/2 44 S-R 0 (39)

(LoxBe)xC6/1K S -

(LoxBe)xC6/2K S -

(LoxBe)xC6/3K S -

(LoxBe)xC7 S -

(LoxBe)xC8/1* S 0 (20)

(LoxBe)xC8/2* S -

(LoxBe)xC8/3 S -

(LoxBe)xC8/4 S 0 (10)

(LoxBe)xC8/5 S -

(LoxBe)xLo1 S -

(LoxBe)xLo2 7411 S-R 0 (16)

(LoxBe)xLo3/1 S 0(29)

(LoxBe)xLo3/2 S 0 (35)

(LoxBe)xLo4 S-R -

(LoxBe)xLo5 58-62 (R) 2 (87) 1 1
(LoxBe)xLo5/1 58-62 S-R 0 (15)

(LoxBe)xLo6/1a 56-59 S-R 0 (27)

(LoxBe)xLo6/1b 57-59 (R) 1(39) 1
(LoxBe)xLo6/2 S 0(21)

(LoxBe)xLo7 S-R 3(12) 3
(LoxBe)xLo9a 59-76 S-R 0 (30)

(LoxBe)xLo9b 62 (R) 0(119)

(LoxBe)xLo9/1 50 S-R -

(LoxBe)xLo10 77-80 S-R 0 (23)

) 44-80 40 (667) 21 18 1
*zwergwiichsig - = wurde nicht gekreuzt
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Abb 3.10: GISH-Analyse
eines resistenten BC,-
Genotyps (in Tab. 3.6 grin
unterlegt) mit 2n=44
Chromosomen, von denen
neun (in rot als FITC-
Signale) aus B. elongata
| stammen.

3.33 Diplotaxis tenuifolia-Kreuzungsgruppe: sexuelle Hybriden aus

B. napus und D. tenuifolia
3.3.3.1 Resistenzauspragung in der Donorart D. tenuifolia

Zwei Diplotaxis tenuifolia-Akzessionen (D. tenuifolia Ajpx und D. tenuifolia Ajngien) Wurden
hinsichtlich ihrer Reaktion gegenlber Alternaria brassicicola untersucht. Die Unterschiede
in den Resistenzauspragungen waren (bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 %)
signifikant: Akzession Ak zeigte nach sieben Tagen in der Feuchtkammer eine
durchschnittliche Lasionsgrée von 1,03 £ 0,19 cm (= 62 % der durchschnittlichen
Lasionsgrofde von B. napus cv. ,Ceres’), wahrend der Lasionsdurchmesser von Akzession
Aingien im Schnitt bei 0,7667 + 0,42 cm (= 46 % von B. napus cv. ,Ceres’) lag.

3.3.3.2 Resistenzauspragung in den F- bzw F,-Generationen der reziproken

Kreuzung aus B. napus und D. tenuifolia Ajndien

Eine resistente D. tenuifolia-Einzelpflanze (2n = 22) der Akzession Ajngien Wurde reziprok
mit B. napus cv. ,Ceres’ gekreuzt.

Wurde Raps als weiblicher Elter verwendet (B. napus cv. ,Ceres’ x D. tenuifolia), waren die
25 F4-Hybriden homogen anfallig. Mittels klassischer Chromosomenzahlanalysen an
Wurzelspitzen konnte eine Entstehung dieser Pflanzen durch diploide Parthenogenese
ausgeschlossen werden. Die Nachkommen zeigten den Chromosomensatz von 2n = 30,
was der Addition der haploiden Chromosomenséatze der Ausgangsarten entsprach. Anhand
dreier dieser (anfalligen) F1-Hybriden wurden F,-Generationen erstellt (KLEWER et al. 2003).

Die Aufspaltungen der Resistenzauspragungen sind in Tabelle 3.7 dargestellt.
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Bei der reziproken Kreuzung (D. tenuifolia x B. napus cv. ,Ceres’) wurde bereits in der F4-
Generation eine Aufspaltung der Resistenzauspragung beobachtet (Tab. 3.7). Die
Chromosomenzahlen wurden mittels klassischer Chromosomenzahlanalysen an
Wurzelspitzen ermittelt und lagen bei 2n = 28-32.

Die durch A. brassicicola hervorgerufenen Léasionen bei resistenten Pflanzen wiesen

jeweils ca. 10 % der Lasionsdurchmesser der Referenzsorte B. napus cv. ,Ceres’ auf.

Tab. 3.7: Aufspaltungen der Resistenzauspragung in den verschiedenen Generationen der
reziproken Kreuzungen aus D. tenuifolia und B. napus (S = anféllig, S-R = intermediar resistent,
R = resistent).

Kreuzung (reziprok) F4 F21 F;2 F23
58
D. tenuifolia x B. napus 8 S-R - - -
2R
258 10S 28 128
B. napus x D. tenuifolia 7 S-R 7 S-R 12 S-R
4R 6 R 8R

Die Aufspaltungsverhaltnisse in den Fq- und F,-Generationen legen einen komplizierten

Vererbungsmodus der Resistenz nahe, so dass diese Kreuzungsgruppe nicht weitergefiihrt

wurde.

3.34 Diplotaxis erucoides-Kreuzungsgruppe: sexuelle Hybriden aus
B. napus und D. erucoides und deren Riickkreuzungsnachkommen

3.3.41 Charakterisierung der Donorart D. erucoides

Resistenzauspragung und Isolatspezifitat

Von den untersuchten putativen Resistenzdonoren erwies sich Diplotaxis erucoides sowohl
im Blattscheibentest als auch im Feuchtkammertest mit dem Standardisolat A. brassicicola
62009 als die Art mit der starksten Resistenzauspragung. Bei beiden untersuchten
D. erucoides-Akzessionen (Ajpk und Ajngien) Wurden auch nach zweiwoéchiger Inkubation in
der Feuchtkammer keine Blattlasionen gebildet. Selbst bei Erhdhung des Infektionsdrucks
durch Inokulation mit Sporendichten von bis zu 3 x 10" Sporen/ml wurden nach sieben

Tagen Inkubation in der Feuchtkammer keine Krankheitssymptome sichtbar (Abb. 3.11).
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Krankheitsauspragung bei steigendem Infektionsdruck

L O14d
|7d

Lasionsdurchmesser [cm]

= —I 11

D. erucoides

B. napus 'Ceres' B. napus 'Ceres' D. erucoides B. napus 'Ceres’ D. erucoides

5x105 5x105 5x10 6 5x10 6 3x107 3x107

Sporenkonzentration [Sporen/ml]

Abb. 3.11: Resistenzauspragungen von B. napus cv. ,Ceres’ und D. erucoides Ajgien bei
steigendem Infektionsdruck. Die Lasionsdurchmesser sind Mittelwerte aus jeweils 27 Lasionen,
die Auswertung erfolgte einmal nach sieben und einmal nach 14 Tagen Inkubation in der
Feuchtkammer. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen. Bei D. erucoides
wurden nach sieben Tagen Inkubation bei keiner der Sporenkonzentrationen Symptome
ausgebildet.

Die Resistenzauspragung der Donorart wurde zusatzlich an abgetrennten Schoten in vitro
(Schotentest) und an Schoten an der intakten Pflanze in der Feuchtkammer Gberpriift. In

beiden Tests bildete D. erucoides keine Krankheitssymptome aus.

Anhand eines weiteren Alternaria brassicicola- sowie zweier A. brassicae-Isolate wurde
aullerdem die Isolatspezifitdt der Resistenz von D. erucoides (Apk) Uberprift.

Hierflir wurden mit jedem Isolat sechs D. erucoides- und eine Rapspflanze als Kontrolle
inokuliert. Da bei D. erucoides auch Alternaria-anfallige Pflanzen zu erwarten sind (siehe
dazu Abschnitt ,Vererbung der Resistenz innerhalb der Art D. erucoides*) wurde jede
D. erucoides-Pflanze zusatzlich mit einer Sporensuspension des Standardisolats
A. brassicicola 62009 inokuliert, um zu testen, ob die Pflanze gegen dieses Isolat resistent
war.

Die Inokulation mit dem Isolat A. brassicicola 62008 wurde nach dem Standardprotokoll
(,Tropfchenmethode“) durchgefiuihrt. D. erucoides zeigte hier eine ahnlich stark

ausgepragte Resistenz wie gegeniber dem Standardisolat 62009 (Abb. 3.12a). Die
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Unterschiede zwischen den A. brassicicola-lsolaten waren nicht signifikant (t-Test,
o =5 %).

Da Sporensuspensionen von A. brassicae sich als nicht ausreichend infektiés erwiesen,
wurde das Resistenzverhalten des Donors gegen A. brassicae-lsolate anhand von
sporulierenden Hyphen auf Filterstlickchen (,Plattchenmethode®) untersucht. D. erucoides
erwies sich in diesem Test als resistent gegen die beiden A. brassicae-Isolate 63194 und
64878 (Abb. 3.12b). Bedingt durch die bei der Plattchenmethode herrschenden optimalen
Bedingungen fiir das Pathogen (Cellulose im Filterpapier, Reste des Nahrmediums auf der
Infektionsstelle) und die stark erhdéhte Anzahl von Konidien pro Infektionsstelle fielen die
durch A. brassicae, insbesondere durch das Isolat 63194, hervorgerufenen Symptome
relativ stark aus. Zum Vergleich wurde mit dem Standardisolat A. brassicicola 62009
ebenfalls nach der Plattchenmethode inokuliert. Die auf diese Weise hervorgerufenen
Lasionen fielen sogar grolRer aus als die durch das Isolat 63194 hervorgerufenen
(Tab. 3.8). Die Unterschiede zwischen den bei B. napus und den bei D. erucoides
hervorgerufenen Lasionen waren bei allen Isolaten signifikant (t-Test, o = 5 %).

Die Ergebnisse zeigen, dass der Donor D. erucoides gegen alle getesteten Alternaria-
Isolate resistent war und dass es sich bei dem Standardisolat um eines der virulenteren

von den vier untersuchten Alternaria-Isolaten handelt.
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ED. erucoides

Lasionsdurchmesser [cm]

OB. napus

A. ol
a62009 Tage nacp Inokulatiop,

a A. ola 62008 , Tropfchenmethode*

A. brassicicola-lsolate

m D. erucoides

O B. napus

Lasionsdurchmesser [cm]

A.b. 64787

Tage Nach lnokulation

A b, 63194
b ,Plattchenmethode*
A. brassicae-lsolate

Abb. 3.12: Reaktion von B. napus cv. ,Ceres’ und D. erucoides (IPK) auf jeweils zwei
verschiedene A. brassicicola (a)- und A. brassicae (b)-Isolate zu unterschiedlichen Zeitpunkten
mit unterschiedlichen Inokulationsmethoden (A.ola = A. brassicicola, ,Trépfchenmethode®,
A. b. = A brassicae, ,Plattchenmethode”). Die LasionsgréRRen sind Mittelwerte aus jeweils neun
Lasionen bei B. napus und 18 Lasionen bei D. erucoides. Die Unterschiede der Lasionsgrofien
zwischen B. napus und D. erucoides waren jeweils signifikant (t-Test, o = 5 %).
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Tab. 3.8: Lasionsdurchmesser [cm] nach verschiedenen Inokulationsmethoden mit dem
Standardisolat A. brassicicola 62009. Die Lasionsgrofen sind Mittelwerte aus jeweils neun
Lasionen bei B. napus und 18 Lasionen bei D. erucoides.

Tage nach Art Lasionsdurchmesser [cm]
Inokulation Trépfchenmethode | Plittchenmethode Differenz
. B. napus 1,03+ 0,34 2,73+0,41 1,70
D. erucoides 0,02 +£0,04 0,97 £ 0,59 0,95
14 B. napus 2,48 £ 0,58 4,1+1,03 1,62
D. erucoides 0,03 +£0,07 1,58 +0,8 1,55

Vererbung der Resistenz innerhalb der Art D. erucoides

Um die Vererbung der Resistenz innerhalb der Donorart zu klaren, wurden intraspezifische
Kreuzungen zwischen anfalligen und resistenten Einzelpflanzen (Abb. 3.13) durchgeflhrt.
Unter den Nachkommen wurden nach siebentagiger Inkubation in der Feuchtkammer nicht
nur Pflanzen mit LasionsgréBen von 1,3-1,5 cm (S) und Pflanzen ohne
Krankheitssymptome (R) beobachtet, sondern auch Pflanzen mit L&sionsgrofien von
0,5-0,7 cm (S-R). Selbstungsexperimente an den S-R-Pflanzen zeigten jedoch, dass diese

Nachkommen keine eigene Klasse bilden, sondern der Klasse S zugeordnet werden

missen (R. SCHEUNEMANN, pers. Mitteilung).

Abb. 3.13: Auf-
spaltung innerhalb
einer Akzession (Ajpk)
der Donorart D. eru-
coides (a: resistente
Pflanze, b: anfallige
Pflanze; die Pfeile
markieren  die In-
fektionsstellen).

Eine resistente und eine anfallige Einzelpflanze derselben Akzession (Apx) wurden
reziprok miteinander gekreuzt und jeweils geselbstet. Die Ergebnisse der
Feuchtkammertests an den Nachkommen sind in Tabelle 3.9 dargestellt.

Aufgrund der Aufspaltungsverhaltnisse in den verschiedenen Nachkommenschaften wurde

angenommen, dass der verwendete resistente Genotyp heterozygot fir die Resistenz war



ERGEBNISSE 64

(Rr), und die Hypothese aufgestellt, dass Alternaria-Resistenz bei D. erucoides monogen-
dominant vererbt wird. Die Hypothese wurde mittels X*-Test geprift und mit einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % angenommen (Tab. 3.9).

Tab. 3.9: Aufspaltung der Nachkommenschaft aus intraspezifischen Kreuzungen und
Selbstungen resistenter und anfalliger D. erucoides-Einzelpflanzen sowie statistische
Uberprifung (R4 = resistenter Genotyp, S; = anfalliger Genotyp, [S] = Selbstung).

Kreuzung bzw Anzahl Anzahl erwartete X*-Werte bei
9 : resistenter anfalliger Aufspaltung X2 = 3,84 und
Selbstung Pfl R Pl s ’
anzen (R) anzen (S) (R:S) a=0,05
R1 x S 23 22 1:1 0,02
S1x Ry 40 38 1:1 0,05
R1 [S] 21 9 3:1 0,4
S4 [S] 0 64 uniform S 0

Bei einem monogen-dominanten Erbgang sollten in der Nachkommenschaft aus der
Selbstung R4 (in Tabelle 3.9 grau unterlegt) sowohl heterozygot als auch homozygot
resistente Pflanzen auftreten. Um die Hypothese zu Uberpriifen, wurden deshalb resistente
und anfallige Nachkommen aus dieser Selbstung jeweils mit anfalligen Pflanzen gekreuzt.
Erwartungsgemal® wurden in den Folgegenerationen entweder eine 1:1-Aufspaltung
resistenter zu anfalliger Pflanzen (wenn der resistente Elter heterozygot war) oder eine
homogen resistente Nachkommenschaft (wenn der resistente Elter homozygot war)
beobachtet.

Annliche Kreuzungsexperimente innerhalb der D. erucoides-Akzession indischer Herkunft
zeigten, dass auch hier die Resistenz monogen-dominant vererbt wird (R. SCHEUNEMANN,

pers. Mitteilung).

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

Hybridcharakter der putativen F,- Nachkommen

Mit Hilfe der embryo rescue-Methode konnte Brassica napus cv. ,Ceres’ (2n = 38, Genom
AACC) reziprok mit Diplotaxis erucoides Ajgien (2n = 14, De-Genom) gekreuzt werden. Da
bei interspezifischen Kreuzungen mit dem Raps haufig diploid parthenogenetische
Nachkommen gebildet werden (EENINK 1974), insbesondere bei der Verwendung von Raps
als Mutterpflanze, wurden die putativen Fi-Genotypen zundchst mittels RAPD-PCR-

Analysen auf ihren Hybridcharakter hin untersucht.
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Die zwolf Zufallsprimer der Firma Roth E7, E11, E12, E17, E18, E19, F 5, F 7, F 15,
H12, H4 und |11 amplifizierten jeweils Banden, mit deren Hilfe zwischen dem
D. erucoides und dem B. napus-Genom differenziert werden konnte. Die Banden
korrelierten nicht mit der Auspragung der Resistenz, was an DNA-Pools resistenter und
anfalliger BC4-Pflanzen gezeigt werden konnte. Die F{-Nachkommen (Tab. 3.10) aus den
reziproken Kreuzungen wurden mit dem Primer Roth-I 11 untersucht. Sieben Nachkommen
aus der Kreuzung mit Raps als Mutterpflanze zeigten das PCR-Bandenmuster von
B. napus cv. ,Ceres’ und konnten so als matromorphe (diploid parthenogenetische)
Pflanzen identifiziert und aus dem pre-breeding Programm herausgenommen werden

(Abb. 3.14).

M C De F, F C C

Abb. 3.14: RAPD-PCR mit dem
Primer Roth-l 11 an putativen F4-
Hybriden aus der reziproken
Kreuzung von B.napus und
D. erucoides (M = DNA-Marker
100 bp ladder plus, C = B. napus
cv. ,.Ceres’, De = D. erucoides, C’ =
diploid parthenogenetischer Raps).
Fi-Hybriden zeigen die Addition
der PCR-Banden beider Eltern,
wahrend matromorphe Pflanzen
das Bandenmuster von B. napus
aufweisen.

"

3.34.3 Cytologische und morphologische Charakterisierung der F,

Mittels klassischer Chromosomenzahlanalysen an Wurzelspitzen der Fq-Generation
konnten die Ergebnisse aus den RAPD-PCR-Analysen bestatigt werden. Die als
matromorph identifizierten Nachkommen zeigten den Rapskaryotyp (2n = 38, AACC),
wahrend Hybriden in der Regel die Addition der haploiden Genome beider Eltern (2n = 26,
ACDe) aufwiesen (Tab. 3.10, Abb. 3.15) und einen intermedidren Phanotyp zeigten
(Abb. 3.16 und 3.17).
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Tab. 3.10: Reziproke Kreuzungen aus B. napus cv. ,Ceres’ (C) und
D. erucoides (De). Als matromorph identifizierte Nachkommen sind grau
unterlegt.

Kreuzung BandRQ:Euster 2n=
B. napus cv. ,Ceres‘ x D. erucoides
CxDe1 25-28
CxDe2 32-34
CxDe3 C 38
CxDe4 C 38
CxDeb C 38
CxDeb6 C 38
CxDe7 C 38
CxDe8 C 38
CxDe9 C+De 26
CxDe10 C+De 26
CxDe11 C+De 26
CxDe13 C+De 26 (52%)
CxDe14 C+De 26
CxDe18 C 38
D. erucoides x B. napus cv.,Ceres*
DexC1 52-55/26
DexC3 26
DexC4K 26
DexC6 C+De 28
DexC7 C+De 26
DexC8 C+De 26
DexC9** C+De 26
DexC10K** C+De 38-42
DexC11 (Abb. 3.18) 26
DexC12 C+De 26
DexC13** C+De
DexC14 C+De 26
DexC16 C+De 26
DexC17K C+De
DexC18K C+De
DexC19K C+De
DexC20K C+De
DexC21 (Abb. 3.15) C+De 26

*in einer Zelle ** Zwergwuchs
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B. napus D. erucoides  F;-Hybride

Abb. 3.15: Wurzelspitzenpraparat einer  Abb. 3.16: BlUtenfarbe der Eltern sowie einer
Fi-Hybride (DexC21) aus der Kreuzung F,-Hybride aus der Kreuzung D. erucoides x
D. erucoides x B. napus mit 2n = 26. B. napus.

a b c

Abb. 3.17: Habitus und Blattmorphologie von B. napus cv. ,Ceres’ (a),
D. erucoides (b) und einer F4-Hybride (c).

Eine Hybride mit 2n =26 (DexC11) wurde mittels genomischer in situ-Hybridisierung

(D. erucoides-Sonde, abgesattigt mit 50fachen Uberschuss an Raps-DNA) untersucht.
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Erwartungsgemaf hybridisierten sieben Chromosomen mit der genomischen D. erucoides-
Sonde (Abb. 3.18).

Abb. 3.18: Genomische in situ-
Hybridisierung an einer F;-Hybride
aus der Kreuzung D. erucoides x
B. napus mit 2n = 26: Die sieben
Chromosomen der Donorart hybri-
disieren mit der genomischen
D. erucoides-Sonde und sind als
FITC-Signale (mittels Bildbear-
beitung rot gefarbt) sichtbar.

3.344 Resistenzauspragung in der F;-Nachkommenschaft

Die als Hybriden identifizierten Kreuzungsnachkommen waren homogen resistent. Nach
Infektion mit A. brassicicola und 14tagiger Inkubation in der Feuchtkammer wurden keine
Krankheitssymptome beobachtet (RL =0, Abb. 3.19¢c). Die Resistenzauspragung erwies
sich als stabil, d. h. alle Klone eines Genotyps reagierten (mit wenigen Ausnahmen) in
verschiedenen unabhangigen Feuchtkammertests einheitlich auf das Pathogen. Die
Resistenz blieb auch nach mehreren Subkulturen in vitro erhalten. Alle sieben

matromorphen Kreuzungsnachkommen zeigten erwartungsgemaf Alternaria-Anfalligkeit.

Abb. 3.19: Resistenzauspragung in der D. erucoides-Kreuzungsgruppe nach
Inokulation mit A. brassicicola und siebentagiger Inkubation in der
Feuchtkammer (a = D. erucoides, b = B. napus cv. ,Ceres’, ¢c = F,). Die Pfeile
zeigen die Infektionsstellen.
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3.3.4.5 Erstellung, Charakterisierung und Resistenzauspragung der ersten

Riickkreuzungsnachkommenschaft

Resistente F4-Hybriden aus der reziproken Kreuzungen zwischen B. napus und
D. erucoides wurden sowohl als weiblicher als auch als mannlicher Elter fir die erste
Rickkreuzung mit B. napus cv. ,Ceres’ eingesetzt. Nicht alle Hybriden lieRen sich mit dem
Raps riuckkreuzen, so dass die erste Rickkreuzungsnachkommenschaft anhand von
insgesamt 18 verschiedenen F,-Genotypen erstellt wurde (Tab. 3.11). Trotz der
Anwendung von embryo rescue war die Kreuzungseffizienz gering: Insgesamt wurden
1298 Knospen bestaubt, um 271 Samen zu praparieren, aus denen 46 Genotypen aus
jeweils einem Samen und 31 Kallusse entstanden (dies entspricht einer Kreuzungseffizienz
von 59 %). Aus den 31 Kallussen wurden insgesamt 241 potentiell genetisch
unterschiedliche Sprosse (verschiedene Sprossregenerate desselben Kallusses kdnnen
sich aufgrund von somaklonalen Variationen unterscheiden) regeneriert, wie in Tabelle
3.11 gezeigt. Alle Nachkommen wurden auf ihre Reaktion gegenilber Alternaria getestet:
141 Genotypen waren anfallig, 60 intermediar resistent und 85 resistent (Tab. 3.11). Die
Genotypen mit der starksten Resistenzauspragung wiesen einen Relativen Lasionsindex
von 0 auf (was in der D. erucoides-Kreuzungsgruppe der Symptomfreiheit entspricht,

Abb. 3.20a). Die Resistenzauspragung war auch in dieser Generation stabil.
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Tab. 3.11: Erstellung der BCq: verwendete F;-Genotypen und deren Rickkreuzungs-

nachkommen (C = B. napus cv. ,Ceres’, De = D. erucoides, KE = Kreuzungseffizienz, Sa: aus

jeweils einem Samen entstandener Genotyp; nK: Sprossregenerate, die aus n verschiedenen
allussen generiert wurden).

Fr-GenotypxC/ |  Amzahl Anzahl | Anzahl BCr- | oo Resistente
C x F41-Genotyp Knospen Samen Genotypen o Genotypen

(CxDe)xC
(CxDe9)xC 125 5 6 (2K) 16 2 (1K)

2 (Sa) 2 (Sa)
(CxDe10xC 50 11 A 8 0

2 (Sa) 1 (Sa)
(CxDel1)xC 10 6 A 40 R
(CxDe13)xC 7 0 0 0 0
(CxDe14)xC 9 1 0 0 0
(DexC)xC
(DexC1)xC 31 0 0 0 0

4 (Sa) 3(Sa)
(DexC3)xC 58 13 ) 13,8 R
(DexC4K)xC 129 13 ; 513% 16 1 (_Sa)
(DexCB)C 70 8 1(Sa) 14 0

1 (Sa) 1(Sa)
(DexCT)xC 72 11 320 42 LR
(DexC8)xC 89 17 2 ((31?()) 45 0
(DexC11)xC 60 0 0 0 0

5 (Sa) 1(Sa)
(DexC12)xC 53 9 A 15,1 LR

4 (Sa) 1(Sa)
(DexC14)xC 121 47 65 (1) 9,1 R

4(Sa) 2 (Sa)
(DexC16)xC 72 12 o) 6,9 S
(DexC17K)xC 21 3 2 (Sa) 9,5 1(Sa)
(DexC18K)XC 27 7 3(Sa) 11,1 2(Sa)
(DexC19K)XC 103 3 . ((325;‘()) 2.9 0
(DexC20K)XC 68 83 152((31?2) 8,8 . 21323

3 (Sa) 3 (Sa)
(DexC21)xC 79 11 55 (31 7.6 200
Cx(DexC)
Cx(DexC11) 27 4 4 (Sa) 14,8 2(Sa)
Cx(DexC19K) 10 7 1(Sa) 10 0
Cx(DexC21) 7 0 0 0 0

46 (Sa) 24 (Sa)
z 1298 21 241 (31K) 5.9 61 (14K)
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Abb. 3.20: Resistenzauspragung in der BC; der D. erucoides-Kreuzungsgruppe
(a: resistenter, b: intermediar resistenter, c: anfélliger BC;-Genotyp; die Pfeile
markieren die Infektionsstellen).

Eine F¢-Hybride (DexC14) konnte mittels Knospenbestaubung und anschlieRender in vitro-
Kultur geselbstet werden. Die zwei resultierenden F,-Pflanzen waren Alternaria-resistent,
aber zeigten einen stark vom Raps abweichenden Habitus mit gestorter Blutenentwicklung

(Vertrocknen der geschlossenen Knospen).

Die Chromosomenzahlen sowie die Genomzusammensetzungen ausgewabhlter resistenter
BCi-Genotypen wurden mittels klassischer Wourzelspitzenpraparate (Abb. 3.21a-c)
und/oder genomischer in situ-Hybridisierung untersucht (Tab. 3.12, Abb. 3.22a-l). Es wurde
mit genomischer D. erucoides-DNA, abgesattigt mit 50fachem Uberschuss an Raps-DNA,
hybridisiert. Die zwischen 2n =29 und 2n = 69 variierenden Chromosomenzahlen zeigen,
dass sowohl hypo- als auch hyperploide Gameten bei der Zygotenbildung beteiligt waren.
Viele Pflanzen in dieser Generation (insbesondere diejenigen mit Raps als Vater) besalien
jedoch  Chromosomenzahlen um 2n =45 (Tab. 3.12), was auf das Ausbleiben der
Reduktionsteilung bei der Bildung weiblicher Gameten von Fi-Pflanzen hindeutet. In
diesem Fall wiirde aus der Verschmelzung einer unreduzierten Eizelle (2n = 26, ACDe) mit
dem Rapspollen (n =19, AC) eine Zygote mit 2n = 45 (AACCDe) entstehen. Einige BC-
Genotypen zeigten ein mixoploides Wurzelmeristem (in den Tabellen 3.12 und 3.13 gelb

unterlegt).
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Abb. 3.21: Klassische Wourzelspitzenpraparate von BC;-Genotypen der D. erucoides-

Kreuzungsgruppe [a: Cx(DexC11)4 mit 2n = 44, b: Cx(DexC11)3 mit 2n = 38, c: (DexC14)xC4
mit 2n = 45].
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Abb. 3.22: Ergebnisse aus genomischer in situ-Hybridisierung an BC4-Pflanzen der D. erucoides-
Kreuzungsgruppe [a: (DexC14)xC3b, b + c: (DexC21)xCK4.20, d: (CxDe9)xC1a, e: (CxDe9)xC1b,
f: (CxDe10)xC1, g + h: (CxDe10)xC3g, i-k: (CxDe11)xC4a, I: Cx(DexC11)3; vgl. auch Tabelle
3.12].Der Anteil an Donorchromatin (in rot als FITC-Signale sichtbar) variierte zwischen drei und
sieben Additionschromosomen.




ERGEBNISSE 74

3.3.4.6 Erstellung, Charakterisierung und Resistenzauspragung der zweiten

Riickkreuzungsnachkommenschaft

BCs-Genotypen mit gut ausgepragter Resistenz (RL =0), rapsahnlichem Habitus,
Chromosomenzahlen nahe an der des Rapses und mdglichst wenig Donorchromatin
wurden fur die Erstellung der zweiten Rickkreuzungsnachkommenschaft ausgewahit. Die
BC+-Pflanze wurde jeweils als Mutterpflanze, B. napus cv. ,Ceres’ als Pollenspender
eingesetzt. Die durchschnittliche Kreuzungseffizienz war ca. viermal héher als bei der
Erstellung der BC4-Generation und lag bei 22,5 %: 1402 Knospen wurden bestdubt und
1120 Samen prapariert, aus denen 211 Genotypen aus jeweils einem Samen sowie
105 Kallusse entstanden. Von den Kallussen wurden insgesamt 685 Sprosse regeneriert.
Von den 896 BC,-Genotypen erwiesen sich 74 als Alternaria-resistent, 668 als Alternaria-
anfallig und 154 =zeigten eine intermedidre Resistenzausprdgung. Auch in dieser
Generation war die Resistenz teilweise stark ausgepragt (RL =0) und stabil. Die
Resistenzauspragung wurde an abgetrennten Schoten der fertileren Genotypen Uberprift;

die Ergebnisse stimmten mit wenigen Ausnahmen mit den Ergebnissen aus der

Feuchtkammer Uberein. Es kam jedoch vor, dass kleine schwarze Lasionen um die
Verletzung gebildet wurden (Abb. 3.23).

Abb. 3.23: Resistenztest an
abgetrennten Schoten fertiler
BC,-Genotypen der Kreuzung
B. napus CVv. ,Ceres’ X
D. erucoides sieben Tage nach
Inokulation mit A. brassicicola
(a: anfaliger BCy-Genotyp,
b + c: resistente BC,-Genotypen,
d: B. napus cv. ,Ceres,
e: D. erucoides).
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Tab. 3.12: Erstellung der BC,: verwendete BC,-Genotypen (grau unterlegte Genotypen sind
jeweils Sprossregenerate eines Kallusses) und deren Rickkreuzungsnachkommen (De:
D. erucoides, C: B. napus cv. ,Ceres’, KE = Kreuzungseffizienz, Sa: aus jeweils einem Samen
entstandener Genotyp; nK: Sprossregenerate, die aus n verschiedenen Kallussen generiert
wurden; GISH-Signale entsprechen in der Regel Extrachromosomen aus der Donorart; mehrere

Chromosomenzahlen pro Genotyp weisen auf mixoploides Wurzelgewebe hin).

Anzahl Anzahl Anzahl KE Anzahl
BC,-Genotyp 2n= Abb. bestaubter BC,- o resistenter
Samen [%]
Knospen Genotypen Pflanzen
(DexC3a)xC1a 6 14 : §1Sf<‘§ 333 0
(DexC12)xC8 34 41 4 0 0 0
(DexC14xC3b | ¢ Gléﬁgignale 3.22a 7 8 3(5a) | 49| 163
ca. 45 (42-47)
(DexC14)xC4 S | 87 85 17 g Lo 0
62-69 1(Sa) :
(DexC14)xC9(K) | 5.7 GisH-Signale 42 & oK) | 28| 60K
(DexC16)xC3 s G?gf_?s/%?]ale 38 2 0 0 0
(DexC18K)xCU1b 8 6 2(Sa) 25 0
(DexC20K)XC1K3 8 5 2K | 125 0
ca. 40 _
(DexC21)xCK4.7 91 13 e || sag
(DexC21)xCK4.9 G 35 5 0 0 0
4344
(DexC21)xCK4.10 20 4 S 5 0
(DexC21)xCK4.11 ot 83 3 0 0 0
(DexC21)xCKA4.20 3_732"‘;(’,_/"_‘3;35 o | 3220+ 30 7 3(a) | 4o | 3653
ca. 50 (48-54) 25 (Sa) 2 (Sa)
(©xeopcta | QUS| 322 53 106 Soh @8] o
ca. 44 (41-47) 64 (Sa) 1(Sa)
(CxDeOXCTb | 5 4/6 Gish-Signale | 322 125 201 163 (23K) | 59 | 10(2x)
43-45 1(Sa)
(©XDe10NCT | 3o e | 322 53 45 56 k) | 264 0
3 36 (Sa) 1(Sa)
(CxDe10xC3d | 5.6 GIsH-Signale 232 225 63(K) | 9| 50k
i 38 (Sa) 2 (Sa)
(CXD1OXCH | 4 4 sistrsignale 124 169 S | 383 :
4345 21 (Sa) 2 (Sa)
(CXDS10MC38 | 7 ity onale | 3229°h 99 106 T :
44-45 7(Sa)
(©De1TNCT | g o et aianale 102 54 8 Lak) | 18 0
ca. 40 (38-53) - 2(Sa) 1(Sa)
©DettiCia | 4 ouid Gome | 322 36 14 e :
ca. 40 (38-44) 3.22] 5(Sa) :
Cx(DexC11)3 | 5.6 GISH-Signale | 3.21b " 3 2426) | *° | 90k
44-45 2 (Sa)
Cx(DexC11)4 4GioHaunale | 321 13 14 15,4 0
211 (Sa) 10 (Sa)
z 30-69 1402 120 | c2e 10sK) | 225 | 52 (13K)

Einige BC,-Pflanzen zeichneten sich durch einen bereits sehr rapsahnlichen Habitus aus,

allerdings wurde die charakteristische gelbe Blitenfarbe des Rapses nur vereinzelt, und

dann bei anfalligen BC,-Genotypen beobachtet. Die Blitenstande verschiedener BC,-

Genotypen sind in der Abbildung 3.24 dargestellt. Die GréRe der nach freiem Abblihen
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gebildeten Schoten und die Anzahl der darin enthaltenen Samen konnten von Genotyp zu
Genotyp stark schwanken (Abb. 3.25).

Die Grole der Samen der fertileren Genotypen reichte in etwa an die der Rapssamen
heran (Abb. 3.26).

Abb. 3.24: Blutenstdnde von B. napus und D. erucoides sowie verschiedener

Riickkreuzungsnachkommen (a: B. napus cv. ,Ceres’, b: D. erucoides, c-e: BC,-
Nachkommen).

0\
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Abb. 3.25: Schotenmorphologie von B. napus und D. erucoides sowie verschiedener
Ruckkreuzungsnachkommen nach freier Abbllte (a: B. napus cv. ,Ceres’, b: D. erucoides,
c-f: fertile BC,-Nachkommen, g-I: sterile BC,-Nachkommen).
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Abb. 3.26: Samengréoflen von

c d B. napus und D. erucoides sowie
verschiedener  fertiler Rick-

Y ¥ kreuzungsnachkommen nach

freier  Abblite (a: D. eru-

(= coides, b: B. napus cv. ,Ceres,

c-e: BC,-Nachkommen).

Die Chromosomenzahlen ausgewahlter resistenter BC,-Genotypen und deren
Genomzusammensetzungen wurden mittels genomischer in  situ-Hybridisierung
(genomische D. erucoides-DNA-Sonde) untersucht. Fast alle Genotypen zeichneten sich
durch mixoploide Wurzelmeristeme aus. Die Chromosomenzahlen lagen auch in dieser
Generation oft bei 2n = ca. 45, vereinzelt und jeweils nur in wenigen Zellen wurden Zahlen
von 2n = 38 bis 2n = 60 beobachtet. Die Ergebnisse sind detailliert in den Tabellen 3.16
und 3.17 und in der Abbildung 3.27 dargestellt.

- .-
T
] -
- v

Abb. 3.27: Genomische in situ-Hybridisierung an BC,-Genotypen der D. erucoides-
Kreuzungsgruppe. Der Anteil an Donorchromatin ist sichtbar durch die rot gefarbte
Fluoreszenzmarkierung, a: [(CxDe9)xC1a]xC3.4, b: [(CxDe10)xC3d]xC17b, c: [Cx(DexC11)3]x
C7K1, d: [(CxDe9)xC1b]xC83K1.1, e: [(DexC21)xCK4.20]xC2, f: [(CxDe9)xC1a]xC33.




ERGEBNISSE 78

3.34.7 Erstellung der ersten Selbstungsnachkommenschaft der BC, (BC;S,)

und Priifung auf Resistenz

Alle resistenten BCi-Genotypen wurden mittels Knospenbestdubung geselbstet. Nur
wenige Genotypen waren selbstkompatibel (Tab. 3.13). Der in dieser Generation maximal
erreichte Samenansatz nach Selbstung lag bei SAseibstung = 2,0 Samen pro Schote fiir den
Genotyp (CxDe9)xC1b. Die Samen desselben Genotyps wiesen aullerdem die hochste in
vitro-Keimungsrate (19,1 %) auf. Insgesamt wurden 72 Selbstungsnachkommen generiert,
von denen sich 15 im Feuchtkammertest als resistent (RL = 0), 6 als intermediar resistent

und 51 als anfallig erwiesen (Tab. 3.13).

Tab. 3.13: Erstellung der BC;S;: verwendete BC;-Genotypen (grau unterlegte Genotypen sind
jeweils Sprossregenerate eines Kallusses) und deren Selbstungsnachkommen (De:
D. erucoides, C: B. napus cv. ,Ceres’, SE = Selbstungseffizienz, Sa: aus jeweils einem Samen
entstandener Genotyp; nK: Sprossregenerate, die aus n verschiedenen Kallussen entstanden;
mehrere Chromosomenzahlen pro Genotyp weisen auf mixoploides Wurzelgewebe hin).

BC,-Genotyp 2n= Abb. SA::rI;onelL ggfnaeh; c 3221;:‘-' [S%E] re:}r;::::er
enotypen Pflanzen
(DexC1axca | 2 gﬁ'_(gizg' :';)e 9 1 0 0 0
xDeopcta |, QUS| 322 14 25 1) 74 0
(©xDescb |, s BN | 322 44 89 A EC R
(CXDe10]XC1 | 4 ¢ Ggfgignale 3.22f 20 16 1(Sa) 5 1(Sa)
(CxDe1OXC3d | Glsﬁ&gnale 78 49 ; g;; 7,7 1(Sa)
(CXDLTONCIH | 6 cictosionale 60 85 e 0
(CxDe10)xC3g | Gls“jjé?gnale 3.22g+h 64 63 178((345:2) 172 e
R P - O I
z 38-54 305 330 3320((132""'()) 138 3 g‘f(‘;
Chromosomenzahl und Genomzusammensetzung ausgewahlter resistenter BC4S4-

Genotypen sind in den Tabellen 3.14 und 3.15 und in der Abbildung 3.28 dargestellt.
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f

Abb. 3.28: Genomische in situ-Hybridisierung an BC;S-Genotypen (a+b: Mixoploidie
bei dem BC;S;-Genotyp (CxDe9)xC1b[S]7, c: (CxDe9)xC1a[S]1, d: (CxDe10)xC3g[S]8K4.1,
e: (CxDe10)xC3g[S]9K1, f: (CxDe9)xC1b[S]5).

3.3438 Erstellung der zweiten Selbstungsnachkommenschaft der BC, (BC+S,)

und Test auf Resistenz

Resistente BC1S{-Nachkommen wurden einer zweiten Selbstung (Knospenbestdubung)
unterzogen. Die meisten Genotypen waren weitreichend selbstinkompatibel
(durchschnittliche Selbstungseffizienz aller Genotypen: 5,2 %), aber es konnten insgesamt
106 BC4S,-Genotypen erzeugt werden. Die Anzahl der Genotypen bezieht sich auf die aus
jeweils einem Samen entstandenen Genotypen zuziiglich aller Sprossregenerate aus
verschiedenen Kallussen. Einige BC;Ss-Pflanzen zeigten bereits vergleichsweise gute
Fertilitdt. Der maximal erreichte Samenansatz nach Selbstung lag bei
SAsebstung] = 4 Samen/Schote (Genotyp (CxDe9)xC1b[S]5, in Tabelle 3.14 blau unterlegt),
wobei die Keimungsrate der Samen trotz Einsatz von embryo rescue nur bei maximal 10 %
lag (Genotyp (CxDe9)xC1b[S]12 als Mutterpflanze, in Tabelle 3.14 grin unterlegt). Im
Vergleich dazu wies B. napus cv. ,Ceres’ nach Selbstung 20-30 Samen pro Schote mit
einer Keimungsrate von 99 % auf. Von den erstellten BC1S,-Genotypen zeigten 38 eine

starke und stabile Resistenzauspragung (RL = 0, Tab. 3.14).
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Tab. 3.14:

Erstellung

der

BC182:

verwendete

BC,S-Genotypen

und

deren

Selbstungsnachkommen (De: D. erucoides, C: B. napus cv. ,Ceres’, [S] = Selbstung, SE =
Genotyp; nK:

Selbstungseffizienz,

Sa: aus

jeweils

einem

amen

entstandener

Sﬁrossregenerate, die aus n ‘verschiedenen Kallussen generiert wurden; mehrere
Chromosomenzahlen pro Genotyp weisen auf mixoploides Wurzelgewebe hin; gelb unterlegter
Genotyp: mixoploid, vgl. auch Abb. 3.28a+b).
Anzahl Anzahl
BC;S,-Genotyp 2n= Abb. S't?‘zoatz:] QZrz:ehr: BC,S,- [SO/E] resistenter
Genotypen ° Pflanzen
52-56 2(S -
(CxDe9)xC1b[S]5 3.5 Glott Sanale | 328 40 159 K 4(<5‘:()) 175 | 14 ik
44-53 12(S 3(S
(CxDe9)xC1b[S]7 5.0 it Signale | 3289%0 | 232 322 e 2523 7.3 12((13K))
(CxDe9)xC1b[S]10K 24 35 0 0 0
(CxDe9)xCb[S]12 41 89 ;é((ss% 22 . E?Ei
(CxDe10)xC1a[S]1 57 GISZ:-SSignaIe 3.28¢ 145 68 132K 14 0
(CxDe10)xC3d[S]2 42 17 1Sa) 2.4 0
(CxDe10)xC3gISIBKe | . GIS‘Il-is-Signale 3.28d 40 0 0 0 0
(CXDe10)XC3gISIOKT | Gésl;ilgignale 3.28¢ 122 7 0 0 0
i 19 (Sa) 4 (Sa)
by 43-56 686 697 87 (17K) 5,2 34 (7K)

3.3.4.9

(BC41S1xC) und Test auf Resistenz

Riickkreuzung der ersten Selbstungsnachkommenschaft der BC;

Resistente Pflanzen der BC;S;-Generation wurden aufRerdem mit B. napus cv. ,Ceres’
rickgekreuzt (Tab. 3.15). Von 250 erstellten Genotypen erwiesen sich 41 als resistent,
in dieser Generation RL-Werte von 0 erreicht wurden. Den besten
(CxDe9)xC1b[S]5
SAikreuzung) = 3 Samen/Schote (in Tabelle 3.15 blau unterlegt). Die maximal erreichte

wobei auch

Samenansatz nach Kreuzung =zeigte der Genotyp mit

Keimungsrate der Samen lag in dieser Generation bei 30 %, so beim Genotyp
(CxDe9)xC1b[S]7, in Tabelle 3.15 grin unterlegt.

Tab. 3.15: Erstellung der BC41S:xC: verwendete BC;S;-Genotypen (grau unterlegte Genotypen
sind jeweils Sgrossregenerate eines Kallusses) und deren Rickkreuzungsnachkommen (De:
D. erucoides, C: B. napus cv. ,Ceres’, [S] = Selbstung, KE = Kreuzungseffizienz, Sa: aus jeweils
einem Samen entstandener Genotyp; nK: Sprossregenerate, die aus n verschiedenen
Kallussen generiert wurden; gelb unterlegter Genotyp: mixoploid, vgl. auch Abb. 3.28a+b).

Anzahl Anzahl
BC;S,-Genotyp 2n= Abb. An__zahl Anzahl BC;SxC- IfE resistenter
Bliiten Samen [%]
Genotypen Pflanzen

52-56 3 (Sa) 0

(CxDe9)xC1b [S]5 3-5 GISH-Signale 3.28f 26 89 21 (5K) 30,8 4 (1K)
44-53 58 (Sa) 6

(CxDe9)xC1b [S]7 5.9 GISH-Signale | 3282*P 151 270 99 (22K) 53 15 (5K)
3 (Sa) 0

(CxDe9)xC1b [S]10K 17 35 21 (6K) 53 9 (1K)
(CxDe9)xC1b [S]12 22 39 2(Sa) 9,1 0
245 3 (Sa) 2

(CxDe10)xC1a [S]1 5.7 GISH-Signale 3.28¢c 54 66 20 (2K) 9,3 5 (2K)
(CxDe10)xC3g [S]8K1.3 99 3 0 0 0

45
(CxDe10)xC3g [S]8K4 6.7 GlSH Signale | 328 126 5 0 0 0
43-45

(CxDe10)xC3g [S]9K1 2.6 GISH-Signale 3.28e 74 21 0 0 0
69 8

> 43-56 569 528 181 (35K) 18,3 33 (8K)
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3.3.410 Erstellung der dritten Riickkreuzungsnachkommenschaft (BC;) und

Resistenzauspragung in dieser Generation

Resistente BC,-Genotypen mit rapsahnlichem Habitus, Chromosomenzahlen mdéglichst
nahe an der des Rapses und wenig Donorchromatin wurden fir die Erstellung der dritten
Rickkreuzungsnachkommenschaft eingesetzt. Einige interessante Genotypen konnten
nicht gekreuzt werden, was teilweise auf degenerierte Blitenknospen (Abb. 3.29) und
insbesondere auf Griffeldeformationen (in den Tabellen 3.16 und 3.17 orange unterlegte
Genotypen, Abb. 3.30) zurlickzufiihren war. Solche Genotypen eigneten sich auch nicht als
mannlicher Kreuzungspartner; die Pollenvitalitat dieser Pflanzen lag bei nur ca. 30 % der

Pollenvitalitat der Referenzsorte B. napus cv. ,Ceres’ (R. SCHEUNEMANN, pers. Mitteilung).

Abb. 3.29: Degenerierte Blitenknospen bei der resistenten BC,-Pflanze
[(DexC14)xC9aK]xC3K2.4.

Abb. 3.30: Deformierter Griffel einer sterilen
BC,-Pflanze aus der Kreuzung D. erucoides x
B. napus cv. ,Ceres’: [(DexC21)xCK4.20] xC2.
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Tab. 3.16: Erstellung der BCj;: verwendete BC,-Genotypen (grau unterlegte Genotypen sind
jeweils Sprossregenerate eines Kallusses, orange unterlegte Pflanzen  wiesen
Griffeldeformationen auf) und deren Rickkreuzungsnachkommen (De: D. erucoides,
C: B. napus cv. ,Ceres’, KE = Kreuzungseffizienz, Sa: aus jeweils einem Samen entstandener
Genotyp; nK: Sprossregenerate, die aus n verschiedenen Kallussen entstanden; mehrere
Chromosomenzahlen pro Genotyp weisen auf mixoploides Wurzelgewebe hin).

Anzahl Anzahl
BC,-Genotyp 2n= Abb. An__zahl Anzahl BC;- IfE resistenter
Bliiten Samen G [%]
enotypen Pflanzen
52 1(Sa) -
[(DexC14)xCOa(KIXCIK | 4 & cist signale 22 5 2 (1K) 9,1 1 (1K)
45
[(DexC21)xCK4.20]xC1 4.6 GISH.Signale 27 0 0 0 0
45
[(DexC21)xCK4.20]xC2 4-6 GISH-Signale 3.27e 50 0 0 0 0
[(DexC21)xCK4.7]xCK1 33 0 0 0 0
14 (Sa) 1 (Sa)
[(CxDe9)xC1a]xC3 59 74 37 (7K) 35,6 3 (1K)
44-46 42 (Sa) 3 (Sa)
[(CxDe9)xC1a]xC3.4 5.7 GISH-Signale | 3272 137 166 69 (13K) 40,1 5 (2K)
29 (Sa) 2 (Sa)
[(CxDe9)xC1a]xC3.8 66 134 27 (4K) 50 )
45 1(Sa)
[(CxDe9)xC1a]xC33 5.6 GIsH-Signale | 32" 71 10 S 14 0
13 (Sa) 1(Sa)
[(CxDe9)xC1b]xC83K1 96 77 28 (4K) 17,7 )
45 3 (Sa)
[(CXDe9)xC1BIXCBIKT1 | & G151 signale | 3279 29 25 S 10,3 0
2 (Sa) 1(Sa)
[(CxDe9)XxC1b]xC83K1.2 44 36 50 10 (2K) 11,1 S
[(CxDe9)XxC1b]xC83K3 40 5 2l 5 0
[(CxDe9)xC1b]xC83K4.6 55 45 ; 5132; 14,5 L (_Sa)
457
[(CXDe9)xC1bIXCBIKT 2 | 4 & G5 Signale 27 12 0 0 0
27 (Sa) =
[(CxDe9)XxC1b]xCH1K4 43 92 64 (13K) 93 1 (1K)
[(CxDe9)XC1b]xCH1K6 49 25 Zize) 6,1 0
7 (1K)
1(Sa)
[(CxDe9)xC1b]xC60 11 3 13 (2K) 27,3 0
[(CxDe10)xC3d]xC17a 26 1 0 0 v
Ca. 40 (38-44) 49 (Sa) 3 (Sa)
[(CxDe10)xC3d]xC17b 3.5 GISH.Signale | 3270 71 139 77 (12K) 85,9 3 (1K)
[(CxDe10)xC3fIxC40K1.4 20 14 0 0 0
(CxDe10)xC3gIxC5 12 7 6 (2K) 16,7 0
44-47/60 40 (Sa) 2 (Sa)
[Cx(DexC11)3]xC7K1 4-5 GISH-Signale 3.27c 74 163 22 (5K) 60,8 )
2 (Sa) 1(Sa)
[Cx(DexC11)3]xC7K3 14 25 10 (3K) 35,7 S
19 (Sa) 1(Sa)
[Cx(DexC11)3]xC7K5 45 106 17 (6K) 55,6 S
1 (Sa) 1(Sa)
[Cx(DexC11)3]xC7K7 13 15 16 (2K) 23,1 )
61 (Sa) 5 (Sa)
[Cx(DexC11)3]xC7K8 69 174 53 (12K) 106 7 (1K)
3 38-60 1195 | 1367 4%156(3:‘)?()) a | 2 gﬁg
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Die Kreuzungseffizienz bei der Erstellung der BCj; (KEgcs) war hoher als in den
vorangegangenen Ruckkreuzungsgenerationen (KEgc1 = 6 %, KEgc2 = 22 %) und lag bei
34% (1195 bestaubte Knospen, 316 aus Samen generierte Genotypen und
90 entstandene Kallusse). Einige BCy-Pflanzen =zeigten vergleichsweise guten
Samenansatz nach Ruckkreuzung (bis zu SAkreuzung) = 2,5 Samen/bestaubte Knospe beim
Genotyp [Cx(DexC11)3]xC7K8, in Tabelle 3.16 blau unterlegt). Jedoch wurden auch in
dieser Generation, trotz Einsatz von embryo rescue, geringe Keimungsraten verzeichnet.
Die maximale Keimungsrate lag bei 44 %, so wenn der Genotyp [(CxDe10)xC3d]xC17b (in
Tabelle 3.16 griin unterlegt) als Mutterpflanze verwendet wurde.

Von insgesamt 781 erzeugten BC3;-Genotypen zeigten 42 eine gute Resistenzauspragung
(RL = 0).

3.3.411  Erstellung der ersten Selbstungsnachkommenschaft der BC, (BC,S,)

und Test auf Resistenz

Interessante BC,-Genotypen wurden zusatzlich mittels Knospenbestaubung geselbstet.
Die Selbstungseffizienz war im Durchschnitt schlecht (6,3 %), der maximal erreichte
Samenansatz nach Selbstung lag bei SAseistungg = 3,1 Samen/Schote, die maximale
Keimungsrate bei 35 % (jeweils Genotyp [(CxDe10)xC3gxC5, in Tabelle 3.17 blau
unterlegt).

Von insgesamt 310 BC,S1-Nachkommen waren 58 Alternaria-resistent (Tab. 3.17).



ERGEBNISSE

84

Tab. 3.17: Erstellung der BC,S;: verwendete BC,-Genotypen (grau unterlegte GenotyBen sind

jeweils Sprossregenerate eines Kallusses, aufgrund von Griffeldeformationen sterile

flanzen

sind orangée unterlegt) und deren Selbstungsnachkommen (De: D. erucoides, C: B. napus cv.

,Ceres’, S

= Selbstungseffizienz, Sa: aus jeweils einem Samen entstandener Genotyp; nK:

Sﬁrossregenerate, die aus n  verschiedenen Kallussen entstanden; mehrere
Chromosomenzahlen pro Genotyp weisen auf mixoploides Wurzelgewebe hin).
Anzahl Anzahl
BC.-Genotyp 2n= Abb. SA nzahl Anzahl BC,S;- S,,E resistenter
choten Samen [%]
Genotypen Pflanzen
45
[(DexC21)xCK4.20xC1 | , o GISH-Signale 32 0 0 0 0
45
[(DexC21)xCK4.20xC2 | , o GlsH-Signale | 327¢ 64 0 0 0 0
[(DexC21)xCK4.7]xCK1 17 0 0 0 0
[(CXDe9)XC1alxC3 32 17 122((81‘1)) 9,3 L
44-46 14 (Sa) 1(Sa)
[(CxDe9)xC1a]xC3.4 5.7 GISH-Signale | 327 360 442 73 (9K) 6.4 1 (1K)
[(CxDe9)xC1a]xC3.8 102 33 5 (1K) 1 0
45
[(CxDe9)xC1a]xC33 5.6 GISH-Signale 3.27f 23 1 0 0 0
[(CxDe9)xC1b]xC83K1 19 2 0 0 0
45 3 (Sa)
[(CxDe9)xC1b]xC83K1.1 | , GlsH-Signale | 327¢ 144 47 1,4 0
[(CxDe9)xC1b]xC83K1.2 44 64 7 0 0 0
[(CxDe9)xC1b]xC83K3 82 19 1) 1,2 0
[(CxDe9)xC1b]xC83K4.6 31 6 0 0 0
457
[(CxDe9)xC1b]xC83K7.2 | , o GISH-Signale 21 3 0 0 0
[(CxDe9)xC1b]xC61K4 4 6 = 25 0
[(CxDe9)xC1b]xCH61K6 19 3 0 0 0
[(CxDe9)xC1b]xC60 5 14 212((852) 80 8 (1K)
[(CxDe10)xC3dniE]xC9 7 1 6 (Sa) 85,7 1 (_Sa)
ca. 40 (38-44) 2 (Sa)
[(CxDe10)xC3d]xC17b 3-5 GISH-Signale 3.27b 94 14 2,2 0
[(CxDe10)xC3fIxC16b 0 0 0 0 0
[(CxDe10)xC3fIxC40K1.4 7 0 0 0 0
[(CxDe10)xC3fniE]xC27 10 15 6 (_Sa) 60 0
[(CxDe10)xC3gJxC5 21 66 fg gi; 110 | 33
[(CxDe10)xC3g]xC23 32 19 0 0 0
44-47/60 16 (Sa) 4 (Sa)
[Cx(DexC11)3]xC7K1 4.5 GISH-Signale | 327¢ 227 453 100(11K) | 11| 38(5K)
[Cx(DexC11)3]xC7K3 93 143 3a) |5, | 269
[Cx(DexC11)3]xC7K5 152 179 j Efﬁ; 3,3 0
[Cx(DexC11)3]xC7K7 19 10 = 5,3 0
[Cx(DexC11)3]xC7K8 61 46 = 1,6 0
81 (Sa) 11 (Sa)
b 38-60 1742 1556 229 (29K) 6,3 47 (7K)
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3.3.412 Vorlaufige Zusammenfassung und Vergleich der verschiedenen

Generationen innerhalb der D. erucoides-Kreuzungsgruppe

In der Tabelle 3.18 sind die Resistenzauspragung, die Kreuzungs- und
Selbstungseffizienzen (jeweils durchschnittliche und maximale) sowie die maximalen
Samenansatze und Keimungsraten bis zur Erstellung der BCs-, BC,S¢-, BC1S,- und
BC.S4xC-Generationen vergleichend dargestellt. ,Maximal’ bezieht sich hierbei stets auf
Einzelpflanzen der jeweiligen Generation. Alle Werte beziehen sich auf Daten aus embryo
rescue-Versuchen. Der Samenansatz war jedoch in der Regel bei freier Abbllte zwei- bis

dreimal hoher.

Tab. 3.18: Ubersicht (iber die verschiedenen Generationen der D. erucoides-Kreuzungsgruppe
(max. = maximal erreichter Wert, bezogen auf eine Einzelpflanze der jeweiligen Generation).
Alle Angaben beziehen sich auf mittels embryo rescue erstellte Nachkommenschaften.
Verschiedene resistente Pflanzen, die aus demselben Kallus generiert wurden, z&hlen als ein
Genotyp. Die Klasse S-R stellt keine genetische Klasse dar, sondern basiert auf der
Beobachtung schwacher Krankheitssymptome bei einigen Pflanzen. KE und SE beziehen sich
jeweils auf die Genotypen zur Erstellung der genannten Generation.

Generation
F1 Fz BC1 BC1S1 BCz BCZS1 BC1SZ BC1S1XC BC3
Resi 49 S 718 758 86 S 248 818 3418
esistenz-
auspragung 21S-R 8 S-R 17 SR 58-R 1S8-R 7SR 37S-R
(%] 100R | 100R | 30R | 21R 8R 18R | 1R | 16R | 28R
Kreuzungs-
effizienz gesamt 26 59 22,5 18,3 34
[%]
Kreuzungs-
effizienz max. 40 69,8 53 106
[%]
SAkreuzung) Max.
[Samen/Knospe] 1.2 2.3 34 2.5
Selbstungs-
effizienz gesamt 13,8 6,3 5,2
[%]
Selbstungs-
effizienz max. 38,6 109,5 22
[%]
SA[Serstung] max.
[Samen/Schote] 2 3.1 4
Keimungsrate
gesamt [%] 26 28 13 28 7 5 20 30
Keimungsrate
max. [%] 100 19 43 35 10 30 44
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3.3.413 Aufspaltung der Resistenz in den zuletzt erstellten Generationen

In Tabelle 3.19 sind die Verhaltnisse von resistenten zu anféalligen Pflanzen in den vier
zuletzt erstellten Generationen dargestellt. Die stark von den klassischen
Spaltungsverhaltnissen monogen-dominanter Erbgédnge nach Rickkreuzung bzw.
Selbstung abweichenden Zahlen zeigen, dass auch bei der Erstellung dieser spateren

Generationen noch erhebliche Meiose-Unregelmafigkeiten auftraten.

Tab. 3.19: Aufspaltung resistenter und anféalliger Genotypen der zuletzt erstellten Generationen
aus der Kreuzung B. napus x D. erucoides (Sa: aus jeweils einem Samen entstandener
Genotyp, nK: Sprossregenerate aus n verschiedenen Kallussen).

. Anzahl resistenter Anzahl anfilliger )
Generation Genotypen (R) Genotypen (S) Aufspaltung (R:S)

4 (Sa) 15 (Sa) 4.

BC:S: 34 (7K) 53 (10K) 1:2
11 (Sa) 69 (Sa) Y

BC2S, 47 (7K) 182 (22K) £
8 (Sa) 61 (Sa) iy

BC1S:xC 33 (8K) 148 (27K) 1:6
22 (Sa) 296 (Sa) -

BCs 20 (6K) 445 (84K) 114

3.3.414 Charakterisierung der resistenten Genotypen aus den zuletzt
erstellten Generationen (BC;, BC,S,, BC4S; und BC,S:xC)

Morphologie und Fertilitat

Die Genotypen der zuletzt erstellten Generationen (BC;, BC,S4, BC4S, und BC4S:xC)
wurden hinsichtlich ihrer Morphologie und Fertilitdt untersucht. Die resistenten Genotypen
(45 aus jeweils einem Samen und 134 Regenerate aus insgesamt 28 Kallussen)
zeichneten sich durch hellgelbe, intermedidre Blutenfarbe aus, ca. 80 % der Nachkommen
zeigten einen rapsahnlichen Habitus. Einige Nachkommen fielen durch aberrante
Phanotypen auf, insbesondere durch Verzwergung, unregelmaligen Wuchs, Verdickung
der Blatter, deformierte Griffel und Entwicklungsstérungen im Bereich der Bllten
[Auswachsen zusatzlicher Blutenstdnde aus Schoten (Abb. 3.31), Degeneration oder
vollstandiges Ausbleiben der Blite].

Zur Bestimmung der Fertilitat der resistenten Pflanzen (bezogen auf den Samenansatz
nach Knospenbestdubung sowie die Keimungsrate der gewonnenen Samen) wurden an
jedem Genotyp mindestens vier Blitenstande mittels Knospenbestaubung geselbstet. Der
Samenansatz war in diesen Generationen insgesamt schlecht: Innerhalb der 179
resistenten Nachkommen wurde bei 93 Genotypen kein Samenansatz beobachtet

(Selbstinkompatibilitdt, im Folgenden Sl). 40 Nachkommen zeigten mit maximal sieben
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Samen pro behandeltem Blitenstand (bestehend aus ca. zehn Schoten) schwache
Fertilitat [(Selbstkompatibilitat), im Folgenden (SK)]. Bei drei Pflanzen wurden mehr als
sieben Samen/Blitenstand gezahlt (Selbstkompatibilitat, SK): Der BC;:S1xC-Genotyp
[(CxDe9)xC1b][S]7xC11 hatte im Schnitt sechs und die BC,Ss-Genotypen
[(CxDe10)xC3gxC5[S}4b und [(CxDe10)xC3gxC5[S]11 drei Samen pro Schote (d. h.
ca. 60 respektive 30 Samen/Fruchtstand). Die Keimungsrate lag jeweils bei ungefahr 30 %.
Im Vergleich dazu weist die Referenzsorte B. napus cv. ,Ceres’ ca. 30 Samen/Schote mit

einer Keimungsrate von 99 % auf.

Abb. 3.31: Haufig beobachtete Entwicklungsstérung im Bereich der Bliten: Nach dem Bliihen
wachst die Narbe zu einem neuen Blutenstand aus, es kommt in der Regel zu keinem
Samenansatz.

Chromosomenzahl und Genomzusammensetzung

Einige resistente Genotypen aus den vier zuletzt erstellten Generationen wurden mittels
klassischer Chromosomenzahlanalysen an Wurzelspitzen bzw. mittels genomischer in situ-
Hybridisierung untersucht. Die Chromosomenzahlen lagen bei 2n = 40-61, wobei auch in
diesen Generationen einige Genotypen 2n = ca. 45 aufwiesen. Die Ergebnisse sind in den

Abbildungen 3.32 und 3.33 zusammengefasst.
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F4 BC, BC,/BC;S,
Cx(DexC11)3xC7K1xC19:
2n =50
Cx(DexC11)3xC7K8xC5:
2n=45
Cx(DexC11)3 Cx(DexC11)3xC7K Cx(DexC11)3xC7K8xC9:
2n = 38-44 xC 2n = 44-47/60 20 -8 4Sianale
4-6 Signale —— 4-5 Signale Cx(DexC11)3xC7K8xC19:
mixoploid mixoploid 2n = 50-52_4 Sianale
Cx(DexC11)3xC7K8xC26K1:
2n ~40
C Cx(DexC11)3xC7K8xC52.1:
2n'= 45 2 Sianale
Cx(DexC11)xC7K1[S]1:
2n=44
F, Cx(DexC11)3xC7K1[S]10K:
2n = 26 2n =45
i xC :
7 Signale (CXZDEQ);(;ﬂa xc [(CxDe9)xC1a]xC3 [(CxDe9)x(§:a=]1(f3xC18Ka.
n-~ = 2n = 44-46
47 Signale 5-7 Signale e P e
xC [(CxDe9)xC1b]x[S]5xC1c:
[(CxDe9)xC1b][S]5 2n =48
2n = 52-56
(szDeQ)Zf1 b 3-5 Signale [(cx?,,e.g L’U‘CJ.';];E,S"L7.£S]4'
n~
24 Signale ._[S] [(CxDe9)xC1b][S]7
mixoploid 2n = 46-53
5-9 Signale s

[(CxDe9)xC1bx[S]7xC31b:

2n = 43-45 2-4 Sianale

[(CxDe9)xC1b][S]7xC43K1:
2n =61

[(CxDe9)xC1b][S]7xCA47b:
2n = 42.44 4.6 Sianale

|:| Sl 2n=42
[]sK (CxDe10)xC3g:

2n = 43-4 xC [(CxDe10)xC3g]xC5[S]s:
|:| (SK) 7nSig:a|es ———p [(CxDe10)xC3gxC5 2n =38-42 4 Sianale
. SK mixoploid

Abb. 3.32: Entwicklung der Chromosomenzahlen in ausgewahlten resistenten Nachkommen
aus der D. erucoides-Kreuzungsgruppe. Die Fertilitdt ist in Farbe dargestellt: je dunkler das
grin, desto fertiler zeigte sich der Genotyp. Der Nachkomme mit der besten Fertilitat ist
zusatzlich durch einen Pfeil gekennzeichnet. Der gestreift unterlegte Genotyp war Alternaria-
anfallig, bei weil} unterlegten Genotypen wurde die Fertilitdt nicht bestimmt (Signale =
Donorchromatin, das als rot gefarbtes FITC-Signal sichtbar gemacht wurde).

Die Pflanze mit dem besten Samenansatz nach  Selbstung — Genotyp
[(CxDe9)xC1b][S]7xC11, 2n = 44 — zeichnete sich durch die Prasenz dreier Chromosomen
der Donorart aus, von denen es sich bei einem mdglicherweise um ein rekombinantes
Chromosom handelte (in Abb. 3.33a+b durch Pfeile gekennzeichnet). Alternativ ware auch
ein akrozentrisches Chromosom denkbar.

Die GISH-Analysen zeigen, dass auch bei der Erstellung dieser spateren Generationen
noch Gameten mit variablen Chromosomensatzen an der Zygotenbildung beteiligt waren.
Die Anzahl der Chromosomen korrelierte nicht mit dem Grad der Fertilitat eines Genotypen
(Abb. 3.32).
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Abb. 3.33: Chromosomenzahlen und Genomzusammensetzungen ausgewahlter resistenter
(auBer j = anfallig) Genotypen der zuletzt erstellten Generationen: a-d: [(CxDe9)xC1b] [S] 7xC11,
2n =44, drei GISH-Signale; e: [(CxDe9)xC1b] [S] 7xC23, 2n =42, drei GISH-Signale; f+g:
[(CxDe9)xC1b] [S] 7xC47b, 2n =42, vier GISH-Signale; h: {{[Cx(Dex11)3]xC7K8}xC9, 2n = 44,
vier GISH-Signale; i: {[Cx(Dex11)3]xC7K8}xC19, 2n =50, funf GISH-Signale;
j: {[Cx(Dex11)3]xC7K8}xC52.1, anfélliger Genotyp mit 2n=45 und 2zwei GISH-Signalen;
k: {[(CxDe10)xC4g]xC5 [S] 11, 2n =43, drei GISH-Signale; I: {{[(CxDe9)xC1a]xC3}xC18Ka),
klassisches Chromosomenpraparat, 2n = 44.



ERGEBNISSE a0

Die aus den Knospenbestaubungen der fertileren Genotypen hervorgegangenen Samen
wurden ausgelegt und die daraus resultierenden Pflanzen auf Resistenz getestet: Von
insgesamt 73 untersuchten Nachkommen (davon 48 aus der Selbstung
([(CxDe9)xC1b][S]7xC11[S]) zeigten sieben eine schwach ausgepragte Resistenz, von

denen ein Genotyp einen rapsahnlichen Habitus aufwies.

3.4 Vergleich der Resistenzauspragungen bei den Nachkommen der

verschiedenen Kreuzungsgruppen

In der Tabelle 3.20 ist die Starke der Resistenzauspradgung in den verschiedenen
Kreuzungsgruppen vergleichend dargestellt. Die BC;S,-, BC1S4xC-, BC,S4- und BCs-
Generationen der D. erucoides-Gruppe sind in der Tabelle nicht aufgeflhrt, der
Lasionsdurchmesser der jeweils besten Genotypen lag in diesen Generationen ebenfalls
bei 0 % der Lasionsgrée von B. napus cv. ,Ceres’.

Eine Liste der BC;S,-, BC1S1xC-, BC,S4- und BCjz;-Nachkommen mit Angaben zur
Resistenzauspragung, zum Habitus, zu Chromosomenzahlen und zur Fertilitat befindet
sich im Anhang (Tab. A1).

Tab. 3.20: La&sionsdurchmesser der verschiedenen Resistenzdonoren und deren
Kreuzungsnachkommen (LD: L&sionsdurchmesser in Prozent des durchschnittlichen
Lasionsdurchmessers von B. napus cv. ‘Ceres’).

LD' des LD? des besten Genotyps in der Generation
B. napus Resist
(+)Ix esistenz-
donors F1 F2 BC BC1S4 BC;
S. alba 40,1 37,5 13,3 32,4 51,7 56,6
B. elongata 43,2 - 19,7 - 32,9
D. tenuifolia 46,0 9,7 11,4 - -
D. erucoides 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

! Die Lasionsdurchmesser sind Mittelwerte aus 36 Lasionen

2 Die Lasionsdurchmesser sind Mittelwerte aus 18-27 Lasionen
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3.5 SSR-Markeranalysen

3.51 Screening nach Resistenz-gekoppelten SSR-Markern anhand von BC,-

und BC;S,;-Genotypen

Mit dem Ziel, eine markergestitzte Selektion resistenter Genotypen in zukiinftigen
Ruckkreuzungs- bzw. Selbstungsnachkommen zu etablieren, wurden von 196 C-Genom-
spezifischen Raps-Mikrosatelliten-Markern aus privatwirtschaftichem Besitz solche
identifiziert, die mit der Auspragung der Resistenz korrelieren [Dr. J. Schondelmaier,
Saaten-Union Resistenzlabor GmbH, Leopoldshéhe, Deutschland; das Projekt wurde
freundlicherweise von der Norddeutschen Pflanzenzucht, Hohenlieth (NPZ) finanziert].
Hierfir wurde zunachst die DNA von jeweils 16 anfalligen und 14 resistenten BC,- bzw.
BC1S+-Genotypen zusammengefasst (bulked segregant analysis, eine Liste der hierflr
verwendenten Genotypen befindet sich in Tabelle A3 im Anhang) und 16 polymorphe (d. h.
Unterschiede innerhalb der DNA-Pools anzeigende) Marker anschliefend auf
Einzelpflanzenebene Uberpriift. Bezogen auf die 16 anfalligen und 14 resistenten BC,-
bzw. BC;Ss-Einzelpflanzen sowie auf die resistenten und anfalligen Eltern wurden acht
putativ Resistenz-gekoppelte Marker identifiziert und der resistenzvermittelnde Abschnitt
auf Chromosom N19 von B. napus (vermutlich zentral auf dem unteren Chromosomenarm,
bezogen auf die Rapskarte) bzw. auf einem chromosomalen Abschnitt der Donorart mit
Homologien zu Chromosom N19 lokalisiert. Die Marker zeichnen sich durch kodominante
Vererbung aus und zeigten jeweils eine D. erucoides-spezifische, Resistenz-gekoppelte
Bande (im Folgenden R-Bande genannt) und eine B. napus-spezifische Bande (im
Folgenden S-Bande genannt). Alle resistenten Genotypen zeigten das heterozygote
Bandenmuster (R-Bande und S-Bande). Drei der anfallig bonitierten Genotypen wiesen
jedoch auch dieses Bandenmuster auf. Die Diskrepanz zwischen der Resistenzbonitur und
den Markeranalysen (im Folgenden als Rekombination bezeichnet) bei anfallig bonitierten
Pflanzen kann entweder durch den - noch zu grof’en - Abstand zwischen dem
Resistenzgen und dem Marker (verbunden mit Rekombinationsereignissen zwischen dem
resistenzvermitteinden DNA-Abschnitt aus D. erucoides und dem Rapsgenom) oder durch
physiologische Effekte bzw. gene silencing erklart werden. Der Resistenz-gekoppelte SSR-
Marker HMR 997 erwies sich als gut geeignet zur Bandenauftrennung in hochprozentigen
Agarose-Gelen (der GrofRRenunterschied zwischen der R- und der S-Bande liegt hier bei
ca. 8 bp) und wurde freundlicherweise von Dr. J. Schondelmaier fiir Analysen an den

nachsten Generationen im Rahmen der vorliegenden Arbeit zur Verfliigung gestellt.
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3.5.2 Uberpriifung des SSR-Markers HMR 997 an ausgewihiten BC;-,
BC.S;-, BC;S.- und BC;S,xC-Genotypen

Anhand von spaltenden Riickkreuzungs- und Selbstungsnachkommenschaften von einem
resistenten BC1S4- und zwei resistenten BC,-Genotypen wurde die Eignung des Resistenz-
Markers HMR 997 an insgesamt 81 Nachkommen Uberprift. Einige Genotypen stellten
verschiedene Regenerate von Kallussen dar (in den Tabellen 3.21 und 3.22 durch graue
Schriftfarbe gekennzeichnet). Die untersuchten unterschiedlichen Regenerate eines
Kallusses verhielten sich sowohl in der Resistenzbonitur als auch in den Markeranalysen
einheitlich und wurden bei der Berechnung der Rekombinationsrate jeweils als nur ein
Genotyp gewertet.

Die fir die Markeranalysen ausgewahlten Nachkommen sowie die PCR-Ergebnisse sind in
den Tabellen 3.21 und 3.22 sowie exemplarisch in der Abbildung 3.34 dargestellt.

Tab. 3.21: Vergleich der Ergebnisse aus Resistenztests und Markeranalysen (SSR-Marker) an
Ruckkreuzungs- (BC4S4xC) und Selbstungsnachkommen (BC;S,) einer resistenten BC;S;-
Pflanze (grau unterlegt) aus der Kreuzung D. erucoides x B. napus: rr = zeigt homozygotes,
-anfalliges* Bandenmuster, Rr = heterozygot in Bezug auf den SSR-Marker. Genotypen, bei
denen die Ergebnisse aus Resistenztest und Markeranalyse nicht korrelieren, sind rot bzw.
orange unterlegt.

Resistenzbonitur Genotyp SSR-Marker

BC1S1 [(CxDe9)xC1b] [S] 7 Rr

BC1S1xC {[(CxDe9)xC1b] [S] 7}xC11 Rr

BC1S1xC i[iCxDeQixC1b] [S] 7ixC15 Rr

BCS1xC {[(CxDe9)xC1b] [S] 7}xC30K1 Rr

BC1S1xC {[(CxDe9)xC1b] [S] 7}xC31b Rr

BC1S1xC {[(CxDe9)xC1b] [S] 7}xC36K4 rr

BC1S:xC {[(CxDe9)xC1b] [S] 7}xC43K1 Rr

R BC1S1xC {[(CxDe9)xC1b] [S] 7}xC45K3 Rr
BC1S1xC {[(CxDe9)xC1b] [S] 7}xC47b r

BC1S:xC i[iCxDeQixC1b] [S] 7ix054K1 Rr

BC1S; {[(CxDe9)xC1b] [S] 7}[S] 4 Rr

BC1S; {[(CxDe9)xC1b] [S] 7}[S] 12 Rr

BC1S; {[(CxDe9)xC1b] [S] 7}[S]14K1 Rr

BC1S. {[(CxDe9)xC1b] [S] 7}[S]14K2 Rr

BC1S; {[(CxDe9)xC1b] [S] 7}[S]14K9 Rr

BC1S; {[(CxDe9)xC1b] [S] 7}S]14K11 Rr

BC1S1xC {[(CxDe9)xC1b] [S] 7}xC28K1 rr

BC;S:xC i[iCxDeQixC1b] [S] 7ixCS7K2.1 rr

BC1S1xC {[(CxDe9)xC1b] [S] 7}xC33b rr

BC1S1xC {[(CxDe9)xC1b] [S] 7}xC64K1 rr

S BC4S:xC {[(CxDe9)xC1b] [S] 7}xC78 rr
BC1S:1xC {[(CxDe9)xC1b] [S] 7}xC69 r

BC1S:xC {[(CxDe9)xC1b] [S] 7}xC80.2
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Tab. 3.22: Vergleich der Ergebnisse der Resistenzbonitur und der Markeranalysen an
Rickkreuzungs- (BC3) und Selbstungsnachkommen (BC,S,) zweier resistenter BC,-Pflanzen
(jeweils grau unterlegt) aus der Kreuzung D. erucoides x B. napus: rr = zeigt homozygotes
.-anfalliges* Bandenmuster, Rr = heterozygot in Bezug auf den SSR-Marker. Genotypen, bei
denen die Ergebnisse aus Resistenztest und Markeranalyse nicht korrelierten, sind rot

unterlegt.
Resistenzbonitur Genotyp SSR-Marker
BC; [Cx(DexC11)3]xC7K1* Rr
BC; {[Cx(DexC11)3]xC7K1}xC 15 Rr
BC,S+ {{Cx(DexC11)3]xC7K1}[S] 1 Rr
BC.S1 {[Cx(DexC11)3]xC7K1}[S] 3K1 Rr
R BC,S {[Cx(DexC11)3]xC7K1}[S] 4K3 Rr
BC,S {[Cx(DexC11)3]xC7K1}[S] 7K10 Rr
BC,S: {{Cx(DexC11)3]xC7K1}[S] 14 Rr
BC,S: {{Cx(DexC11)3]xC7K1}[S] 15 Rr
BC.S1 {[Cx(DexC11)3]xC7K1}[S] 17 Rr
BC,S1 {[Cx(DexC11)3]xC7K1}S] 10K16.1 Rr
BC; {[Cx(DexC11)3]xC7K1}xC 4 rr
BC3 {[Cx(DexC11)3]xC7K1}xC 6 I
BCs {[Cx(DexC11)3]xC7K1}xC 8 rr
BC; {[Cx(DexC11)3]xC7K1}xC 11 r
BC; {[Cx(DexC11)3]xC7K1IxC 12b r
BC; {[Cx(DexC11)3]xC7K1}xC 13 rr
BC; {[Cx(DexC11)3]xC7K1}xC 24K1 I
BC; {[Cx(DexC11)3]xC7K1IxC 24K2 rr
BC; {[Cx(DexC11)3]xC7K1}xC 25.7 T
BC; {[Cx(DexC11)3]xC7K1}xC 25.11 rr
BC; {[Cx(DexC11)3]xC7K1}xC 27 rr
S BCs {[Cx(DexC11)3]xC7K1}xC 31
BCs {[Cx(DexC11)3]xC7K1IxC 41.3
BCs {[Cx(DexC11)3]xC7K1}xC 42.1 I
BCs {[Cx(DexC11)3]xC7K1IxC 44 r
BC,S+ {{Cx(DexC11)3]xC7K1}[S] 5K1.5 rr
BC.S1 {[Cx(DexC11)3]xC7K1}[S] 12K1 rr
BC.S {[Cx(DexC11)3]xC7K1}[S] 25 rr
BC,S+ {{Cx(DexC11)3]xC7K1}[S] 27K3.3 m
BC,S1 {[Cx(DexC11)3]xC7K1}S] 27K4 rr
BC, [Cx(DexC11)3]xC7K8* Rr
BCs {{Cx(DexC11)3]xC7K8}xC5 Rr
R BCs {[Cx(DexC11)3]xC7K8}xC9 Rr
BCs {[Cx(DexC11)3]xC7K8}xC19 Rr
BCs3 {{[Cx(DexC11)3]xC7K8}xC26K2 Rr
BC; {[Cx(DexC11)3]xC7K8}xC1 rr
BC; {[Cx(DexC11)3]xC7K8}xC10b I
BC; {[Cx(DexC11)3]xC7K8}xC12K2 rr
BC3 {[Cx(DexC11)3]xC7K8}xC27K5a rr
BCs {[Cx(DexC11)3]xC7K8}xC29 rr
S BCs {[Cx(DexC11)3]xC7K8}xC40 I
BCs {[Cx(DexC11)3]xC7K8}xC50.1 r
BC; {[Cx(DexC11)3]xC7K8}xC52.1 rr
BC; {[Cx(DexC11)3]xC7K8}xC54.1 r
BC; {[Cx(DexC11)3]xC7K8}xC55K rr
BC; {{Cx(DexC11)3]xC7K8}xC55K3 rr
BCs {[Cx(DexC11)3]xC7K8}xC71K4 r

* Die BC,-Genotypen [Cx(DexC11)3]xC7K1 und [Cx(DexC11)3]xC7K8 wurden aus demselben Kallus regeneriert.
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M C De R1T R2 R3 R4 R5 S1 S2 S3 S4 S5 H,0

Abb. 3.34: Gelelektrophoretisch (in 3%igem Agarosegel) aufgetrennte PCR-Produkte mit dem
Primerpaar HMR 997 (M = Marker 100 bp+, C = B. napus cv. ,Ceres’, De = Diplotaxis
erucoides, R = resistent bonitierter Genotyp, S = anfallig bonitierter Genotyp). Der Pfeil markiert
die Laufthdhe der Resistenz-gekoppelten Bande. Der anfallig bonitierte Genotyp S1 zeigt die
Resistenz-gekoppelte Bande.

In den untersuchten Nachkommenschaften traten sowohl resistent bonitierte Pflanzen auf,
die nicht die Resistenz-gekoppelte Bande zeigten, als auch anfallig bonitierte Pflanzen, die
die Resistenz-gekoppelte Bande zeigten (insgesamt 15 Rekombinanten, Tab. 3.21 und
3.22, Abb. 3.34). Dies macht deutlich, dass Rekombinationsereignisse zwischen dem
Rapsgenom und dem der Donorart grundsatzlich méglich sind. Die ,Rekombinationsrate”
zwischen dem verwendeten Marker und Resistenzbonitur lag bei den untersuchten
Nachkommen im Schnitt bei ca. 20 %.

Die Markeranalysen zeigten auflerdem, dass unter den getesteten Pflanzen bis zu diesem
Stadium des Kreuzungsprogramms noch keine fir den Resistenzlokus homozygoten

Selbstungsnachkommen auftraten.

Anhand von insgesamt 63 in Bezug auf die Resistenz spaltenden Einzelpflanzen
(30 BC1S4- und BC,-Pflanzen sowie 34 BC3-, BC1S1xC-, BC,S+-, und BC;S,-Pflanzen, vgl.
Tab. A1-A3 im Anhang) wurden im Anschluss sieben weitere in der Saaten-Union
Resistenzlabor GmbH. evaluierte, Chromosom N19-spezifische Resistenz-Marker auf den
jeweiligen Grad der Kopplung getestet (Dr. J. Schondelmaier). Die Marker HMR 878, HMR
880, HMR 744 und HMR 1003 zeigten die wenigsten Rekombinationen (13 %). Unter den
untersuchten Nachkommen konnten Genotypen identifiziert werden, die wahrscheinlich
kleine resistenzvermittelnde, fest in das Rapsgenom integrierte DNA-Abschnitte aus der
Donorart tragen. Indizien hierfir waren zwei Einzelpflanzen, die ein kleineres Diplotaxis-
DNA-Fragment auf dem Rapschromosom N19 zeigten als die anderen. Es handelte sich
hierbei um die BC1S1xC-Genotypen {[(CxDe9)xC1b][S]7}xC36K4 und {[(CxDe9)xC1b][S]7}
xC47b (in Tab. 3.21 und 3.22 orange unterlegt). Beide (resistenten) Genotypen zeigten das

anfallige Bandenmuster beim Marker HMR 997. Bei den naher am Resistenzlokus
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liegenden Markern HMR 1002, HMR 878, HMR 880, HMR 744 und HMR 1003 wurde
hingegen das heterozygote Bandenmuster beobachtet. Ein ahnliches Ergebnis wurde bei
dem BC;S4-Genotypen [(CxDe9)xC1b][S]7 beobachtet. Letzterer diente zur Erstellung der
beiden oben genannten Nachkommen. Das integrierte DNA-Stlck war bei dem BC;S¢-
Genotypen jedoch noch groRer als bei den riickgekreuzten BC,SixC-Genotypen. Eine
detaillierte Tabelle Uber die Ergebnisse aller getesteter Marker befindet sich im Anhang
(Tab. A2).



