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ZUSAMMENEFASSUNG

Ausgehend von den Strukturen, der Anzahl und dem
Meioseverhalten der Chromosomen wird die Abstam-
mung der wirtschaftlich genutzten Nicotiana-Arten
aufgezeigt.

Die Darstellung der Grundlagen einer ziichterischen
Verinderung etfolgt anhand des Blihverlaufes, der zu
erwartenden Fertilitdt, der Inkompatibilitits- und Steri-
lititsreaktionen, der Samenbildung und Samenkeimung.

Im Abschnitt Sortenziichtung wird nach einem Uber-
blick iiber die Entwicklung der Sortenziichtung das
vorhandene und herzustellende Sortenausgangsmaterial
beschrieben, Dabei wird auch der Einsatz von Steritkul-
turtechniken analysiert.

Der Darstellung der verschiedenen Zuchtmethoden
sind Ubersichten iber deren erfolgreiche Anwendung
beigefigt.

SUMMARY

Starting from the description of the structure, number
and meiotic behaviour of chromosomes, the evolution
of the economically important Nicotiana species is ana-
lyzed.

Flowering, expected fertility, incompatibility and male
sterility, seed development, as well as germination, are

* Bingegangen: 5. Okeober 1984,

used as criteria to outline the principles of Nicotiana
breeding.

The chapter entitled *Sortenziichtung” (variety breed-
ing) includes a survey of the development of varieties,
the breeding material available and that to be estab-
lished. The application of sterile culture techniques in
Nicotiana breeding is discussed.

The presentation of the different breeding methods
applied includes compilations of released tobacco varie-
ties.

RESUME

L’évolution des variétés commerciales de Nicotiana est
étudiée A partir des structures et du nombre des chro-

_mosomes ainsi que du comportement de la méiose,

La présentation des principes fondamentaux de la sélec-
tion des Nicotiana est effectuée au moyen des crit2res
que constituent la floraison, la fertilité escomptée, les
réactions d’incompatibilité ou de stérilité ainsi que la
spermatogéndse et la germination,

Le chapitre «Sortenziichtung» (sélection des variétés)
donne un aper¢u du développement des variétés ainsi
que du matériau initial dont on dispose et de celui qu’il
faudra produire. L’utilisation des techniques de culture
stérile est également traitée,

La présentation des différentes méthodes de sélection
est accompagnée de tableaux synoptiques regroupant
les succds obtenus lors de leur application.
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1. Cytogenetik

1.1. CHROMOSOMENANZAHL

Der ausgeprigten morphologischen und physiologi-
schen Differenzierung der Vertreter der Gattung Nico-
tiana entspricht ein unterschiedlicher Chromosomen-
bestand der einzelnen Arten., Wihrend in den in Ame-
rika vorkommenden Arten die Chromosomenanzahl
iiberwiegend 24 betrigt, besitzen andere 18, 20 oder
48 Chromosomen. Australische Species dagegen haben
32 bis 48 Chromosomen mit allen Ubergingen, ausge-
nommen 34 und 46, Die Chromosomengrundzahl, ent-
sprechend dem haploiden Chromosomensatz, betrige
fir etwa die Hilfte der bisher analysierten etwa 70 Arten
n = 12, fiir weitere elf Species ist n = 24 Chromoso-
men, Andere Chromosomengrundzahlen werden mit
n = 9, 10, 16, 18, 19, 20, 21 und 22 angegeben {Dar-
LINGTON und WyLIE 1955; Goopspeep 1961). .
Nach der von Goopspeep (1954) verwendeten taxono-
mischen Einordnung von Nicotiana-Arten enthalten
der Subgenus Rustica mit der Sektion Rusticae (Nico-
tiana rustica L.) und der Subgenus Tabacum mit der
Sektion Genwinae (N. tabacum L) nur Arten, die ein
gerades Vielfaches der Chromosomengrundzahl besit-
zen, also z, B, 24 oder 48 Chromosomen, Der dritte
Subgenus Petsnioides dagegen umfaflt neben Arten mit
geradem Vielfachen der Chromosomengrundzahl auch
solche, dic Aneuploide darstellen mit einer reduzierten
Chromosomenanzahl.

1.2. CHROMOSOMENSTRUKTUR

Die Chromosomen der Nicoitana-Arten sind ver-
gleichsweise kurze Chromosomen. Im Subgenus Ru-
stica zusammengefalte Arten besitzen fast ausschliei-
lich Chromosomen mit zwei gleich langen Schenkeln,
Im Subgenus Tabacwm treten in den Genomen neben-
einander Chromosomen mit etwa gleich langen Schen-
keln und solche mit einem sehr langen und einem sehr
kurzen Arm auf. Das Verhiltnis von metazentrischen
zu acrozentrischen Chromosomen betrigt etwa 5:2.
Im Subgenus Petunioides ist das entsprechende Armlan-
genverhiltnis der Chromosomen etwa 1 : 1. Es ist fest-
zustellen, dafl die morphologische Vielfalt der Arten im
Subgenus Petunioides zusammentrifft mit einer stirke-
ren Chromosomendifferenzierung. Ein ursichlicher Zu-
sammenhang sollte daraus jedoch nicht abgeleitet wer-
den.

1.3. CHROMOSOMENPAARUNG UND
ALLOPLOIDIE

Die generative Vermehrbarkeit eines Organismus hingt
von dessen Fihigkeit ab, Gameten auszubilden. Diese
Fihigkeit wird entscheidend von einer geordneten Paa-
rung aller Chromosomen wihrend der Meiose be-



stimmt, wobei bevorzugt die Paarung “homologer
Chromosomen erfolgt. Homologe Chromosomen sind
die sich entsprechenden Chromosomen aus dem miit-
terlichen und dem viterlichen Genom. Sie besitzen
zueinander eine groflere Homologie als zu den iibrigen
Chromosomen, Die entstehenden Paarungsverbinde
vereinigen entsprechend der Anzahl homologer Chro-
mosomen zwei, vier oder mehr Chromosomen und
fithren zu einer Bivalent-, Quadrivalent- oder Multiva-
lent-Konfiguration.

Aus der Beobachtung des Paarungsverhaltens der
Chromosomen in Kreuzungsbastarden zwischen Nico-
tiana-Arten wurde geschlossen, dafl eine grofie Anzahl
von Nicotiana-Arten nicht diploide oder autopoly-
ploide Formen darstellen, sondern allotetraploide Art-
bastarde sind.

Werden eine Art A mit dem Genom A und eine Art B
mit dem Genom B miteinander gekreuzt, so ist trotz
erfolgreicher Hybridisation nicht von einer Homologie
aller Chromosomen auszugehen, Neben anderen Me-
chanismen fihet dieses zu gestdrter Chromosomenpaa-
rung und daraus resulticrender mehr oder weniger stark
ausgepragter Sterilitit. Sind jedoch in dem Kreuzungs-
bastard das Genom A zweimal und auch das Genom B
zweimal vertreten, so kénnen Paarungen zwischen ho-
mologen Chromosomen jeweils innerhalb Genom A
bzw. Genom B erfolgen. Damit finden zwei Teilmeio-
sen statt, die bei zeiticher Koordination zu voller Fer-
tilitat filhren, In dem geschilderten Beispie! wird ein aus
den beiden unterschiedlichen, verdoppelten Genomen
A und B zusammengesetztes allotetraploides Genom
ebenso wie das Genom A oder das Genom B allein
meiotisch verteilt.

Diese amphidiploiden Konstitutionen besitzen, neben
einer Reihe anderer wichtiger Kulturpflanzenarten wie
Raps und Brotweizen, auch Nicotiana-Arten. Es wird
als sicher angenommen, daf die existierenden Arten mit
24 Chromosomen aus zwdlfchromosomigen, die
48chromosomigen aus 24chromosomigen {iber den Weg
der Allotetraploidie entstanden sind.

Nicotiana tabacwm L. kann auf Grund taxonomischer
Daten neben zwei Genomen von N. sylvestris mit je
12 Chromosomen zwei Genome entweder von N, to-
mentosa R. & P., N. tomentosiformis Goobsp., N. cto-
phora Gris. oder von einem anderen Vertreter der Sek-
tion Tomentosae enthalten. Die Chromosomengrund-
zahl ist fiir alle genannten Nicotiana-Arten n = 12, so
daB bei Allotetraploidie die Gesamtzahl der Chromo-
somen in N. tabacsm 2n = 48 betrigt mic der Grund-
zahl n = 24, Neben genetischen (Gersrer 1960) und
cytogenetischen (CAMERON 1965; CLAUSEN 1932 und
Kostorr 1938) Studien diente auch die Resynthese von
N. tabacum aus N. sylvestris X N. tomentosiformis
(Burk 1973) der Aufklirung der Genomkomponenten-
herkunft, Dariber hinaus wurden Isoenzymmuster
(Sueen 1972 und Trnu et al. 1981), das Fraktion-I-
Protein aus Blittern (Kune 1976), b-Proteine nach Vi-
rusinckulation (AHL et al. 1982), Kern-DNA und He-
terochromatin (NArRAYaN und Rees 1974) sowie die
Tentoxin-Reaktion (Burk und DursIN 1978) analysiert.

Es kann auf Grund der mit diesen sehr unterschied-
lichen Bestimmungsmethoden erzielten Ergebnisse als
gesichert angesehen werden, daf N. tabacwm aus der
Kreuzung von N. sylvestris als Mutter und N. tomento-
siformis als Pollenelter entstanden ist. N. otophora ist
nicht beteiligt, -

In Nicotiana rustica L. sind die Genome von N. panicu-
lata oder verwandter Arten wie N. knightiana
Goobse., N. cordifolia PH., N. glavca GRAH. u. a. und
von N. undulata R, & P. enthalten. Die Chromosomen-
anzahl von N. rustica betrigt wie die von N. tabacwm
2n = 48 und die Chromosomengrundzahl n = 24.

Die Kombination der Arten erfolgt spontan in den sich
dberschneidenden natiirlichen  Verbreitungsgebieten
und gezielt durch Kreuzung. Die Verdoppelung der
Teilgenome kommt entweder spontan durch die Verei-
nigung zweier unreduzierter Gameten oder einer unre-
duzierten mit einer reduzierten Gamete zustande. Das
Auftreten unreduzierter Gameten, die ebenso viele
Chromosomen enthalten wie die somatischen Zellen
und nicht die um die Hilfte reduzierten einer Gamete,
ist trotz geringer Frequenz bei Pflanzenarten mit einer
groflen Anzahl von Samenanlagen und Pollen ein relativ
hiufiges Ereignis. Bei der Vereinigung einer unredu-
zierten mit einer reduzierten Gamete entsteht eine tri-
ploide Zygote, die im Verlauf der Embryogenese spon-
tan den nur einmal enthaltenen Chromosomensatz
wverdoppeln®™ kann. Damit ist die Allotetraploidie er-
reicht. E
Experimentell kann erfolgreich die Bildung unreduzier-
ter Gameten oder die Verdoppelung zweier Teilgenome
mit Hilfe von Colchicin bewirkt werden. Colchicin
verhindert den Aufbau von Spindelfaserproteinen durch
Blockierung der Schwefelbriickenbildung. Dadurch
kinnen die substantiell verdoppelten Chromosomen
nicht auf zwei neue Kerne verteilt werden, so dafl der
nichste Teilungszyklus mit der doppelten Chromoso-

~ menanzahl beginnt.

Die alloploiden Nicotiana-Formen erbringen bei gene-
rativer Vermehrung eltergleiche Nachkommen, Die
dazu notwendige Meiosekonstanz kann durch experi-
mentelle Bedingungen gestdrt werden. Als Folge davon
treten Pflanzen mit halber (haploider) Chromosomen-
anzahl auf, aber auch die Eliminierung (Monosomie)
und die Addition einzelner (Trisomie) und mehrerer
Chromosomen ist realisierbar.

Haploide sind zierlicher im Habitus als die Ausgangs-
formen, aus denen sie entwickelt wurden. Uber die Ge-
winnung und die Bedeutung dieser Genotypen wird im

_ Abschnitt ,Sortenziichtung® (3.2.5.3. und 3,3.5) berich-

tet,

Monosome sind w. a. geeignetes Ausgangsmaterial zur
Zuordnung von Eigenschaften zu einzelnen Chromoso-
men und zum Studium von Chromosomenhomologien
in Kreuzungen genetisch entfernt stehender Krenzungs-
partner. Von Nicotiana tabacsm ist ein kompletter Mo-
nosomensatz vetfigbar, bestehend aus 24 Genotypen,
denen jeweils eines der N. tabacwm- Chromosomen
fehlt. Eine ausfihrliche Beschreibung morphologischer
und physiologischer Merkmale monosomer Tabakge-
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notypen einschlieBlich der Kopplung mit anderen Ei-
genschaften wurde von Swmrre {1979) und CaMmERron
(1959) zusammengestellt, Zur Analyse von Chromoso-
menhomologien kreuzten verschiedene Autoren alle 24
Monosome von N. tabacum mit unterschiedlichen Ni-
cotiana-Arten. Die Ergebnisse der Chromosomenpaa-
rung in den Hybriden werden nach einer von Goon-
SPEED (1943) vorgeschlagenen Einteilung von komplet-
ter Paarung aller Chromosomen in Form von Bivalen-
ten bis Minimumpaarung weniger Chromosomen klas-
sifiziert. Aus den Meioseanalysen ist ersichtlich, daf
Chromosomenverwandischaften bestehen zwischen N.
tabacum und Vertretern der Sektion Tomentosae, aber
auch mit N. sylvestris (CLausEN und CAMERON 1944),

Trisome enthalten im Gegensatz zu Monosomen ¢in
zusitzliches Chromosom, Alle auf diesem Chromosom
liegenden Gene kommen deshalb in doppelter Ausfiih-
rung vor und ergeben eine hohere Gendosiswirkung,
die sich in entsprechender Phinotypenverinderung aus-
wirkt. Von N. tabacum ist bisher keine komplette Tri-
somenserie vorhanden,

Trisome sind wegen gestorter Chromosomenpaarung in
der Meiose instabil. Sie kdnnen erst nach Verdoppelung
des zusitzlichen Chromosoms als Tetrasome zu gene-
tisch stabilen Genotypen fithren. Der beschriebene Weg
iiber die Trisomie zur Tetragsomie hat in der Pflanzen-
evolution zur Entstebung neuer Arten gefihrt und jst
wahrscheinlich auch an der Artendifferenzierung inner-
halb der Gattung Nicotiana beteiligt.

1.4, ALLOTETRAPLOIDIE UND EVOLUTION

Die Allotetraploidie ist ein wesentlicher genetischer
Faktor, der die Entstehung ciner grofen Vielfalt von
Nicotiana-Arten ermdglichte und innerhalb der Arten
eine breite Variabilitt erdffnet. Die nahezu weltweire
Verbreitung mancher Nicotiana-Arten ist als Ergebnis
dieser besonderen genetischen Konstitution anzusehen,

In N. tabacum und N. rustica beispiclsweise ist jedes
der beiden Teilgenome zweifach enthalten. Dadurch
wird die genetische Information jeweils verdoppelt,
und gleichzeitig erfolgt eine Pufferung gegeniiber leta-
len und subletalen Mutationen. In jeder Meiose kBnnen
dariiber hinaus umfangreiche Umkombinationen ganzer
Chromosomen zwischen den Teilgenomen und durch
scrossing-over* Rekombinationen zwischen den Chro-
matiden aller homologen Chromosomen erfolgen. Um-
kombination und Rekombination werden in nachfol-
genden Generationen stabilisiert und erlauben die Se-
lektion unterschiedlichster Genotypen, Der allopoly-
ploide Status ,puffert* jedoch auch die Expression re-
zessiver Mutationen. Als Folge davon werden diese,
verglichen mit diploiden Species, seltener aufgefunden
und haben wahrscheinlich fiir die Evolution eine gerin-
gere Bedeutung gehabe,
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2. Reproduktion

2.1. BLUHVERLAUF UND
KREUZUNGSTECHNIK

Die Anordnung der Staubgefifie und der Narbe in der-
selben Blite ermdglicht die Selbstbestiubung, die bei
vielen Arten des Subgenus Petunioides kleistogam, bei
noch geschlossener Blite, erfolgt. N. tabacum und N,
rustica sind dagegen Arten, die unter optimalen Um-
weltbedingungen in der Regel erst bei gedffneter Blite
befruchtungsfihigen Pollen entlassen, Dieser wird vor
allem von Insekten, aber auch durch Berithrung und
Wind verbreitet. Um Bestiubung mit pflanzeneigenem
Pollen auszuschlieflen, werden vor beabsichtigten
Kreuzungen alle aufgeblihten Bliten und Samenkap-
seln entfernt und den noch geschlossenen Bliiten die
nicht ,stdubenden® Antheren durch Aufschlitzen der
BlatenrGhre seitlich mit der Pinzette entnommen.- Der
so praparierte Bliitenstand wird gegen Pollen geschiitzt,
beispiclsweise mit Pergamintiiten,

Die Narben der emaskulierten Bliiten sind in der Regel
am Tage nach der Kastration empfingnisfahig, Die Be-
stiubung mit Pollen des ausgewihlten Kreuzungspart-
ners erfolgt entweder durch Abstreifen einer ,stiuben-
den” Anthere mit einer Pinzette auf der Narbe oder
durch Auftragen von reifem Pollen, der in einer Petri-
schale gesammelt wurde, mit einem Pinsel. Es empfiehlt
sich, auch die als Pollenelter verwendeten Pflanzen
durch Eintiten vor dem Einschleppen von Fremdpollen
zu schiitzen.

Die bestaubten Bliten werden mit einer Kreuzungs-
nummer auf einem um den Blitenstiel befestigten Eti-
kett gekennzeichner, Nach der Bestiubung werden die
Bliitenstinde wicder ecingetiiter. Pinzetten, Pinsel und
Petrischalen miissen nach jeder Bestiubung mit Alko-
hol von anhaftendem Pollen gereinigt werden.

2.2, FERTILITAT

Pollen und Eizellen von N. tabacwm und N. rustica
sind voll funktionsfahig, so daf bei Kreuzungen jnner-
halb der beiden Arten in der Regel hoher Samenansatz
erzielt wird,

Auch Bestdubungen mit Pollen derselben Einzelpflanze
{Selbstungen) fihren bei N. tabacum und N. rastica in
der Regel zu hohem Samenansatz. Uber mehrere Jahre
fortgeserzte Selbstungen, die bei diploiden Arten durch
Inzuchteffekte schnell zu Wuchs- und Ertragsdepres-
sionen fithren, konnen bei Nicotiana iber zehn und
mehr Generationen ohne erkennbare Depressionen
fortgesetzt werden,

2.3, INKOMPATIBILITAT

Es sind aber auch Beispiele bekannt, in denen die Kreu-
zung fertiler Nicotiana-Pflanzen keinen oder nur stark



reduzierten Samenansatz ergibt. In N. glauca treten ne-
ben dberwiegend selbstkompatiblen griinblihenden
Pflanzen selten selbstinkompatible rotblithende Indivi-
duen auf. Die selbstkompatiblen Pflanzen zeigen bei
Interspecies-Kreuzungen mit anderen selbstinkompati-
blen Nicotiana-Arten keinen Samenansatz, wenn sie als
Kreuzungsmiitter verwendet werden. Kreuzt man in-
nethalb N. glanca selbstinkompatible Pflanzen mit
selbstkompatiblen als Pollenelter, so erhilt man keinen
Samenansatz. Der Grund dafiir ist ein Sterilititssystem,
das auf der Wirkung eines Sterilititsgenes ($) beruht,
das in mehreren Allelen vorkommt. Neun dieser §-
Allele untersuchte Panpey (1981) und fand, dafl sieben
davon in jeweils homozygotem Zustand das Pollen-
schlauchwachstum im Griffelgewebe verhinderten, zwei
dagegen zulieflen. Diese Form der Inkompatibalitgt ist
sporophytisch durch das somatische Gewebe der Mut-
terpflanze determiniert und beruht auf einer Wechsel-
wirkung von Pollengenotyp und Mutterpflanzenge-
notyp.

LaBrOcHE et al. (1983) analysierten mit dem $-Locus
gekoppelte  Perozidase-Isoenzyme, Sie ermittelten
durch Elektrophorese mehrere kathodische und anodi-
sche Peroxidasen, die von mehreren Genen mit zwei
oder drei Allelen kontrolliert werden, Pollen mit inakti-
ven kathodischen Peroxidasen waren nicht befruch-
tungsfihig.

BrepEMETER et al. (1981) konnten durch Bestrahlung
von Griffeln emaskulierter, selbstinkompatibler N. alz-
ta- Pflanzen kurz vor Bestiubung mit Pollen derselben
Art die Peroxidase- Aktivitit in den Griffeln reduzieren.
Gemessen an der Entwicklung des Pollenschlauchwachs-
tums im Griffel, konnte die Selbstinkompatibilititsre-
aktion abgeschwicht, nicht aber avfgehoben werden.
Ein anderes, gametophytisch bestimmtes Sterilititssy-
stem ist bei N. langsdorffii bekannt. Hier bestimmt die
genetische Konstitution des Pollens und der Eizelle, ob
eine Befruchtung erfolgen kann.

2.4. MANNLICHE STERILITAT

Die Bildung und Funktionsfihigkeit der minnlichen
Gameten kann bei vielen Pflanzenarten, auch bei Nico-
tiana, durch das Cytoplasma verhindert werden. Solche
Pflanzen besitzen eine cytoplasmatisch bedingte mann-
liche Sterilitat, ein CMS-System, das durch mitochon-
driale DNA gesteuert wird. Morphologisch sind diese
Genotypen durch unterschiedlich stark deformierte
Antheren charakterisiert, von #ufferlich unverindert
(N. rustica- Cytoplasma} bis fehlend (N. glawca- Cyro-
plasma) und von gefiedert (N. bigelovii-Cytoplasma)
bis bliitenblattartig (N. sndulata- Cytoplasma), Eine
Zusammenstellung dieser und anderer phinotypischer
Verinderungen geben RosenserG und BonnerT (1983).
Ahnlich unterschiedlich verliuft die Mikrosporenbil-
dung. Diese wurde bei zwei ménnlich sterilen N, taba-
cwm-Genotypen mit N. glanca- und N. plumbaginifo-
lia- Cytoplasma von RosEnBerG und BonnerT (1983)
licht- und elektronenmikroskopisch analysiert. Schon

die Entwicklung der Stamen-Primordien ist funktionell
der der Petalen dhnlicher und verliuft Ghnlich weiter,
Mikrosporen kdnnen nicht gebildet werden,

Nach Untersuchungen von Nikova (1981) an miannlich
sterilen Formen mit N. repanda- Cytoplasma degene-
riert ein zunichst ausgebildetes Tapetum erst in den
friithen Meiosestadien zusammen mit schon ausgebilde-
ten Pollenmutterzellen, In sterilen Genotypen mit
N. suaveolens- Cytoplasma wird kein sporogenes Ge-
webe ausgebildet (Nixova 1981), Die Herstellung
minnlich steriler Genotypen erfolgt bisher iiber die
wiederholte Riickkreuzung eines interspezifischen F,-
Bastards (z.B. N. wndulata X N. nicotians), wobei
N. nicotiana als Pollenelter verwendet wird. Dieses ist
eine zeitauvfwendige Prozedur, die nur zu dem er-
wiinschten Erfolg fihrt, wenn der ecine Kreuzungspart-
ner ausschliefllich das Cytoplasma, der andere die kern-
genetische Information beisteuert. Far den minnlich
sterilen Bastard aus N. sndulata X N. tabacum zeigten
Burns und GersteL (1981), dafl nur eines der drei Sa-
tellitenchromosomen von N. undulata als Ganzes oder
auch die nukleolusorganisierende Region allein ausrei-
chen, um die mannliche Fertilitit zu restaurieren.
GERsTEL (1980) hat eine Ubersicht iiber die Nicotiana-
Sterilititsplasmen gegeben. Der notwendige Zeitauf-
wand zur Herstellung Steriler kann wahrscheinlich in
Zukunft durch den Einsatz von Sterilkulturtechniken
verringert werden. Ausfihrungen dazu sind im Ab-
schnitt , Ausgangsmaterial fiir die Zichwung® (3.2.4. und
3.2.5.4.) enthalten.

2.5. SAMEN UND KEIMUNG

Die Samen von Nicotiana-Arten sind 0,4 bis 1,3 mm
lang. Die Samenform variiert von oval diber rund bis
kantig und die Samenfarbe von hellbraun bis schwarz.
Die Samenoberfliche ist netzfdrmig. Das Endosperm
und der Embryo sind hell gefarbr.

Im Subgenus Tabacwm treten Samen von 0,4 bis
0,6 mm Linge, von ovalelliptischer bis eckiger Form
und hell- bis dunkelbrauner Farbe zuf. Im Subgenus
Rustica haben dic Samen etwa dieselbe Grofle, sind je-
doch eckiger und dunkelbraun bis schwarz gefirbt.

Die Anzahl Samen pro Kapsel variiert stark, Im Subge-
nus Tabacwm, also auch bei N. tabacwm, enthilt eine
Kapsel zwischen 2500 und 4500 Samen. Von Arten des
Subgenus Petunioides werden dagegen nur zwischen
100 und 700 Samen je Kapsel ausgebildet,

Das Tausendkorngewicht von N. tabacum betrigt im
Mittel 0,085 g. Von einer N. tabacum-Pflanze kénnen
zwischen 100 und 400 Kapseln geerntet werden. Bei
einer angenommenen Anzahl von 2500 Samen je Kapsel
ergibt sich daraus eine Samenernte von mehr als
250 000 Samen, was einer Samenmenge von ungefihr
25 g je Einzelpflanze entspricht,

Von N. rustica werden etwa nur 25% der Samenanzahl
von N. tabacum geerntet. Das Tausendkorngewicht ist
aber etwa dreimal so hoch.

Nach Aussaat keimen Samen von N. tebacum vom
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5. Tag an, die von N. rustica vom 3. Tag an. Die Kei-
mung erfolgt iiberwiegend im Dunkeln und ist von
4+ 8 °C an mdglich. Die optimale Keimtemperatur liegt
zwischen + 25 °C und + 30 °C. Die beiden Kotyledo-
nen erscheinen zwischen dem 10. und 15, Tag nach Kei-
mungsbeginn, Davor entwickelt sich eine starke Pri-
mirwurzel mit Seitenverzweigungen.

Tabaksamen sind, auch im Boden liegend, viele Jahre
keimfihig. Im Normallager bei einer Luftfeuchte um
50% und etwa + 20 *°C betrigt die Keimfahigkeit etwa
15 Jahre, bei Lagerung in tiefgefrorenem Zustand mehr
als 30 Jahre,

3. Sortenziichtung
3.1, ENTWICKLUNG DER _SORTENZUCHTUNG

Sorten von N. tabacum und N. rustica sind wahrschein-
lich schon vor der Entdeckung Amerikas sowohl in
Amerika als auch in Europa in Kultur genommen wor-
den (Goonspeep 1961). Beide Artenkreise haben daher
eine lange ziichterische Entwicklung durchlaufen.
~Die Plastizitit des Genoms von N. tabackm ermog-
lichte die Selektion einer grofien Anzahl von Geno-
typen mit extrem unterschiedlicher Anpassungsfihig-
keit an klimatische Gegebenheiten, Krankheitserreger,
Verarbeitungsanspriiche und Kulturtechniken, Zwi-
schen 1759 und 1850 sind dber 20 Genotypen beschrie-
ben worden, die sich auffillig in Fufleren Merkmalen
unterscheiden und nach der geltenden Nomenklatur
zum Teil als selbstindige Arten anzusehen sind (Goon-
SPEED 1961).
Im Formenkreis von N. rustica wurden zwischen 1764
und 1899 vierzehn Arten bzw. Sorten beschrieben.
Nach Goobpseeep (1961) sind derzeit drei Varietiten
- von N. rustica vorhanden, nimlich N. rustica var, pu-
mila ScHrRaNK, N. rustica var. brasilia ScHrank und
N. rustica var. pavonii {(DunAL) Goobsp. Die beiden
zuerst genannten Varietiten sind gartnerisch entstan-
dene Varianten, N. rustica var. pavonii scheint dagegen
im Hochland von Ecuador und Peru eine urspriingliche
Form zu sein {GoODSPEED 1961),
Die augenblickliche Verbreitung von N. tabacum- und
N. rustica-Sorten ist weitgehend von deren Verwen-
dung beeinfluflt. N. tabacum-Sorten werden im prakti-
schen Anbau weltweit® kultiviert. N, rwstica-Sorten
werden in Mexiko, Osteuropa und Westasien angebaut,
besitzen aber eine erheblich geringere wirtschaftliche
Bedeutung als N. tabacum-Sorten.
Die aktuelle Sortenzichtung bei Tabak ist auf die Be-
reitstellung von Sorten mit Resistenz gegen méglichst
viele biotische und abiotische Schadverursacher ausge-
richtet. Die verarbeitende Indusurie stellt dariiber hin-
aus Anforderungen an den Reifegrad einzelner Blitter
und an die innere und dufere Qualitat. Das Ziel der Ta-
bakziichtung ist es daher, Sorten zu schaffen, die dem
sich stindig indernden Optimum der Produktions- und
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Verarbeitungstechnologie méglichst immer besser ent-
sprechen.

3.2. AUSGANGSMATERIAL FOUR DIE
ZUCHTUNG

Als Ausgangsmaterial fiir die Sortenziichtung dient
ebenso wie bei vielen anderen Pflanzenarten ziichte-
risch mehr oder weniger intensiv bearbeitetes Tabak-
material. Als Besonderheit kommen wegen der Mdg-
lichkeit leichter Kreuzbarkeit andere Nicotiana-Arten
hinzu und, ebenfalls als Besonderheit bei Nicotiana ta-
bacum, Gber sn vitro-Techniken hergestelltes Aus-
gangsmaterial,

3.2.1, Landsorten

Landsorten entstehen in lokal abgegrenzten Anbauge- .
bieten weniger durch die Selektionstitigkeit eines
Pflanzenziichters als durch die iiber einen langen Zeit-
raum wirksame Selektion der natirlichen Umwelt.
Landsorten haben daher eine breitere genetische Varia-
bilitdt als Zuchtsorten. Bei Nicotiana gleicht sich die
Variabilitit jedoch wegen der Fremdbefruchtereigen-
schaften stirker an, als dieses in selbstbefruchtenden
Arten der Fall ist. '

Landsorten wurden it Beginn der intensiven ziichteri-
schen Bearbeitung von Pflanzenarten allgemein stark
zuriickgedringt und sind heute im Erwerbsanbau nicht
mehr anzutreffen. Internationale Genbanken und natio-
nale Zuchtstationen konservieren Landsorten, um vor
allem deren Resistenzen, Inhaltsstoffe und andere Ei-
genschaften fiir Ziichtungsvorhaben bereitzustellen.

In einer umfangreichen Ubersicht hat Borsunov (1961)
bereits 1961 78 Landsorten von N. tabacsm und
32 Landsorten von N. rwstica nach Herkunft, wirt-
schaftlichen Eigenschaften und typischen morphologi-
schen und physiologischen Merkmalen zusammenge-
stellt,

3.2.2. Zuchtsorten

Zuchtsorten sind das Produkt intensiver zichterischer
Titigkeit, die auf die Anforderungen der Produzenten
und Konsumenten ausgerichtet ist. Da beide ein mbg-
lichst standardisiertes Produkt wiinschen, wird die ge-
netische Vielfalt innerhalb einer Sorte stindig mehr ein-
geschrinke, bis im Extrem eine Sorte aus den Nach-

kommen ¢iner e¢inzelnen homozygoten Pflanze entwik-

kelt wird. Bei den Fremdbefruchtern N. tabacum und
N. rustica ist diese Gefahr jedoch weniger gravierend,
da der allopolyploide Status eine Restheterozygotie
aufrechterhilt.

Selektionen innerhalb von Zuchtsorten fihren in der
Regel nicht zu neuen Sorten, Selektionen werden aber
als Kreuzungseltern in grofiem Umfang zur Kombina-
tion von Leistungsgenen eingesetzt.



3.2.3. Krenzungsmaterial

Kreuzungen innerhalb bzw, zwischen Nicotiana-Arten
sind teilweise sehr leicht, teilweise nur mit Schwietig-
keiten mdglich. Daraus folgt, dal ein Zichter zur
Kombination erwiinschter Eigenschaften nicht auf das
Gen-Reservoir von N. tabacum oder N. rustica be-
schrinke ist, sondern daf auch genetisch entfernt ste-
hende Genotypen eingekreuzt werden kinnen.

Je weiter entfernt die genetische Verwandtschaft der
Kreuzungspartner ist, um.so weiter sind die Bastarde
vom Leistungsniveau der Zuchtsorten entfernt, Der
Zichtungsgang verlingert sich entsprechend.

3.2.4, Mutationen

Die alloploide Konstitution von N. tabacum und N. rs-
stica ,puffert® das Genom gegen erwiinschte Gen-Mu-
tationen. Es sind daher, mit diploiden Arten verglichen,
nur wenige spontane Mutationen bekannt geworden.
Eine davon, eine Chlorophyllmutante, wurde 1864 im
Staat Ohio entdeckt. Mit dieser Mutante, die wegen
hellgriiner Blattausfirbung keinen Selektionsvorteil in
der natiirlichen Evolution bietet, wurden alle Burley-
Tabaksorten entwickelt. Spontane Mutationen betretfen
auch den Wuchshabitus, den Nikotingehale, die Bliten-
farbe und andere Merkmale,

Die Induktion von Mutationen, die bei viclen diploiden
Pflanzenarten eine gebriuchliche Methode zur Herstel-
lung genetischer Variabilitat darstells, ist bel Nicotiana-
Arten trotz Verwendung effektiver Mutagenzien wie
Ethylmethansulfonat (EMS) und Réntgenstrahlen mit
geringem Erfolg betrieben worden,

Zur Mutationsinduktion mit EMS, einem starken Kan-
zerogen, werden trockene oder vorgequollene Samen
zwei bis vier Stunden lang bei + 20 °C in eine 0,2%-
bis 0,5%ige Losung von EMS in Wasser gelegt. Der
Zusatz eines Benetzungsmittels fdrdert das. Eindringen
des EMS in den Samen und die meristematischen Zellen
des Embryos. Nach der Einwirkungszeit werden die
Samen unter flieBendem Wasser zwei bis zehn Stunden
nachgewaschen. Dadurch wird anhaftendes und in den
Samen eingedrungenes EMS entfernt und die Entste-
hung toxischer Hydrolyseprodukte wie Ethylalkohol
und Methansulfonsiure stark eingeschrankt. Generativ
reproduzierbare Mutationen sind in der Regel frihe-
stens in der M,-Generation, also der der Behandlungs-
generation folgenden, zu isolieren.

Bei Verwendung von Réntgensirahlen als Mutagen
werden Samen oder Pollen, die zur Bestiubung ver-
wendet werden, mit 200 Gy (20 krad) (WerneR et al.
1984) bestrahlt. Die Selektion der Mutanten erfolgt wie
nach einer EMS-Behandlung,

Die Mutationsinduktion kann auch in Verbindung mit
in vitro-Techniken (vergl. 3.2.5.) erfolgen. Dazu wer-
den Strahlen als Mutagenzien wegen leichter Applika-
tionsmdglichkeit bevorzugt (z. B. Raved 1983). IToH
und Fursunara (1983) nutzten Réntgenstrahlen, um
vor der Fusion von Protoplasten (vergl. 3.2.5.4.) in
einem der beiden Fusionspartner genetisché Variabilitar
zu induzieren, Ist jedoch eine Cytoplasma-Mutagenspe-

zifitit erwiinscht, so werden auch Chemikalien (z. B.
Harnstoffderivate wie Nitrosomethylharnstoff oder Ni-
trosoguanidin (LORz und Scowcrorr 1983)) erfolgrelt:h
eingesetzt.

Als Grund fiir die geringe Mutationsfrequenz ist anzu-
fihren, dafl bei der Induktion von Genmutationen in
der Regel nur ein Allel auf einem der homologen Chro-
mosomen verindert wird. Da die mutative Veranderung
in der Regel rezessiven Status hat, kann sie sich in den
tetraploiden Somazellen praktisch nie und in den di-
ploiden Gameten selten manifestieren, Die Verwendung
von dihaploiden in vitro-Kulturen (vergl. 3.2.5.3. und
3.2.5.4)) ist als Ausweg anzuraten,

Den geschilderten Schwierigkeiten entsprechend ist die
Zahl induzierter Mutanten, die als Ausgangsmaterial in
der Sortenziichtung verwendet werden, gering. In zwei
neueren Publikationen berichten MurTHY et al. (1982)
und Rao und Moses (1982) iiber erzielte Mutanten-
spektren und Kreuzungsprogramme, in die ¢inige Mu-
tanten integriert wurden,

3.2.5. Invitro-Material

In den folgenden Abschnitten wird der Einsatz
von in vitro- Techniken zur Herstellung von Ausgangs-
material fir die Tabakziichtung dargestellt. Unter dem
Begriff _in virro- Techniken™ lassen sich Verfahren zu-
sammenfassen, mit denen wunter Verwendung ven
Nihrmedien in vitro Explantate zu Zellteilungen und,
wenn erwiinscht, zur Morphogenese und Regeneration.
ganzer Pflanzen angeregt werden.

Die verwendeten Nihrmedien enthalten als Trigersub-
stanz entionisiertes Wasser, dem 13sliche Nahrsalze,
eine Kohlenstoffquelle und Wachstumsregulatoren wie
Auxine, Cytokinine, Aminosiuren, Vitamine, Extrakte
von Hefen, Kokosmilch u.a. zugesetzt werden. Zur
Sterilisierung und Homogenisierung werden die Kom-
ponenten autoklaviert. Wenn hitzeinstabile Bestandteile
zugefiigt werden missen, wird durch Filtration sterili-
siert. Das Nihrmedium kann durch Zugabe von Agar-
Agar verfestigt werden.

Als Grundregel gilt, dal ein Nahrboden um so mehr
der aufgefihrten Bestandteile bedarf, je weniger Zellen
das kultivierte Explantat umfafit, Wihrend eine Sprof-
spitze in viiro ohne Wachstumsregulatoren zu einem
Sprof aufwichst, erfolgen Zellteilung und Pflanzendif-
ferenzierung aus einer isolierten Einzelzelle nur auf
einem komplexen Medium.

Nicotiana-Arten haben seit 1960, dem Beginn intensi-
ver Bemihungen um die Entwicklung von in vitro-
Techniken, als Modellpflanzen gedient. Entsprechend
umfangreich sind die gewonnenen Erkenntnisse, Davon
sollen im folgenden jene dargestellt werden, die bei der
ziichterischen Entwicklung von N. tabackm bereits ¢in-
gesetzt werden oder Fortschritte in der Tabakziichtung
erkennen lassen.

3.2.5.1. Kalluskultur

Zur Induktion einer Kalluskultur, die aus sich teilenden
Zellen ohne Differenzierung besteht, knnen Blitter
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und Sproflabschnitte von jungen Pflanzen, Antheren,
Fruchtknoten oder Protoplasten verwendet werden.
Die Blitter und Sproflabschnitte werden an der
Oberfliche mit einer 0,05%igen Natriumhypochlorid-
l6sung drei bis finf Minuten lang submers sterilisiert.
Anschliefend wird mit sterilisiertem Wasser nachge-
waschen. Das Vorgehen fiir die ibrigen Explantate ist
in den Abschnitten 3.2.5.3. und 3.2.5.4. beschrieben.
Die Blattflichen werden an einem Sterilarbeitsplatz,
einer ,clean bench®, in quadratische Explantate von
etwa 3 mm Kantenlinge, die Sprofiabschnitte in etwa
2mm hohe Segmente zerschnitten. Die Explantate
werden auf festem Nihrmedium in Petrischalen kulti-
viert. Als Nihrmedium kann ein Grundmedium nach
MurasHIGE und Sk00G (1962) (MS-Medium (Tabelle 1))
verwendet werden, dem je Liter 0,2 mg bis 1,0 mg
2,4-D [2,4-Dichlorphenoxyessigsiure] zugesetzt ist.
Die Inkubation erfolgt bei + 26 °C entweder im Dauer-
dunkel oder in einem Tag/Nacht-Rhythmus von 12
Stunden bei etwa 2000 Ix Lichtintensitit.

Nach etwa drei bis vier Kulturwochen entwickelt sich,
von den Schnittflichen ausgehend, Kallus, der in Kul-
turpassagen von etwa vier Wochen auf frisches
Nihrmedium umgesetzt wird. Er wird fir Selektionen
in vitro eingesetzt (vergl. 3.2.5.6.) oder zur Sprofirege-
neration gebracht. Dafiir ist der Kallus auf ein verin-
dertes Nihrmedium umzusetzen, das kein 2,4-D, dafiir
aber ein Cytokinin, beispielsweise je Liter 1,0 mg BAP
[Benzylaminopurin], enthilt. Die Pflanzenregeneration
setzt etwa vier Wochen nach dem Nihrbodenwechsel
ein und erlaubt es, auf Grund der erzielbaren Regenera-
tionsrate eine Einzelpflanze in praktisch unbegrenzter
Anzahl vegetativ zu vermehren. Diese identischen Ko-
pien sind zuchtmethodisch, etwa bei der Gewinnung
von Hybrideltern, duflerst effizient zu nutzen.

3.2.5.2. Zygoten- und Embryokultur

Eine grofle Anzahl von Kreuzungen zwischen den Ni-
cotiana~Arten fithrt zwar zu einem Samenansatz, dieser
degeneriert aber vorzeitig und erbringt keinen reifen
Samen. Die Ursache dafiir ist vor allem in der Degene-
ration des polyploiden Endosperms zu sehen, die zu
einer Verkiimmerung der Zygoten oder sich entwik-
kelnder Embryonen fihrt. Reep und Corrins (1980)
analysierten histologisch Kreuzungen zwischen N. stock-
tonit X N. tabacum und N. repanda X N. tabacum
bzw. N. nesophila X N. tabacum. Die Endosperment-
wicklung war neun bzw. sieben Tage nach Bestiubung
beendet und die Embryonen starben ab.

Ein Nihrboden kann, wenn nicht Unvertriglichkeiten
der Genome beider Kreuzungspartner die Ursache fiir
die Degeneration auch der befruchteten Eizelle sind,
die Funktion des Endosperms i{ibernehmen. Ein Teil
der Zygoten und Embryonen kann dadurch in vitro zu
Pflanzen aufgezogen werden. Dazu wird in vivo be-
stiubt, nach fiinf bis zehn Tagen werden die bestiubten
Bliiten geerntet, die Samenkapseln an der Oberfliche
wie beschrieben (vergl. 3.2.5.1.) sterilisiert und die be-
fruchteten Eizellen dem Fruchtknoten mit Nadel und
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Tabelle 1.

Makro- und Mikroelemente im Nihrmedium nach MURASHIGE
und Skooa (1962).

Makroelemente (mg/I)

NH,NO, 1650
KNO, 1900
CaCl, - 2H,0 440
MgSO, + 7H,0 , 370
KH,PO, 170
Mikroelemente (mg/I)

KJ 0,83
H,BO, 6.3
MnSO, + 4H,0 22,3
ZnSO, - 7H,0 8,6
Na,MoO, - 2H,0 0,25
CuSO, + 5H,0 0,025
CoSO, * 6H,0 - 0,025
Na,EDTA 37,3
FeSO, - 7TH,0 27,8

Pinzette entnommen. Kultiviert wird auf einem Grund-
nihrboden nach MURrAsHIGE und Sk00G in halber Kon-
zentration, dem aufler 20 g bis 40 g Saccharose und
1 mg eines Vitamin B (z. B. Pyridoxin) je Liter nichts
hinzugefigt wird. Die Inkubation erfolgt im 12stiindi-

"gen Tag/Nacht-Rhythmus bei + 26 °C. Nach DuLieu

(1976) sollen die sich entwickelnden Embryonen nach
drei bis vier Wochen auf ein Medium mit nur 8 g Sac-
charose je Liter und damit erniedrigtem osmotischen
Wert umgesetzt werden. Wiichsige Embryonen entwik-
keln sich jedoch innerhalb der ersten vier Kulturwo-
chen zu Pflinzchen, die in Erdsubstrat tiberfiihrt wer-
den koénnen. Das Umsetzen entfillt entsprechend. Von
den bisher in vitro aufgezogenen Embryonen sind die
von ReEep und CoLrins (1978) aus N. nesophila X
N. tabacum und N. stocktonii X N. tabacwm wichtiges
Ziichtungsausgangsmaterial. Sie besitzen Resistenz ge-
gen ,black shank®. Andere, kiirzlich durch Kultur von
befruchteten Eizellen realisierte Kombinationen sind
N. rustica X N. tabacum (DoucLas et al. 1983; SHizu-
KupA und Nakajma 1982; SHizukupa et al. 1983),
N. rustica X N. glutinosa (DoucLas et al. 1983), N. ta-
bacum X N. knightiana (SLUSARKIEWICZ-JERZINA und
ZENKTELER 1983), N. tabacum X N. amplexicaulis und
N. tabacum X N. bentamiana (DE VERNA und COLLINS
1983). Reep (1980) konnte in wvitro N. repanda,
N. stocktonii und N. nesophila, die alle Resistenz gegen
Phytophthora parasitica enthalten, mit N. tabacum
kombinieren.
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Gametenkultur

Die Regeneration von Pflanzen aus Gameten fithrt zu
haploiden Organismen, die nur noch die Hilfte der Ge-
nome der Ausgangspflanze besitzen und entsprechend
auch nur die halbe Chromosomenzahl. Fiir Nicotiana
tabacwm bedeutet dieses, dafl statt der jeweils zwei Ge-
nome von N. sylvestris und N. tomentosiformis nur
noch je eines in der haploiden Pflanze enthalten ist und
die Chromosomenanzahl statt 48 jetzt 24 betrigt. Nach
geltender Nomenklatur handelt es sich, da insgesamt
noch zwei Genome vorhanden sind, um Dihaploide.
Haploide aus der diploiden N. sylvestris dagegen sind
wechte® Haploide mit nur einem Chromosomensatz. Sie
sind Monohaploide. Dihaploide N. tabacum sind von
zierlichem Wuchs und wegen véllig gestdrter Chro-
mosomenpaarung in der Meiose (vergl. 1.3.) steril.

Werden jedoch beispielsweise durch Einwirkung von

Colchicin die beiden Genome verdoppelt, so entstehen
wieder allotetraploide, fertile Pflanzen.

Antheren und Mikrosporen

Monohaploide und Dihaploide kdnnen sowoh! aus Pol-
len als auch aus Eizellen in vitro regeneriert werden.
Wegen des erforderlichen priparativen Aufwandes: ist
jedoch allein die Verwendung von Pollen gebriuchlich.
Diese werden entweder als ,Antherenkultur® in der
Anthere kultiviert oder als ,Pollenkultur® in Form iso-
lierter Mikrosporen. Wiederum wegen des grofieren
Aufwandes wird zur Herstellung von Haploiden die
Antherenkultur eingesetzt, die Nrrscu und NrrscH
1969 erstmals bei N. tabacum und N. sylvestris erfolg-
reich benutzten. Inzwischen sind von vielen Nicotiana-
Arten die in Tabelle 2 aufgefiihrten Haploiden entwik-
kelt worden.

Kulturtechnisch ist so vorzugehen, dafl geschlossene
Bliitenknospen definierter Linge an der Oberfliche wie
beschrieben (vergl. 3.2.5.1.) sterilisiert werden. Die Bli-
tenknospenlinge dient als Parameter fiir das Meioseent-
wicklungsstadium der Mikrosporen in den Antheren.
Nach umfangreichen Untersuchungsergebnissen ist mit
einer Pflanzenregeneration dann zu rechnen, wenn fiir
die sich entwickelnden Mikrosporen die erste Pollen-
kornmitose begonnen hat (SUNDERLAND und Wicks
1969). Dieses gilt fiir N. tabacum, nicht aber fiir viele
andere Nicotiana- Arten, die andere Explantatoptima
besitzen.

Den an der Oberfliche sterilisierten Knospen werden
nach Auftrennen der Blumenkronenréhre die Antheren
mit einer Nadel entnommen und auf ein festes oder
flissiges Nihrmedium gebracht. Dieses kann ein
Grundmedium nach MurasHIGE und Sk0OG sein, dem
bis zu 120 g/1 Saccharose zugesetzt werden. Wachs-
tumsregulatoren sind nicht zwingend erforderlich. Die
Inkubation erfolgt bei + 26 °C entweder im Dunkeln
oder im Tag/Nacht-Rhythmus bei ausgewogenem
Mischlicht von etwa 2000 Ix. Nach wenigen Tagen be-
ginnen sich einige der Pollen zu teilen, wobei der vege-
tative Kern des Pollenkornes Mitoseteilungen durch-

N. sylvestris

Tabelle 2.
Haploide aus der Kultur von Antheren (A) oder Pollen (P) in
Nicotliana-Arten.

Art Explantat -Autor(en)
N. alata A NirscH 1971
N. attenuata A CoLuins u. SunperLAND 1974
N. clevelandii A Vyskot u. Novax 1973
N. glutinosa A Tomes u. CoLLins 1976
N. knightiana A Towmes u. CoLuns 1976

CoLuNs U. SunperLAND 1974

N. otophora

>

CoLuns et al. 1972

N. paniculata SHarma et al. 1983

Tomes u. CoLLins 1976

N. raimondii CoLuUNs U. SUNDERLAND 1974

N. rustica ImAMURA et al, 1982

Tomes u. Cowuns 1976

N. sandera Vyskot u. Novak 1973

> >» >»T »

Tomes u. CoLLing 1976
Misoo et al. 1984
Starma et al. 1983
Nuzexi et al. 1982

N. tabacum A NitscH 1974

HARADA U. IMAMURA 1983
Misoo et al. 1984
HeserLe-Bors 19683
Keum u. Jex 1981
Deaton 1983

DunweLL 1980

JAVIER 1982

P HaraDA u. iIMAMURA 1983
HeserLe-Bors 1980. 1983
RasHiD u. Remert 1981
ImAMURA ot al. 1982

N. tomentosiformis A Misoo et al. 1984

lduft, wihrend der generative Kern degeneriert und sich
nicht weiterentwickelt. Aus den Mitoseteilungen des
vegetativen Kernes resultiert ein Embryoid.

Embryoide durchbrechen nach drei bis vier Kulturwo-
chen die Antherenwand. Die Weiterentwicklung zu
Pflanzen erfolgt auf einem' MS-Medium, dem 0,1 mg
bis 0,2 mg BAP je Liter zugesetzt wird. Nach insge-
samt acht Kulturwochen kdnnen Sprosse auf einem
MS-Grundmedium mit 1,0mg bis 2,0mg IAA
[Indolessigsiure] je Liter innerhalb von zwei Wochen
bewurzelt und in Erdsubstrat Gberfiihrt werden.

Beim Ubergang von der Sterilkultur in die Erdsubstrat-
kultur ist zu beachten, daff die umgebende Luftfeuch-
tigkeit zu Beginn, wie in den Sterilkulturgefifien, etwa
100 % betragen mufl und innerhalb von etwa drei Wo-
chen auf 60 % abgesenkt wird.

Der Erfolg der Antherenkultur hingt entscheidend
vom Genotyp der Spenderpflanze und vom Entwick-
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lungsstadium der Mikrospore bei Beginn der in vitro-
Kultur ab. Aber auch die Kulturbedingungen bei der
Anzucht der Antherenspenderpflanze wie Lichtqualitit,
Niahrstoffversorgung und Jahreszeit (DunweLL und
SuNDERLAND 1973; Rasump und STrET 1973) bestim-
men den Erfolg der in vitro-Kultur.

Die Anzahl Regenerate je Anthere betrigt bei N. taba-
cum fir Antheren aus verschiedenen Pflanzen, aber
auch aus derselben Pflanze zwischen 0 und 50 und
kann durch eine Vorbehandlung von Bliitenknospen
oder bereits aufgelegten Antheren bei + 4°C fir
48 Stunden auf dem angegebenen hohen Niveau stabili-
stert werden,

Fiir die Pollenkultur (PaEpE et al. 1983) werden Anthe-
ren wie beschrieben sterl isoliert, dann durch Siebe mit
50 um Maschenweite passiert, in flissigemn Nihrme-
dium aufgenommen und durch Zentrifugation von An-
therenwandstiicken getrennt. Die Inkubation erfolgt in
flissigem Medium oder in einem sehr diinnflissigen
Agar, der iber einen festen Nihrboden geschichtet
wird.

Die Pollenkultur hat fir die Gewinnung von Haploiden
keine Vorteile gegeniiber der Antherenkultur. Sie
konnte Bedeutung erlangen fiir die genetische Trans-
formation mit Hilfe von Vektoren (vergl. 3.2.5.5.) oder
die Selektion in witro (vergl. 3.2.5.6.).

Fruchtknoten und Makrosporen

Die Kultur von Eizellen im Fruchtknoten oder im iso-
lierten Zustand ist mdglich. Die erzielbare Ausbeute
Haploider ist gering, gelang aber u. a. bei N. tabacum
(Wu und Cuenc 1982; ZHU et al. 1983) und N. rustica
(Wu und Crenc 1982).

Die Bedeutung Haploider als Ausgangsmaterial fir die
Tabakziichtung ergibt sich zunichst daraus, dafl sie
sich fiir die Gewinnung von Protoplasten zur Herstel-
lung somatischer Hybriden besonders eignen (vergl.
3.2.5.4.). Bei der Protoplastenfusion werden die Ge-
nome addiert, so dafl somatische Hybriden aus norma-
len, allotetraploiden N.iabacum-Pflanzen oktoploid
sind. Dieses ist zlichterisch wertlos. Die Verwendung
von Protoplasten aus haploidem N. tabacwm fihrt da-
gegen wieder zu allotetraploiden Formen. Ferner ist die
Selektion rezessiver Mutationen in witre (vergl. 3.2.5.6,)
nur im haploiden Genom méglich.

Als verdoppeite Haploide sind N. tabacum- Pollenrege-
nerate wieder allotetraploid mit dem groflen Vorteil,
daB sie véllig homozygot sind. Sie spalten in ihren ge-
nerativen Nachkommen nicht mehr auf. Diese geneti-
sche Konstitution kann, im Gegensatz zu erzwungener
Selbstung, mit einem ,Schritt® erreicht werden. Ver-
doppelte Haploide sind deshalb rasch herstellbares
Ausgangsmaterial zur Selektion geeigneter Eltern fir
die Hybridziichtung (vergl. 3.3.2.2.).

Schliefllich kannen iber verdoppelte Haploide aus stark
spaltenden Nachkommenschaften Genotypen entwik-
kelt werden, ‘die erwiinschte Merkmalskombinationen
besitzen, aber nicht mehr aufspalten, Der Zeitaufwand
zur Gewinnung von beispielsweise resistentem Aus-
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gangsmaterial nach Einkreuzung von Wildformen in
N. tabacum verkiirzt sich dadurch um mehrere Jahre,

3.2.5.4. Protoplasten und somatische Hybriden

Zellwinde sind eine Besonderheit pflanzlicher Zellen
und stellen einen mechanischen Schutz gegen Verinde-
rungen des osmotischen Wertes und das Eindringen
von Mikroorganismen dar. Sie sind auflerdem eine Bar-
riere, die die Fusion von Zellen mit dem Ziel einer so-
matischen Kombination genetischer Information ver-
hindert. ’

Seit CockiNG (1960) zunichst mit geringem Erfolg ver-
suchte, die Zellwand enzymatisch abzubauen und damit
Protoplasten zu gewinnen, hat eine bis heute anhal-
tende Entwicklung effizienter Enzymbehandlungen
stattgefunden.

Der komplexe Vorgang der Protoplastengewinnung ist
in vielen Teilabschnitten zu verandern. Deshalb soll im
folgenden nur eine der maglichen Protoplastenisolie-
rungen exemplarisch dargestellt werden. Abgewandelte

~ und andere Methoden sind u. a. bei NecruTIU und

Moussrau (1981), SANTIESTEBAN et al. (1980), Mag-
NIEN et al. (1980) und ScowcroFr und LarkIN (1980)
beschrieben.

Protoplasten kénnen aus allen Teilen éiner Nicotiana-
Pflanze gewonnen werden, auch aus Kalluskulturen.
Bisher ist jedoch besonders einheitliches Material mit
grofler Ausbeute nur aus Blattmesophyllzellen zu iso-
lieren. Vorgesehene Spenderpflanzen, die noch niche
blihen, werden etwa 24 Stunden bei 4+ 20 *C im Dun-
keln gehalten. Junge, aber voll ausgewachsene Blitter
werden geerntet, an der Oberfliche sterilisiert (vergl,
3.2.5.1.) und nach mechanischem Entfernen der Epider-
mis in feine Streifen zerschnitten. Anschlieflend erfolgt
eine Inkubation von etwa 0,5 g Blattmasse mit zwei bis
fanf Millilitern einer Enzymldsung, die zu 0,5% aus
Cellulase, zu 0,5% aus Macerase und zu 0,125% aus
Driselase besteht und in einem komplexen Protopla-
stenkulturmedium mit einem pH-Wert von 5,6 bis 5,8
aufgeldst ist, Dieses Medium enthdlt Makro- und Mi-
kronahrstoffe, verschiedene Zucker, Vitamine, organi-
sche Siuren, Auxin und Cytokinin (Kao und MicHay-
LUk 1975) (Tabelle 3). Die Blattmasse wird vier bis finf
Stunden im Dunkeln bei + 22 °C inkubiert und dabei
zur Intensivierung der enzymatischen Reaktion gerollt
oder geschiittelt. Die entstehende Suspension enthils
aufler Protoplasten Zellfragmente, Chloroplasten und
nicht aufgeschlossenes Blattmaterial. Durch wiederholte
Zentrifugation werden die Protoplasten abgetrennt und
dann mit einer Dichte von 5000 bis 100 000 Zellen

‘je Milliliter bei diffusem Licht und + 26 °C kultiviert.

Die Regeneration der Zellwand erfolgt innerhalb von
48 Stunden, es folgen Zellteilungen zwischen dem 2.
und 5. Kulturtag. Den Kulturen wird wdchentlich fri-
sches Kulturmedium zugesetzt, und nach vier bis acht
Wochen kdnnen entstehende Kallusse zur Sprofiregene-
ration auf ein festes Medium, beispielsweise das Grund-
medium nach MurasHiGE und Skoog (1962) (Tabelle 1),



Tabelle 3. .
Protoplastenkuiturmedium nach Kao und MichavLuk (1975).

Makroelemente (mg/l)

KNO, 2500
CaCl, - 2H,0 150
MgSO, * 7H,0O 250
(NH,).SO, A 134
NaH,PO, + H,0 150
FeSO, *+ H,0 - 278
Na,EDTA ] 37,3
Mikroelemente (mg/1)

K - 0,75
H,BO, 3,0
Mnso‘ ° H20 1010
ZnSO, - H,O 2,0
Na,MoO, - 2H,0 0,25
CusSO, - 5H,0 0,025
CoCl, - 6H,0 0,025
Vitamine (mg/1)

Inosit 100
Thiamin 10
Nicotinsédure 1
Pyridoxin - HCI 1
weitere Zusétze:

Zucker (mg/!)

Saccharose _ 250
Glucose 68400
Fructose 250
Ribose 250
Xylose 250
Mannose 250
Rhamnose 250
Cellobiose 250
Sorbit 250
Mannit 250

umgesetzt werden. Dieses Kulturmedium enthilt
0,2 mg bis 1,0 mg BAP [Benzylaminopurin] und er-
mdglicht eine Sprofbildung innerhalb von sechs bis
acht Wochen. Insgesamt werden wenigstens zehn Wo-
chen bendtigt, um aus Nicotiana-Protoplasten Sprosse
zu gewinnen. Diese bendtigen weitere zwei Wochen,
um als bewurzelte Pflinzchen in Erdsubstrat dberfihrt
werden zu kénnen.

Tabelle 3 (Forts.)

Mineralsalze (mg/[)

CaCl, - 2H,0 ‘ 450
MgSO, + 7H,0 50
Vitamine (mg/I)

Ascorbinséure ) 2
Cholinchlorid 1
Calciumpanthothenat 1
Folséure 0,4
Riboflavin 0,2
P-Aminobenzoesédure 0,02
Biotin _ 0,01
Vitamin A 0,04
Vitamin D, 0,01
Vitamin B,, 0,02
Organische Séuren (mg/I)

Zitronenséure 40
Fumarséure 40 -
Apfelsédure 40
Natriumpyruvat 20
Wachstumsregulatoren (mg/I)

2,4-D 0,2
6-BAP 0,5
NAA 1,0

Die ersten Pflanzen aus Nicotiana-Protoplasten zogen
NacaTa und TAkeBE 1971 auf; die inzwischen aus Ni-
cotiana-Arten hergestellten Protoplastenregenerate sind
in Tabelle 4 zusammengestellt.

Die Protoplastenregeneration ist die Voraussetzung fiir
die Gewinnung somatischer Hybriden. Fiir Nicotiana
gelang die somatische Hybridisation erstmals CarLson
und Mitarbeitern bereits 1972. Sie ,fusionierten®
N. glasca mit N. langsdorffii. Inzwischen wurden meh-
rere somatische Hybriden hergestellt. In Tabelle 5 sind
somatische Hybriden zwischen Nicotiana-Arten zu-
sammengestellt.

Es konnten aber auch somatische Hybriden zwischen
Nicotiana-Arten und anderen Solanaceae hergestellt
werden. Diese sind in Tabelle 6 zusammengefafit. Als
Ausgangsmaterial fir die Tabakziichtung besitzen diese
zunichst keine Bedeutung,

Wie ist bei der Protoplastenfusion vorzugehen? Wie fiir
die Gewinnung von Protoplasten soll auch fir die Fu-
sion ein praktikables Verfahren vorgestellt werden. Ab-
wandlungen und Verbesserungen werden noch entwik-
kelt. Eine Zusammenfassung wichtiger Literatur geben
Frick und Evans (1984) und Evans (1984).

Als wirksames Agens fiir die Fusion von Protoplasten
findet Polyethylenglycol [PEG] Verwendung. PEG er-
moglicht einen engen physikalischen Kontakt zwischen
den Protoplasten und damit deren Fusion (Kao und
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- Tabelle 4.

Pfianzenregeneration aus Protoplasten in Nicotiana-Arten und

Tabelle 5.

Somatische Hybriden zwischen Nicotlans-Arten nach Proto-

Arthybriden. plastenfusion.

Art bzw. Arthybride Autor(en) Somatische Hybriden Autor(en)

N. acuminata Boura et al. 1979 Intraspezifisch

N. alata BouraiN et al. 1979 N. debneyi + N. debneyi ScowcROFT U, LarkiN 1981

N. alata (haploid)
N. alata X N. sanderae
N. bonariensis

N. debneyi

N. forgettiana
N. glauca
N. langsdorffii

N. longifiora
- N. nesophila

N. otophora

N. paniculata
N. plumbaginifolia

N. repanda
N. rustica

N. sanderae
N. stocktonii

N. sylvestris

N. sylvestris (haploid)
N. sylvestris X N. otophora
N. tabacum

N. tabacum (haploid)

N. tabacum X N. otophora

PAssIATORE U. Sink 1981
ZHanag 1981

BouraiN u. Missonier 1978
Fuck u. Evans 1983
BorkirD U. Sink 1983

Piven 1981
SCOWCROFT U. LarkiN 1980

PassiaToRE U. Sink 1981
Boura et al. 1979

BouraiN et al. 1979
Evans 1979

Bourain et al. 1979
Evans 1979

Boura et al. 1979
Banks u. Evans 1976

Boural et al. 1979

GiL et al. 1979
Krvikovsya 1981

Evans 1979

G et al. 1979
PassIATORE U. Sink 1981
Evans 1979

Banks u. Evans 1976
Naay U. Mauaa 1976
PraT 1983

Faccion u. PiLET 1979
Banks u. Evans 1976

Banks u. Evans 1976
NAGATA U. Takeee 1971
Davey et al. 1974
Gameonrg et al. 1979
Vasi. u. VasiL 1974
CHen ot al. 1981a
HarkiNs U. GALBRAITH 1984
Barsier u. DuLieu 1983
SHakurov 1982

Lonz u. ScowcrorT 1983
Raven 1983

NirscH u. Oxvama 1971
Ravex 1983

Banks u. Evans 1976

N. sylvestris + N. sylvestris
N. tabacum + N. tabacum

interspezifisch

N. glauca + N. langsdorffii
N. nesophila + N. tabacum
N. rustica + N. sylvestris

N. sylvestris + N. knightiana
N. tabacum + N. debneyi

N. tabacum + N. glauca
N. tabacum + N. glutinosa

N. tabacum + N. knightiana

N. tabacum + N. nesophila

N. tabacum + N. otophora

N. tabacum + N. plumbaginifolia

N. tabacum + N. repanda

N. tabacum + N. rustica ~

N. tabacum + N. stocktonii
N. tabacum+ N. suavéolens

N. tabacum + N. sylvestris

'N. tabacum + N. undulata

WHITE U. Vasi. 1979

MeLcHERs u. Lasis 1974
Gummeus et al. 1981
GumeLus u. BonneTT 1981
FLunr et al. 1983

Evouia et al. 1983

CanLson et al. 1972
Evans et al. 1982
GLeppie et al. 1983
MaLica et al. 1977
Kosaxovska 1980

BonnNeTT u. Gumewws 1983
Evans et al, 1980

Uchimiya 1982
Horn et al. 1983

Naay et al. 1982
Evans et al. 1981
Evans et al. 1983

. Siporov et al. 1981
MenczeL et al. 1982
Maviaa et al. 1982

Nagao 1982

Naaao 1978

CHeN ot al. 1982, 1983
Anon. 1981a

Wang et al. 1983

Evans et al. 1981
BonnerT u. GumeLius 1983

ZeLcen et al. 1978
Mepavesy et al. 1980
Evans et al. 1983
GALUN et al. 1982
FLunn et al. 1983
Mebavyesy et al. 1980

BonneTT u. GumeLius 1983
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MicHAYLUK 1974). Entscheidend dabei sind ein hoher
Calcium-Ionenanteil im Medium und ein hoher pH-
Wert.

Die Enzymldsung wird fiir Fusionsvorhaben nicht mit
Nihrmedium, sondern in 100 ml einer Lésung (pH-
Wert: 5,8) aus Sorbit (0,5 M) und CaCl,-2H,0
(5,0 mm) ausgewaschen. Die Protoplasten werden dann
in die Fusionslésung (pH-Wert: 5,8) diberfiihrt, die Glu-
cose (0,2 M), CaCl,-2 H,O (10 am), KH,PO, (0,7 mm)
und 25 g PEG (Molekulargewicht: 1540) in 50 ml ent-
hilt. In dieser Losung verbleiben die Protoplasten 15
bis 20 Minuten bei Raumtemperatur. Zur Eluierung des
toxischen Polyethylenglycol werden die Protoplasten
dann in 100 ml einer Lésung (pH-Wert: 10,5) aus Glycin
(50 mM), Glucose (0,3 M) und CaCl, - 2 H,O (50 mm)
zweimal zehn Minuten lang aufgenommen. Anschlie-
flend wird mit Protoplastenkulturmedium nachge-
waschen.

Die Fusion soll méglichst in Einzelzellagen, z. B. auf -

Objekttrigern, erfolgen. Die weitere Kultur erfolgt in
flissigem Protoplastenkulturmedium, die Regeneration
zu Pflanzen wie fiir die Protoplastenregeneration be-
schrieben.

Das Auffinden der gewiinschten somatischen Hybriden
ist schwierig, da neben iiberwiegend nicht fusionierten
Protoplasten Fusionsprodukte zwischen Protoplasten
des einen oder des anderen Donors auftreten. Da es
nicht effektiv ist, zunichst alle Protoplasten zu Pflan-
zen aufzuziehen und dann die Fusionshybriden zu se-
lektieren, werden ,marker® zum Auffinden der Hybri-
den eingesetzt.

Als ,marker® dient u. a. das Gen Sx einer ,sulfur®*-Mu-
tante. Im homozygot dominanten Vorkommen (Su S»)
entstehen Albino-Formen, im heterozygoten Zustand
(5% s4) hellgrine und als Wildtyp (sw s#) dunkelgriine
Pflanzen. Werden Protoplasten von Sx Su-Genotypen
mit solchen von su su-Genotypen fusioniert, so sind
die Fusionshybriden an unterschiedlichen Chloropla-
sten kurz nach der Fusion oder spitestens an regene-
rierten Sprossen zu erkennen. Evans et al. (1983) nutz-
ten dieses System zur Selektion von N. tabacum +
N. sylvestris, N. tabacum + N. otophora u. a. Hybriden.
Als Abwandlung des Su su-Systems konnen durch Ein-
satz von Herbiziden reversible ,Ausbleichungen® an
den Chloroplasten des einen Fusionspartners induziert
werden (UHRIG, pers. Mitt.).

Vielfach werden unterschiedliche Resistenzen gegen
Aminosiureanaloga, beispielsweise 5-Methyltryptophan
und 5-Aminoethylcystein, zur Markierung der beiden
Fusionspartner benutzt. Auf einem Nihrmedium, das
beide Substanzen enthilt, wachsen nur Protoplasten,
die aus der Fusion zwischen beiden Donorgenotypen
entstanden sind. WHITE und VasiL (1979) nutzten die-
ses Markierungssystem zur Selektion von Fusionshybri-
den bei N. sylvestris.

Durch isoelektrische Fokussierung lifit sich eine unter-
schiedliche Ribulose-1,5-biphosphat-Carboxylase-Oxy-
genase in Nicotiana-Arten nachweisen. LIN et al. (1986)
nutzten diese Moglichkeit zur Unterscheidung von
N. otophora, N. acuminata und N. tabacum. Dieser

Tabelle 6.
Somatische Hybriden zwischen Nicotiana-Arten und anderen
Solanaceae und Leguminosae.

Somatische Hybriden Autor(en)
Atropa belladonna + N. chinensis Gresa 1982
Glycine max+ N. glauca Kao 1977

N. glauca + Lycopersicum esculentum Evans et al. 1978
N. glauca + Petunia hybrida Lietal. 1983

Sun et al. 1982, 1983
N. tabacum + Lycopersicum esculentum = Evans et al, 1978
Naaao 1982

Gamsora et al, 1978

N. tabacum + Salpiglossis sinuata

N. tabacum + Solanum chacoense

Markierungsfaktor kann auch zum Auffinden von Fu-
sionshybriden aus Protoplasten genutzt werden.

Eine weitere Markierungsméglichkeit bietet die Ver-
wendung von Fusionspartnern, die Komplementation
zeigen. Diese erstreckt sich zum Beispiel auf Auxinau-
totrophie (CARLSON et al. 1972) oder andere gegensei-
tige Erginzungen (GLIMELIUS et al. 1978).

Alle dargestellten Erkennungsméglichkeiten von Fu-
sionshybriden setzen die Markierung der Fusionspart-
ner voraus. Daran wird mit groflem Aufwand gearbei-
tet. Dieser Aufwand ist gerechtfertigt, da die Protopla-
stenfusion zunichst nur zur Herstellung von Ausgangs-
material fir die Tabakziichtung eingesetzt werden
kann. Dieses Ausgangsmaterial ist iiber andere Metho-
den nicht zu gewinnen und wird trotz grofiter Bedeu-
tung nur in geringem Umfang bendtigt.

Zunehmende Intensitit und Dauer ziichterischer Bear-
beitung schrinken die Variabilitit einer Kulturpflanzen-
art laufend stirker ein. Dies erschwert oder verhindert
w.U. sogar die Selektion von Genotypen, die an dra-
stisch verinderte Anforderungen angepaflt sind. In eini-
gen Kulturpflanzen, etwa dem Raps, wird deshalb ver-
sucht, durch Resynthese aus den Ausgangsformen ein
nicht durch langjihrige Selektion bereits fixiertes Aus-
gangsmaterial zu erstellen.

Bei N. tabacum ist eine eingeschrinkte Selektionsmédg-
lichkeit derzeit fiir einige Qualititsparameter erkenn-
bar. Zur Erstellung eines geeigneten Selektionsmaterials
ist neben der Resynthese aus der Kreuzung N. sylvestris
X N. tomentosiformis vor allem die somatische Hybri-
disation dieser Elternkomponenten, aber auch die Her-
stellung anderer Fusionshybriden ein Anliegen der
Zichtungsforschung,

Die geschilderte Verwendung von somatischen Hybri-
den kdnnte sich nach Entwicklung effektiver Hybridi-
sations- und Selektionstechniken rasch erweitern. In
Kreuzungskombinationen steuert der miitterliche Part-
ner fast das gesamte Cytoplasma bei. Es ist sicher, dafl
nach Kombination nicht nur im Zellkern, sondern auch
in der im Cytoplasma festgelegten genetischen Infor-
mation zusitzlich genetische Variabilitit entsteht, die
ziichterisch genutzt werden kann. Da diese Effekte in
ziichterisch entwickeltem Material zu erwarten sind,
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mufl die verfiigbare Anzahl somatischer Hybriden gro8
genug und entsprechend mit geringem Aufwand her-
stellbar sein,

Bei der Herstellung von Ausgangsmaterial fir die
Ziichtung ist es das Ziel, die Ploidiestufe und die Chro-
mosomenzahl von N. tabacum nicht zu verindern. Fu-
sionsprodukte sollten deshalb aus dihaploiden und/
oder anderen 24chromosomigen Genotypen hergestellt
werden.

Eine Erweiterung der genetischen Variabilitat ist auch
von ,Cybriden* zu erwarten. Diese entstehen aus der
Fusion von Protoplasten mit inaktivierten Zellkernen in
einer der beiden Donor-Linien und besitzen die kern-
genetische Information nur des einen Partners und, je
nach Selektionskriterium, mehr oder weniger aus-
schliefllich die genetische Information des Cytoplasmas
des anderen Partners. MEDGYESY und Mitarbeiter (1980)
markierten N. tabacum mit einer Streptomycinresistenz
und inaktivierten den Zellkern mit Jodacetat. Sie fusio-
nierten dann mit N. sylvestris und konnten streptomy-
cinresistente Cybrid-Kallusse selektieren.

Cybriden kdnnten zur Herstellung von cytoplasmatisch
mannlich sterilen Kreuzungspartnern verwende:r wer-
den, die u.a. konventionell® durch Kreuzung gene-
tisch entfernt stehender Arten entwickelt werden
(vergl. 2.4}, Dabei wird durch wiederholte Rickkreu-
zung die kerngenetische Information der Kulturform in
das Cytoplasma der Wildform eingelagert, eine aufwen-
dige Prozedur, Die Erschliefung von Sterilititsplasmen
ist auf die mit N. tabacum kreuzbaren Arten be-
schrinkt. Es ist wiinschenswert (vergl. 3.3.2.2)), andere
minnlich Sterile durch Herstellung von Cybriden zu
gewinnen.

Zur Herstellung von Cybriden ist die Verwendung di-
haploiden Ausgangsmaterizls nicht erforderlich und
eher iiberfliissig,

3.2.5.5. Transformation

Eine gegeniiber der sexuellen und somatischen Hybri-
disation und der Mutationsinduktion weiter differen-
zierte Technik zur Herstellung genetischer Variabilitit
ist die Transformation. Bei der Transformation wird
mit Hilfe eines Vektors genetische Information in eine
Zelle eingebracht und dort in das vorhandene Genom
integriert. Nach erfolgter Integration wird die ,Fremd-
information® mit dem Empfingergenom wihrend der
Zellteilungszyklen, einschlielich der Gametenbildung,
redupliziert und so an alle neu gebildeten Zellen weiter-
gegeben.

Derzeit werden Vektoren unterschiedlichster Herkunft
genutzt: Caulimoviren, Geminiviren, RNS-Viren, Vi-
roide, stabile und instabile pflanzliche Genomkompo-
nenten, Agrobacterium rhizogenes und Agrobacterium
tumefaciens. Technisch am weitesten entwickelt ist der
Vektor Agrobacterium tumefaciens. Dieses Bakterium
hat unter natiirlichen Bedingungen einen grofien Wirts-
pflanzenkreis. Nach Infektion kommt es zur Bildung
von Pflanzentumoren.

Molekularbiologische Analysen zeigten, dafi A. twme-
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faciens wie viele andere Organismen auch aufler dem
Hauptgenom ein ringférmiges Extrachromosom ent-
hilt. Dieses Plasmid trigt die tumorinduzierende Re-
gion (daher die Bezeichnung Ti-Plasmid), aber auch
eine Reihe anderer ,Gene®. Dazu gehdren solche, die
eine Phytohormonautotrophie bewirken und die Klassi-
fizierung der Ti-Plasmide in einen QOctopin- und No-
palintyp ermaglichen.

Durch Manipulation kann das Plasmid umstrukturiert
werden, wobei entweder die im Plasmid festgelegte ge-
netische Information selbst verindert oder Fremdinfor-
mation eingefiigt wird. Die Bezeichnung ,Gentechnolo-
gie® beschreibt anschaulich die dabei eingesetzten auf-
wendigen Verfahren. Als Empfingersysteme kdnnen
sowohl Pflanzen in vive als auch in vitro- Kulturen ver-
wendet werden. Protoplastensysteme scheinen zur Zeit
jedoch besonders gecignet zu sein.

Die Inkubation von Nicotiana-Protoplasten mit einem
Wildtyp von A. tumefaciens, dessen Plasmid unverin-
dert ist, fuhrt auf einem phytohormonfreten Kulturme-
dium zu wenigen Kalluskolonien, Diese sind phytohor-
monautotroph auf Grund einer Transformation mit
Plasmid-DNA (WuLLEMS et al. 1981). Bel Verwendung
eines Ti-Plasmids vom Nopalintyp entstehen nach
Transformation von Nicotiana-Zellen Teratoma, Wu-
cherungen mit blatt- und sproflihnlichen Gebilden, die
sich auf Grund gestSrier apikaler Dominanz nicht zu
Sprossen weiterentwickeln, Wird dem Kulturmedium
jedoch 1 mg Kinetin je Liter zugesetzt, so entwickeln
sich normale Sprosse. Yanc und Simeson (1981) zeig-
ten, daft diese kein Nopalin synthetisieren konnten und
auch nicht mehr hormonautotroph waren. SLOGTEREN
und Mitarbeiter (1983) regenerierten Nicotiana-Sprosse
nach Transformation mit einem Ti-Plasmid vom Oe-
topintyp, mufiten aber dazu dem Medium entweder
Auxin und Cytokinin oder in einem anderen Fall nur
Auzin zufiigen.

Greve et al, (1982) erhielten, ebenfalls nach Verwen-
dung eines Ti-Plasmid-Wildtypes, Regenerate von Ni-

- cotiana, Diese transformierten Pflanzen besallen die

Fahigkeit zur Octopinsynthese, zeigten aber keinerlei
Tumorinduktion, Diese Region war wihrend der Rege-
nerationsphase spontan eliminiert worden.

Umstrukturierte, beispielsweise durch eine Lysopin-
Dehydrogenase veranderte Ti-Plasmide nutzten OTTEN
und Mitarbeiter (1981) zur Ubertragung dieser Eigen-
schaft auf N. tabacum. In vegetativen und generativen
Nachkommen einer Pflanze wurde die Lysopin-Dehy-
drogenase exprimiert. Sie wird monofaktoriell domi-
nant vererbt. HorscH et al. (1984} iibertrugen kiirzlich
eine Canamycinresistenz in Mesophyllprotoplasten,

“auch diese wird monogen vererbt. NETzEr (1983) be-

richtet von einem gelungenen Transfer des Genes fir
Phaseolin, dem Speicherprotein der Phaseclus-Bohne,
in Nicotiana.

Es ist in der Regel notwendig, nach erfolgreichem
Transfer von genetischer Information A. twmefaciens
mit Hilfe von Antibiotika abzutéten.

Di¢ Technik des Gentransfers mit Hilfe von Ti-Plasmi-
den ist weit entwickelt. Besondere Schwierigkeiten ent-



stehen bei der Isolierung von Genen, die wichtige Ei-

genschaften bestimmen, bei deren Integration in das
Plasmid, deren Multiplikation und bei der Integration
in Empfingergenome, Ob in jedem Fall dann eine Gen-
expression erfolgt, ist nicht sicher, erscheint aber még-
Lich.

3.2.5.6. Invitro-Selektion

Die Maglichkeit, Tausende von Kalluszellen oder Pro-
toplasten auf kleinstem Raum kultivieren zu kénnen,
fordert den Einsatz mikrobiologischer Selektionstech-
niken geradezu heraus. Als Kopie dieser Techniken
wurden dem Tabakkulturmedium zunichst Aminosiu-
reanaloga (FLicK et al. 1981), Antibiotika (MaLiGA et al.
1973), aber auch Herbizide (Cuarerr und Parsons
1978), Fungizide (Poracco und Poracco 1977), Salze
(Dix und Pearce 1981) und Toxine (THANUTONG et al.
1983) zugesetzt.

Das in vitro-Selektionssystem erméglicht es auf Grund
der praktisch unbegrenzten Anzahl kultivierbarer Zell-
individuen, auch sehr seltene Mutationen aufzufinden.
Zur Herstellung von Ausgangsmaterial fir die Zich-
tung haben selektierte Zellinien jedoch nur Bedeutung,
wenn daraus Pflanzen regeneriert werden (vergl.
3.2.5.1,) und diese die gewiinschten Eigenschaften be-
sitzen. Diese Eigenschaften miissen durch Samen auf
die Nachkommen fibertragbar sein. Beispiele dafiir sind
Herbizidresistenzen, und zwar gegen Paraquat (MrLer

und Huches 1980) und Picloram (CHALEFF und Par- -

soNs 1978) und gegen das Toxin von Psewdomonas sy-
ringae und Alternaria alternata (THANUTONG et al.
1983). Aber auch die Inokulation von Sterilkulturen mit

dem Krankheitserreger selbst kann zur Selektion von -

resistenten Zellklonen und Pflanzen genutzt werden,
Prascey und CorLins (1983} selektierten so Resistenz
gegen Phytophthora parasitica und MurakisHl und
Carison (1982) TMV-resistente Tabakpflanzen.
Schwieriger gestaltet sich das Selektionsverfahren,
wenn indirekte Selektionsmethoden genutzt werden
missen. Dieses trifft beispielsweise zu fiir ¢ine Krank-
heitsresistenz, wenn das Toxin des Erregers nicht bekannt
ist oder nicht genutzt werden kann. Als klassisches Bei-
spiel dafor soll die von Caruson 1973 erfolgreich
durchgefiihrte Selektion von ,wild fire® - resistenten Ni-
cotiana-Genotypen genannt werden. Cartson selek-
tierte in Zellkulturen von Nicotiana tabacum Zellen, die
gegen das Aminosiureanalogon Methioninsulfoximin
resistent waren. Nach einer mehrfach wiederholten
Riicktestung wurden aus resistenten Kalluslinien drei
Pflanzen regeneriert, die zusitzlich zu der Aminosdure-
resistenz Resistenz gegen Psewdomonas tabaci besaflen.
CaARLsON selektierte die Resistenten aus etwa 1,9 + 1¢7
Zellen, fir die eine Kulturraumfliche von wenigen
Quadratmetern notwendig war. Um vergleichsweise
dieselbe Anzahl Tabakpflanzen zu kultivieren, hairtte
eine Fliche von etwa 200 000 m? mit Tabaksimlingen
besetzt werden missen. Der Aufwand fiir die Inokula-
tion der Simlinge ist unter Skonomischem Gesichts-
punkt unwirtschaftlich und nicht realisierbar.

3.3, ZUCHTMETHODEN

Das angestrebte Ziel zichterischer Tatigkeit ist die
Entwicklung von leistungsfahigen Genotypen, die fiber
Samen vermehrt zu Bestinden von einheitlichen Einzel-
pflanzen fithrt, Die Einheitlichkeit wird dabei weitge-
hend von der Agrotechnik und den angewendeten Ver-
arbeltungstechnologlen bestimmt. In Lindern, in denen
Tabaksorten einen Sortenschutz besitzen, setzt die den
Sortenschutz erteilende Behdrde die geforderte Ein-
heitlichkeit durch Vorgabe tolerierter Abweichungen
fir Pflanzenhdhe, Blattform, Behaarung, Blutenform,
Leistungsfahigkeit etc. fest.

Die Homogenitit einer Sorte bei glclchzemg hoher Er-
tragsleistung ist durch unterschiedliche Zuchtmethoden
zu erzielen. Die grofiere Einheitlichkeit erfordert in der
Regel aufwendigere Methoden und/oder eine lingere
Zei,

Im folgenden sollen Zuchtmethoden fir Nicotiana ta-
bacum dargestellt werden, die sich im genetischen Kon-
zept grundsitzlich voneinander unterscheiden, In der
Ziichtungspraxis werden diese Basismethoden vielfach
teilweise kombiniert und vor allem stindig den neue-
sten Erkenntnissen der Ziichtungsforschung angepafit.

3.3.1. Selektionsverfabren
3.3.1.1, Massenanslese

Bei der Massenauslese betrachtet der Ziichter einen Ta-
bakbestand als Population, aus der entweder uner-
wiinschte Individuen entfernt oder erwiinschte ausge-
lesen werden. Entsprechend kann von einer negativen
oder positiven Massenauslese gesprochen werden. Er-
folgt die Selektion vor der Bliite, so tragen die elimi-
nierten Pflanzen nicht zur Bestiubung der verbliebenen
bei. Die ,bereinigte® Population mufl sich daher in der
angestrebten Richtung verbessern.

Grundlegende Verinderungen kénnen mit Hilfe der
Massenauslese erst nach mehreren Selektionszyklen er-
reicht werden: Die zur Samenbildung kommenden
Pflanzen entsprechen zwar phanotypisch, nicht aber in
allen Fillen genotypisch dem angestrebten Zuchtziel.
Die Selektionszyklen sind daher mehrfach zu wieder-
holen.

Werden die Auslesepopulationen gezielt durch Kreu-
zung von Genotypen mit zu kombinierenden Eigens-
chaften hergestellt, so lifit sich mit Hilfe der Massen-
auslese das Zuchtziel, etwa Verinderung des Carotin-
oidgehaltes, genetisch manifestieren. Bearson et al.
(1984) konnten aus einer Population nach zehn Selek-
tionszyklen Genotypen mit sowohl hohem als auch
niedrigem’ Gehalt an Gesamtcarotinoid selektieren, der
aber nicht dber bzw. unter dem der verwendeten El-
terngenotypen lag. Auflerdem fihrie die Selektion auf

sniedrigen Gesamtcarotmotdgehalt zu reduzierten Blatt-

ertragen ein nicht zwingend notwendiges Ergebnis. Bei
einer Massenselektion auf hohes Simlingsgewicht er-
hielten SANFORD und MaTZINGER (1983) unbeabsichtigt
Genotypen, die gleichzeitig friher keimten als andere.
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Wegen des erreichten hohen Leistungsniveaus und ef-
fektiverer Ziichtungsmethoden wird die Massenselek-
tion heute, anders als im vergangenen Jahrhundert und
zu Beginn dieses Jahrhunderts, nicht zur Neuziichtung
von Sorten eingesetzt. Sie hat aber cine grofle Bedeu-
tung bei der Erhaltungsziichtung bestehender Sorten,
sofern diese als Liniensorten gefiihrt werden.

3.3.1.2. Individwalanslese

Bei der Individualauslese geht der Ziichter von einer
vorhandenen oder durch Kreuzung hergestellten gene-
tischen Variabilitit aus. Aus dieser Formenmannigfal-
tigkeit liest er einzelne Individuen aus, die auf Grund
ihres Habitus oder anderer Eigenschaften als besonders
geeignet erscheinen. Wegen der alloploiden Konstitu-
tion von N, tabacwm und seiner iiberwiegenden Fremd-
bestaubungseigenschaft sind die ausgelesenen Eingzel-
pflanzen um so heterozygoter, je inhomogener die
Auslesepopulation war, Entsprechend spalten die
Nachkommenschaften der selektierten Einzelpflanze
mehr oder weniger stark auf. Die Auslese ist so lange
zu wiederholen, bis homozygote Genotypen entstanden
sind, Diese ,spalten” in ihren Nachkommen nicht mehr
auf.
Die Zunahme der Homozygotie erfolgt bei Steuerung
der Fremdbestaubung unerwiinschter Genotypen mit
jeder Generation. Der Ziichter kann diesen Vorgang je-
doch beschleunigen, indem er eine Selbstbefruchtung
innerhalb einer Pflanze erzwingt. Bei N. tabacum ge-
lingt dieses mit den in den Abschnitten 2.3. und 2.4,
dargestellten Ausnahmen leicht durch Einzelpflanzen-
isolierung. Die Selbstung kann in zehn und mehr auf-
einanderfolgenden Generationen wiederholt werden,
ohne daff die bei anderen, vor allem diploiden Arten
_ hiufig eintretende Inzuchtdepression mit Leistungsab-
fall auferice,
Der Nachbau annihernd homozygoter Einzelpflanzen
fihrt zu der mit der Individualauslese angestrebten
Einheitlichkeit eines Nicotignabestandes, zu einheit-
lichen Linien. Der hohe Samenertrag je Einzelpflanze
ermoglicht es, die erwiinschte Einheitlichkeit schon in
 jungen Generationen, etwa in S, (1. Selbstungsgenera-
tion) bis S;, zu dberpriifen. Nach Priifung der Lei-
stungsfahigkeit (vergl Abschnint 3.4) kann entweder
die Nachkommenschaft eines einzelnen Individuums
oder die von mehreren, relativ identischen Indiviguen
als Sorte in den Anbau gebracht werden.
In den Jahren zwischen etwa 1925 und 1945 wurden
weltweit viele bedeutende Tabaksorten durch Indivi-
dualauslese aus Landsorten und aus anderer genetischer
Variabilitit entwickelt. Sie hat heute fiir die Neuziich-
tung keine Bedeutung mehr,

3.3.2. Kombinationsverfahren

In allen Kombinationsziichtungsverfahren wird geneti-
sche Variabilitit durch die Kreuzung selektierter Eltern
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hergestellt mit dem Ziel, erwiinschte Eigenschaften in
einer Pflanze zu kombinieren und in deren Nachkom-
men zu konservieren,

3.3.2.1. Kombinationsziichtung, Riickkrenzung

Werden bei der Kreuzung nahe verwandte Ehern be-
nutzt, beispielsweise zwei Tabaksorten, so ist ecine
F,-Generation mit Sorten-Leistungsfihigkeit zu erwar-
ten. Die Auslese erwiinschier Genotypen kann wegen
zu erwartender Aufspaltung jedoch endgiiltig erst von
den Generationen F, bis F, an erfolgen. Da bessere
Genotypen als die bereits vorhandenen mit zunehmen-
der Ziichtungsintensitit immer seltener auftreten, mufl
der Tabakzichter mit einem méglichst breiten Kreu-
zungsmaterial beginnen. Dieses entsteht entweder aus
vielen Kreuzungskombinationen mit jeweils wenigen
Pflanzen oder wenigen Kombinationen mit jeweils vie-
len Pflanzen, Die Wahl des Vorgehens hingt davon ab,
ob dic zu erwartende Variabilitit auf Grund von ‘Test-
kreuzungen oder schon erfolgreichen Selektionen be-
kannt ist. Bei der ohne Mihe und mit hohem Samenan-
satz durchzufiihrenden Kreuzung wird in der Regel viel
gekreuzt. Das umfangreiche daraus resultierende Pflan-
zenmaterial mufl aus Kostengrinden so schnell wie
mdglich auf das erfolgversprechende eingeengt werden.
Dazu werden die Samen der einzelnen Kreuzungskom-

. binationen getrennt geerntet und als ,Familie® in der

F,-Generation und den nachfolgenden Generationen
mit 20 bis 50 Pflanzen angebaut. Als besonders negativ
erscheinende Familien konnen komplett von der F,-Ge-
neration an verworfen werden. Von 100 Kreuzungsfa-
milien erreichen zum Beispiel nur zwischen 3 % und
5% die F,-Generation, wenn die Moglichkeit der
Frihselektion, etwa Resistenzprifung von Simlingen,
genutzt werden kann.

Eine aussagefihige Beurteilung des agrotechnischen
und verarbeitungstechnischen Wertes einer Familie ist

“jedoch frihestens von der F,-Generation, in der Regel

erst von der Fy-Generation an mdglich. Durch die An-
zucht von mehr als einer Generation je Jahr und die
hohe Reproduktionsrate der Einzelpflanze ist die Beur-
teilung des Wertes einer Familie schon im zweiten oder
dritten Jahr nach der Krenzung méglich.

Der Ziichter fihrt die besten ausgelesenen Familien
entweder bis zur F,-Generation weiter und selektiert
von dieser Generation an diejenigen mit Sorteneigen-
schaften, Er nutzt aber auch die Maglichkeit, durch In-
dividualauslese, u.U. unterstiitzt durch Selbstungsgene-
rationen, von den Generationen F, bis F, an Einzel-

-pflanzen-Nachkommen avfzuziehen und getrennt von-

¢inander zu prifen, Setzt er diese Selektion von Gene-
ration zu Generation fort, so erhilt er einen Stamm-
baum (.pedigree®) — daher die Bezeichnung ,Pedigree-
Zuchtung®. Die besten Nachkommenschaften werden
Sortenpriifungen unterzogen (vergl. Abschnitt 3.4.),

Werden zur Herstellung der Ausgangsvariabilitic niche
Sorten, sondern genetisch entfernt stehende Kreu-



zungspartner verwendet, so entstehen zunichst Ba-
starde ohne Anbauwiirdigkeit im Sinne von Sorten. Die
F,-Bastarde sind hochgradig heterozygot, hiufig steril
und zeigen in nachfolgenden Generationen eine anhal-
tende starke Aufspaltung. In diesem Material lohnt sich
in der Regel die Selektion auf Sorteneigenschaften erst
in spiteren Generationen. Die Zwischenzeit wird dazu
»genutzt®, in jeder Meiose durch Umkombination und
Rekombination selektierbare Genotypen entstehen zu
lassen. :

Ist dagegen der Transfer eines bestimmten Merkmales,
etwa der Virusresistenz aus N. glutinosa in N. taba-
cwm-Sorten, beabsichtigt, so werden von der F,-Gene-
ration an durch Simlingstest alle nicht wenigstens teil-
resistenten Pflanzen verworfen. Um méglichst schnell
Leistungsfihigkeit und Sortencharakter zuriickzuge-
winnen, werden nach Selektion der erwiinschten Geno-
typen Leistungstypen eingekreuzt. In den Nachkom-

men wird streng nach Pflanzen ausgelesen, die resistent
sind, aber sonst dem . Leistungsgenotyp entsprechen.
Diese ,Riickkreuzung® mit dem Leistungstyp mufl
mehrfach bei unverinderter Selektion wiederholt wer-
den. Je nach genetischer Distanz und Kopplung des zu
integrierenden Merkmales mit unerwiinschten Eigen-
schaften entstehen erst nach zehn bis 20 Rickkreuzun-
gen Zuchtlinien. Diese werden, wie bei der Kreuzung
zwischen Sorten beschrieben, zu Sorten entwickelt.

Die Kombinationsziichtung ist die gebriuchlichste Me-
thode der Sortenziichtung: Die Auswertung von 86 Sor-
tenbeschreibungen in internationalen Zeitschriften der
Jahrginge 1981 bis 1983 ergab, daff 78 durch Kombina-
tionsziichtung entstanden sind. Dabei wurde iiberwie-
gend von Einfachkreuzungen ausgegangen, seltener wa-
ren mehrere Kreuzungseltern eingeschlossen. Einige der
Sorten sind in Tabelle 7 mit Angabe von Kreuzungsel-
tern und Sorteneigenschaften aufgefiihrt.

Tabelle 7.
Beschreibung von Sorten, die durch Kombinationsziichtung entwickelt wurden.

Sortenname Eltern Zuchtmethode

Verbesserte Eigenschaften

der Sorten Autor(en)

‘B 106 "Mito 3' Kreuzung
(Burley) ‘Burley 21°

Resistenz: . Onori et al. 1981

™V . Harapa et al. 1981
Thielaviopsis basicola -

Alternaria longipes
Rauchqualitét

"Windel' 'Virginia 115* Kreuzung
'Delhi 34'

Ertrag Whire ot al. 1983
Rauchqualitét Panpeva et al. 1982/1983
Blattfall

Windtoleranz

'VA 182' : "NC 95' Kreuzung
(Virginia) "Coker-319"

Resistenz: Ternit et al. 1983

Phytophthora parasitica
var. nicotianae
Pseudomonas solanacearum

Seitentriebbildung
Blitezeit (spét)

'82 OD 9 'TL 38" Kreuzung
(TL9) TL 33 nach
Inzucht

Resistenz: LampRECHT et al. 1982
Erysiphe cichoracearum
T™V

Phytophthora nicotianae
var. nicotianae
Zucker (reduziert)

Ertrag

'Maryland 341" "Catterton’ Linien Kreuzung
Md. 64

Resistenz: Skooa et al. 1981
T™V

Pseudomonas tabaci

Fusarium oxysporum

weather fleck

Alkaloide (weniger)

'Cabaiguan 72' black tobaccos Kreuzung
p-5-11

'Corralio’

Resistenz: Barroso et al. 1980

Phytophthora nicotianae
var. nicotianae

Ertrag
Qualitét
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Tabelle 7.

Beschreibung von Sorten, die durch Kombinationsziichtung entwickelt wurden (Forts.).

Pseudomonas solanacearum

'ZZ 100 'Speight g 28" Kreuzung Resistenz: AnoON. 1980b
'CSIRO40 T Peronospora tabacina
Phytophthora nicotianae
var. nicotianae °
Pseudomonas solanacearum _
'N 507° 'Shiroenshu 202* Kreuzung Resistenz: Onisu ot al. 1981
'N 508° 'PD 121 Alternaria alternata
' Phytophthora parasitica
T™V
'BG 35 'Neptun' Komplexe Standfestigkeit ScHiPFER 1982
(Burley, "Poseldon’ Kreuzungen Spiitere Blite und Reife
Gleisdorf) 'Semphyra'
phyra
'Burley Forchheim*
'BG 37 ‘Semperante’ Kreuzung Resistenz: ScHiPFeR 1982
'‘K27/2 . Virus
Pilze
Standfestigkelt
GréBere Blatter
'NC 744" Rhodesische Kreuzung Resistenz: AnoON. 1980a
Sorte ;erdlo%)elter aggressive Virenrasse
) g or ,
Coker 86 aplos Toleranz:
Kartoffel Y Virus
'Hybrid 17* "Sandanski 144/ Kreuzung, CMS Resistenz: Tsixov u. Porivanov 1981
(N. debneyi- Cyto- Peronospora tabacina
plasma)
"Immuny 58 o Toleranz:
_ Phytophthora nicotianae
‘ER 1 Tl 1372 Einfachkreuzung, Fritherer Ermntetermin Cren et al. 1981¢
'ER 2 Doppelkreuzung, Pfiiicktermin (weniger)
'ER 3 Rickkreuzung Ertrag -
Zucker (reduziert)
'Dzhebel ’‘Dzhebel Dreifache Resistenz: PaLAKARCHEVA ot al. 1980
Basma 5* Basma 359* Riickkreuzung Peronospora tabacina
N. goodspeedii Erysiphe cichoracearum
X N. tabacum Pseudomonas tabaci
N. tabacum
’Escambray 70’ PW 1 Pedigree-Selektion Resistenz: Espino et al. 1980
'Habana Ligero* Phytophthora parasitica
var. nicotianae
T™V
Qualitét
'Clemson PD4' 'Hicks Broadleaf’ Doppelkreuzungen Ertrag Curnin et al. 1981
X 'Burley* Qualitét
’NC 95*
"Delgold’ Virginia 115° Doppelkreuzung, Ertrag Panpeva et al. 1981/1982
’X "Barbor* ‘ Riickkreuzungen Qualitéit:
Virginia 115 Gesamtalkaloide (erhht)
"Hicks Broadleaf Teer (vermindert)
"Virginia 110* Nikotin (vermindert)
Resistenz:
Thielaviopsis basicola
‘ weather fleck
CF112f 'Bright Yeliow 4' Kreuzung Resistenz: Kawamata et al. 1983
) ¢ v ¢ verdoppelter , .
F113 Coker 319 Haploider F 112
Pseudomonas solanacearum
Phytophthora nicotianae
var. nicotianae
'F 113"
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3.3.2.2. Hybridziichtung

Aus vielen Beobachtungen ist bekannt, dafl die Lei-
stung einer F,-Generation grafier sein kann als die der
darin enthaltenen Kreuzungseltern (Avcock 1980;
Bayusay und Lorez 1980; CHaupHARY und FAREED
1978; pe Verna und Avcock 1983; Avcock 1980),
Diese als ,Transgression® bezeichnete Erscheinung ist
besonders ausgeprigt in Kreuzungsnachkommen von
zwei oder mehreren Eltern, die mit Hilfe spezieller
Testverfahren, dem ,polycross® und dem ,topcross®,
ausgelesen wurden. Die in diese Tests gestellten poten-
tiellen Elterngenotypen sind selbst, zum Teil durch
wiederholte Inziichtung, weitgehend homozygot. Sie
zeigen dadurch artbedingt hiufig ausgeprigte Inzucht-
depressionen, wie Kimmerwuchs, reduzierte Repro-
duktivitat und allgemeine Subvitalitat.

In ,polycross- und ,topcross®-Tests selektierte Ge-
notypen besitzen eine allgemeine und eine spezielle
Kombinationseignung in dem Sinn, dafl sie in der F-
Generation Bastardwiichsigkeit oder Heterosis zeigen.

Diese ibertrifft die Leistung der Eltern um bis zu 20%,

bezogen auf die Gesamtleistung,

Der Heterosiseffekt ist an die starke Heterozygotie der
F,-Generation gebunden. Im Nachbau von F;-Hybri-
den tritt Aufspaltung ein, der einheitlich heterozygote
Zustand wird aufgehoben und die Leistung sinkt uncer
das Niveau der Elterngenotypen ab. Diese Leistungsde-
pression ist besonders ausgeprigt in Einfachhybriden,
die aus zwei Eltern entwickelt werden. In Doppelhybri-
den aus vier Eltern ist der Leistungsabfall geringer, das
Heterosisniveau in der Regel aber auch niedriger als in
Einfachhybriden.

Neben der gréfieren Ertragsleistung zeichnen sich Hy-
bridsorten vor allem dadurch gegeniiber anderen Sor-
tentypen aus, dafl sie aus genetisch sehr einheitlichen
Einzelpflanzen zusammengesetzt sind. Dieses bietet vor
allem fiir die technologische Verarbeitung des Ernte-
produkees grofle Vorteile, da beispielsweise bei Nico-
tiana der Reifegrad der einzelnen Blitter, deren In-
haltsstoffzusammensetzung und deren Gréflensortie-
rung sehr homogen ausfallen.

Der gravierende Nachteil von Hybridsorten ist an der
einheitlichen Reaktion auch auf Schaderreger abzulesen.
In den U.S.A. wurden in den 1970er Jahren Mais-Hy-
bridsorten angebaut, die auf Grund desselben Sterili-
titsplasmas eine hohe Anfalligkeit gegeniiber Helmin-
thosporium maydis, dem Erreger einer Streifenkrank-
heit, besitzen. Das Massenauftreten dieses Erregers
filhrte zu Ertragseinbuflen von 50 %, die nur durch die
Verwendung mehrerer anderer Sterilititsplasmen jetzt
zu verhindern sind.

Da die Hybridleistung an die F,-Generation gebunden
ist, mufl das Saatgut fiir den Anbau stindig aus den El-
ternkomponenten der Hybriden neu hergestellt werden.
Dieses ist ein aufwendiges Verfahren, wenn der eine
Kreuzungselter nicht ,von Natur aus® minnlich oder
weiblich steri] ist. Die dafiir genutzten Mechanismen
sind cytoplasmatische minnliche Sterilitit (vergl. Ab-
schnite 2.4.) und Inkompaubilitit (vergl. Abschnitt 2.3.).

Bei einigen Pflanzenarten kann, wegen rdumlicher
Trennung von minnlichen und weiblichen Geschlechts-
organen, eine Emaskulierung leicht mechanisch zum
Beispiel durch Entfernen der ,Fahnen™ bei Mais er-
reicht werden.

Im Gegensatz zu anderen bedeutenden Pflanzenarten,
wie Mais und Zuckerriibe, von denen weltweit fast aus-
schlieffilich Hybridsorten kultiviert werden, beschrinkt
sich der Anbau von Tabak-F -Hybriden auf sehr ge-
ringe Flichenanteile, Als Grund dafiir ist die mit ande-
ren Sortentypen erzielbare hohe Leistung anzugeben
und die Tatsache, dafl F,-Hybriden ibr Leistungspoten-
tial nur bei optimaler Versorgung mit Nihrstoffen,
Wasser etc. ausschdpfen kénnen. Deshalb ist ,robuste-
ren®, genetisch weniger eingeengten Sorten in vielen
Tabakanbaugebieten derzeit der Vorzug zu geben.

Die Entwicklung der Tabakhybridzichtung ist jedoch
nicht beendet. Es stehen vor allem cytoplasmatisch
minnlich sterile Formen zur Verfiigung, zum Beispiel
aus N. swaveolens (CHAPLIN 1964) und anderen Nico-
tiana-Arten (Burk 1960; CrayroN 1950; Izarp und
Hrrier 1955), die genutzt werden kdnnen. Sricas und
Ioannipis (1980) berichten von einer Maglichkeit, die
Resistenz gegen Peronospora tabacina in Sorten einzu-
lagern. Sie verwendeten mannlich sterile Linien aus der
F,-Generation von N. suaveolens X Orient- bzw. Bur-
ley-Sorten, die achtmal mit dem Sortenelter riickge-
kreuzt wurden. Die mannlich sterilen Lipien wurden
von Hand mit Pollen von ausreichend gegen Perono-
spora feldresistenten Linien von Orient- bzw. Burley-
Tabak bestdubt. Die erhaltenen F,-Samen keimten zu
85% bis 95% und lieferten Pflanzen mit folgenden
Heterosiseffekten: bis zu 16% fiir Blattertrag, bis zu
15% far Qualitit (gemessen als Gesamtalkaloidgehalt,
als Brennwert und als Blattfrischgewicht/Trockenge-
wicht-Index) und bis. 20 95% fiir Peronospora-
Resistenz,

3.3.3. Resistenzziichtung

Die Resistenzziichtung soll wegen ihrer wirtschaft-
lichen Bedeutung hier getrennt dargestellt werden, ob-
wohl sie zuchtmethodisch den bereits behandelten Ver-
fahren zuzuordnen ist. Die Darstellung umfafit allge-
meine Prinzipien der Tabakresistenzziichtung. Detail-
lierte Angaben zu speziellen Krankheiten und Schidlin-
gen enthilt Tabelle 8, in der wegen der gebotenen Be-
schrinkung des Umfanges ,klassische® und wenige
neuere Arbeiten zusammengefaflt sind.

Die Widerstandsfihigkeit von Sorten gegeniiber bioti-
schen und abiotischen Faktoren steht heute im Vorder-
grund der praktischen Tabakziichtung.

Voraussetzung fiir die Resistenzziichtung ist eine Ana-
lyse des Schaderregers oder der Pflanzenkrankheit.
Diese Analyse ist wesentlich fiir die Massenvermehrung
des Erregers, der fiir Inokulationen bendtigt wird. Fer-
ner miissen Inokulations- und Infektionsbedingungen
handhabbar sein, um resistente Genotypen sicher aus
einem genetisch divergierenden Ausgangsmaterial frih-
zeitig auslesen zu konnen. Im Freiland auftretender na-
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Tabelle 8.

Resistenzquellen fiir wichtige Krankheiten und Schaderreger sowie Resistenzausprigung.

Resistenzquelle

Resistenz

Autor(en)

1. VIREN

1.1. Gurkenmosalkvirus [CMV, cucumber mosaic virus]

Linie 470, 413, 418
Linie GAT 2, GAT 4

'Holmes*

1.2. Kartoffel Y Virus [PVY]

’Enshu’, Okinawa 1, 'Perevi, Virgin A Mutante
'Perevi’, Virgin A Mutante

Resistente Sorten und Linien
N. africana

N. benavidesii, N. glauca,
N. raimondii, N. tomentosiformis,
N. wigandiovdes, Virgin A Mutante

N. tomentosa,
Selektion 58 G

1.3. Tabakmosalkvirus [TMV, tobacco mosalic virus]

H 76, "Cavalla’

Trapezunt'

N. glutinosa,
N. debneyi

T66

N. glutinosa

N. glutinosa X N. debneyi
Stamm 1504 aus U.S.A.
"Vamorr 50° (N. glutinosa)

'Samsun’,
'Samsun NN‘

'Samsun’,
’Samsun NN*

"Xabthi — nc

'White Burley'
'Vamorr 50'

Md. 872, Md. 201

Toleranz

Unvolisténdige Immunitét,
Gene: N, rm,, rm,, t,, t,

Unvolisténdige Immunitét,
Gene: N, rm,, rm,, t,, t,

Stamm T-Resistenz,
je ein rezessives Gen

Je ein rezessives Gen
mit pleiotroper Wirkung

Nekrosen
Immunitét

Immunitat

Stamm MSNR, Nekrosen,

ein dominantes Gen

Nekrosen,
ein rezessives Gen

Ein dominantes Gen aus N. glutinosa

Hypersensitivitét,
Gen N

CHen et al. 1981b

CHeN et al. 1983b

Wan et al. 1984

YamamoTo U. Sato 1982

YAMAMOTO u. MivacH 1983 °

Suzuki et al. 1983
Lucas et al. 1980

Burk et al. 1982

Rurry 1982

LAmPRECHT U. Louw 1981

AHL et al. 1983

Ambalema-Toleranz QuINTERO U. SanTiESTEBAN 1980

Nekrosen Hartana 1981, 1983; VALLEAU
1961; Wipovo u. HarTana 1980

Hypersensitivitat AL u. Gianinazzr 1982
Lokale Lasionen Ctuna et al. 1980
Nekrosen Sastri et al. 1981
Gen N LaaT u. Loon 1983
Hypersensitivitét Konate et al. 1982
Gen N

(nekrotische Lokallésionen) Fraser 1983

Gen N’ (Lokallésionen)
Ein dominantes Gen Sastri et al. 1982

Hypersensitivitat DiatLo et al. 1981
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Tabelle8  (Forts.).

Resistenzquelle Resistenz Autor(en)
N. tabacum 'lmmunyl 580 Immunitét Lar’kiNa U. Semenova 1981
X N. setchellii
‘Maryland 341‘ aus Md. 10 X Md. 64 Resistenz McKee 1982
'888‘ und 854, 733, 432 Ein dominantes Gen

Linie 8

'Ambalema’

1.4. Tabak etch Virus [TEV, tobacco etch virus]

T.l. 1406

'Md. 64

1.5. Tomato spotted wilt

N. alata

N. rustica X N. glauca

'‘Dubec 44' X N. glauca

Zwel dominante Gene

Zwei bis drei rezessive Genpaare,
Virusvermehrung in Bléttern verringert

Verringerte Virusvermehrung und
Ausbreitung,
ein rezessives Gen

Toleranz

Hypersensitivitéat,
zwel dominante Gene

Voll resistent

Symptomlos

} MANUN U. PALAKARCHEVA 1981

VaLLEAU 1961

JoHnson 1980

DiaLLo et al. 1981

GaJos 1981

} Vinoarapov et al. 1982

2. BAKTERIEN

2.1. Pssudomonas solanacearum E.F.S. [bacterlal wiit disease]
(Ubersicht iiber die Resistenzziichtung in KeLman (1953))

'Bright Yellow 4
X 'Coker 319"

Resistenz

Kawamata et al. 1983

3. PILZE

3.1. Alternaria alternaia [tobacco brown spot]

'‘Beinhart 1000-1

'Florida’, 'Bauer’, 'Beinhart 1000 und

‘Beinhart 1000-1¢, 'Ambalema’

3.2. Erysiphe cichoracearum D.C. [powdery mildew]

H 76 ('"Kuofan'-Resistenz),

Nekrotische Lasionen

Resistenz

Ein rezessives Gen

Su u. Sun 1981

STavELY et al. 1981

Cavalla LAamPRECHT uU. Louw 1981
"Trapezunt’ Ein dominantes Gen
. Irabourbon N1 Toleranz Saragon 1981
"Kuoten', N. debneyi, Toleranz Saracon 1982
N. glutinosa '
N. glutinosa Immunitét
_ DeLon u. ScHtz 1982
'Kutsaga FI', "Kokubu', 'TL 33', 'H 76, 'PMR" Resistenz :
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Tabelle 8.  Resistenzquellen fir wichtige Krankheiten und Schaderreger sowie Resistenzauspragung  (Forts.).

Resistenzquelle Resistenz R Autor(en)
N. glutinosa Resistenz CoHen et al. 1983,
N. debneyi, N. tomentosifqrmls Immunitét CoHen 1982

’Kuotan’

N. glutinosa, N. debneyi

3.3. Peronospora tabacina [blue mold]

’Ege 64/,
'Ege 64' X N. debneyi

Sorten mit R-Gen
Immunyi 580' X N. setchellii

'Hicks Lea’,
’Ege 64' X N. debneyi

'Ostrolist 1519°, "'Samsun 417',
'Soboldiskii‘ u.a.

'Bel 61-10", Hybrid 10

'V. Hercegovec' X 'VH 32°

3.4. Phytophthora nicotianae var. nicotianae

'OS 802°

'F 112

Zwei rezessive Gene

Partielle Resistenz

Resistenz

Hohe Resistenz
Resistenz

Resistenz

Resistenz gegen PT 2

Resistenz korreliert mit Blattproteingehalit
(Asparagin, Phenylalanin)

Resistenz

Resistenz
Dominante Polygene

Resistenz

3.5. Phytophthora parasitica var. nicotianae [black shank]

'Burley 49* X 'Burley 21‘ und 'Ky. 10*
N. tabacum, N. longiflora
'North Carolina 88*
"North Carolina 1071
© 'TV' X 'G. of Vorstenland’
l 'McNair 944'
'Coker 319"
BL 3003, BL 3009
'Coker 411°, 'NC 82
L8

3.6. Thielaviopsis basicola [black root rot]

'Ky. 17*
N. debneyi, ‘Buriey 49*

N. debneyi

Resistenz

Monogen und polygen
Partielle Resistenz
Volle Resistenz
Resistenz

Volle Resistenz
Partielle Resistenz
&hnlich L8-Resistenz
Resistenz

Resistenz

Resistenz

Kopplung mit anderen
N. debnsyi-Merkmalen

Resistenz

Sastri et al. 1982

fragaki U. Nakamura 1981

EmiroGLu et al. 1979

ViNnogRADOV U. NAUMENKO 1981
Lar'kINA U. SEMENOVA 1981

INcEKARA U. EMIROGLU 1982
PasHcHENKO 1983
PAsHCHENKO 1982

Bewo et al. 1982

ANON. 1981b
Winovo u. Hartana 1980

Kawamata et al. 1983

YosHipa et al. 1981

Deaton et al. 1982

} Moore U. OrcutT 1982

Wipovo 1981

} GRANT U. RewLy 1982

GurpTon 1982
SHew 1983
Leac et al. 1982

ANDERSON U. WELACKEY 1982

Leaa et al. 1981

LrTon 1983
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tiirlicher Befall ist dazu wegen der Unsicherheit und
von Vegetationsperiode zu Vegetationsperiode schwan-
kender Befallsstirke nicht effizient einsetzbar.

Die Suche nach resistentem Material beginnt in der Re-
gel in Sorten oder Genotypen mit Anbaueignung. Es ist
Gberraschend, daff hiufig in diesen die fehlenden Resi-
stenzen gefunden werden, beispielsweise die gegen Pe-
ronospora tabacina (Sricas und loanNiDs 1980).
Konnen die Resistenzen nicht aus den Kulturformen
ausgelesen werden, wird genetisch entfernt stehendes
Material, bis hin zu Vertretern anderer Nicotiana-
Arten, untersucht. Die Selektion erfolgt entweder di-
rekt nach Einwirkung des Schadverursachers oder ,in-
direkt®, indem mit der Resistenzreaktion in Verbin-
dung stehende Systeme analysiert werden. Eines dieser
Systeme ist das b-Protein, das in Blittern resistenter
Nicotiana-Pflanzen zusammen mit einer Hypersensiti-
vitdtsreaktion auf Virus- (GiaNmnazz et al. 1970; van
Loon und van Kammen 1970), Bakterien- (AHL et al.
1981) und PiLz-Infektion (Granmnazzi et al. 1980) ge-
bildet wird. Anstelle einer Inokulation mit Tabakmo-
saikvirus kénnen Polyacrylsiure (GianiNazzr und Kas-
SANIs 1974; ANTONIV und WHITE 1980) oder Aspirin
(Warre 1979) zur Induktion einer b-Proteinbildung in
TMV-resistenten Pflanzen verwendet werden.

In praktisch allen Selektionen entsprechen die Resisten-
ten nicht der fir eine Sorte geforderten Leistungsfihig-
keit. In allen Fillen soll in einer Tabakpflanze nicht nur
eine Resistenz vorliegen, sondern es miissen mdglichst
viele Resistenzen und dazu auch noch solche gegen ver-
schiedene Pathotypen desselben Erregers kombiniert
werden, Dieses ist nur durch Kombination verschiede-
ner Selektionen méaglich,

Der Kreuzungsaufwand richtet sich nach der geneti-
schen Verwandtschaft der Kreuzungspartner, der gene-
tischen Grundlage der Resistenz und der Kopplung der
Resistenz mit unerwiinschten Eigenschaften. Es kann
davon ausgegangen werden, daff der Transfer einer Re-
sistenz aus genetisch angepaflten Resistenztrigern, die
von einem Faktor kontrolliert wird, etwa drei bis finf
Generationen nach der Einkreuzung realisiert ist. Wird
dagegen cine Resistenz aus einer Wildform in Nicotiana
tabacwm tibertragen, die monogen kontrolliert wird, so
sind zwischen sieben und zehn Generationen nétig, um
Resistente mit Sortencharakter zu erhalten, LegG et al.
(1982) zeigten dieses fiir Phytophthora parasitica var.
nicotianae Rasse 0 aus N. longiflora. Zeitlich und mate-
riell aufwendiger ist der Transfer einer Liuse- (Myzus
persicae) und Raupenresistenz (Spodoptera litwra) aus
Nicotiana gossei (Rao et al. 1980). Die bereits in der
F,-Generation auftretenden resistenten Pflanzen ,spal-
ten® in nachfolgenden Generationen stark auf. Wie die
cytologische Analyse ergab, besitzen alle resistenten
Pflanzen neben den N. tabacum-Chromosomen zu-
sitzlich cine unregelmifige Anzahl von N. gossei-
Chromosomen. Eine stabile, auf die Nachkommen
iibertragbare Resistenz ist erst dann zu erwarten, wenn
die Resistenzeigenschaft durch Translokation auf eines
der N. tabacum-Chromosomen iibertragen ist, Dieser

Vorgang kann durch Mutationsinduktion beschleunige
werden.

Eine Resistenz ist nicht dauerhaft. Kurze Reproduk-
tionszyklen und Vermehrungsraten, die um Zehnerpo-
tenzen iber der von N. tabacum liegen, ermiglichen
vor allem den Krankheitserregern, innerhalb kiirzester
Zeit, neue und auch aggressivere Genotypen auszubil-
den. Diese kdnnen die Resistenz iberwinden — die Ta-
bakpflanze ist wieder anfillig. Dieser Prozef wird
durch Anbavausweitung, die Verwendung weniger Sor-
ten auf groflen Anbauflichen und verinderte Kultur-
techniken noch beschleunigt. Die Ziichtung und Kultur
hochgradig resistenter Sorten und der Einsatz von 3u-
Rerst wirksamen Pflanzenschutzmitteln tragen zusitz-
lich zur Selektion aggressiver Erreger bet,

Ein ,modernes® Resistenzziichtungskonzept strebt Sor-
ten mit ciner mittleren Resistenz an. Dringend ist zu
empfehlen, diese Sorten nach dem Prinzip der wirt-
schaftlichen Schadschwelle mit Pflanzenschutzmitteln
zu behandeln und auch Sortenmischungen zu erproben.
Diese Mischungen enthalten Genotypen mit unter-
schiedlichen, schwachen Resistenzen und haben zum
Beispiel im Gerstenanbau bereits grofle praktische Be-
deutung erlangt (Worre et al. 1981). Die Resistenzmi-
schungen verlingern die Reproduktionsdauer und ver-
ringern die Reproduktionsrate von Erregern. Der
Zachter kann so den Erfolg seiner Resistenzbemihun-
gen verlingern und dadurch wirtschaftlicher gestalten.

33.4. Qualititsziichtung

Qualitaitsmerkmale unterliegen ebenso wie andere
Merkmale einer genetischen Kontrolle. Sie sind deshalb
durch ziichterische Maflnahmen verinderbar. Zuchtme-
thodisch wird dabei wie fir die Resistenzziichtung be-
schrieben vorgegangen. Die verwendeten Selektionskri-
terien beziehen sich auf die Qualitit des Erntegutes
und dessen technologische Weiterverarbeitung.

Auf Qualitatskriterien wird in dieser Darstellung nicht
eingegangen.

3.3.5. Haploidziichtung

Haploide kénnen in der Sortenziichtung ganz allgemein
zur Abkiirzung von Aufspaltungen und damit zur Ver-
kiirzung eines Zuchiganges eingesetzt werden.

Wie in Abschnitt 3,2.5.3. dargestellt, wird Gber die Ha-
ploidstufe aus allotetraploidem N. tabacum eine Pflanze
entwickelt, die ein N. sylvestris- und ein N. tomentosi-
formis- Genom besitzt. Beim Zuriickkehren auf die te-
traploide Stufe werden beide Chromosomensitze ver-
doppelt. Die neu entstandene allotetraploide Pflanze
enthalt, im Gegensatz zu jnatirlichem® allotetraploiden
N. tabacum, je zwei identische Chromosomensitze,
Daraus resultiert véllige Homozygotie und Konstanz in
den generativ entstehenden Nachkommen,

Werden aus Leistungstypen, etwa Zuchtstimmen oder
Sorten, verdoppelte Haploide hergestelle, so zeigen
diese in der Mehrzahl einen Leistungsabfall gegeniiber
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Tabelle 8.

Resistenzquellen fiir wichtige Krankheiten und Schaderreger sowie Resistenzauspréagung

(Forts.).

Resistenzquelle

Resistenz

Autor(en)

N. debneyi

. 'Burley 49', 'Riwaka 5,
" 'Virginia Gold', 'Harrison Special'

'Burley B15', 'Burley B49',
'Burley 77, ‘Burley 4977‘ u.a.

"Topolovgrad 1',
"Krumovgrad 213" u.a.

Volle Resistenz,
ein Gen

" Volle Resistenz

Resistenz

Hohe Resistenz

f OHasHt u. ImoTo 1983

IVANCHEVA-(RABROVSKA U.
Kutova 1981

Kutova u. Gasrovska 1980

4. TIERE

. 4.1. Myzus persicae

'Talgar 28",
‘Immunyl 580"

Diverses Material

'Burley 21°, 'Kentucky 14', 'LA Burley 21°

N. gossei

4.2. Meloidogyne incognita

'‘Coker 254‘, 'Coker 258, 'Coker 347",
'Speight G28', 'Speight G33', 'Speight G41,
*Virginia 770* u.a.

N. otophora, 'La Quinta’

*Jujuy' v

N. tomentosa, 'NC 95, Monosome
Spelight G28

N. tomentosa

'NC 2514’ (Virginia)
N. repanda

4.3. Manduca sexta [tobacco hornworm]}

Hohe Feldresistenz
in Material mit hellen Blittern

Resistenz mit
Estern und Olen gekoppelt

Eiablagepréferenz

Toxisch fiir
M. persicae

Resistenz

Hohe Resistenz
Toleranz

Volle Reslistenz
Feldresistenz

Ein dominantes Gen,
gekoppelt mit PVY-Resistenz

Resistenz

Partielle Resistenz

Vinoarapov et al. 1981

JOHNSON u. Severson 1982

BeLcHer u. THursTON 1983

Rao et al. 1980

CHAVEZ U, Franco 1981

} ARCIA U. WeRnsman 1983

SLANA U, STAVELY 1981
Hussaint u. Moses 1981

Rurry 1982

KarTtono 1980

SHepHeRD U, Coomes 1981

T.I. 1112 X 'Splight G 33° Resistenz MiLes et al. 1980
TLAMM12X T 7, Feldresistenz JoHnson 1979

T.1. 1112 X 'McNair*

4.4. Hellothls virescens [tobacco budworm]

Tl 1112 Nonpréferenz Jackson et al. 1983

T.I. 165 Feldresistenz " Gwynn et al. 1983

5. ABIOTISCHE FAKTOREN

5.1. Weather fleck

"Stam T66* Feldresistenz QUINTERO U. SANTIESTEBAN 1981

'Md. 872" Feldresistenz Avcock 1982

Maryland-Sorten X 'Bel W 3* Additive und epistatische Geneffekte Avcock 1983
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den Ausgangsformen (IoanniDis und SymEoNIDOU
1982; Rowe und GwyNN 1983; BrRown 1982; Reep und

WERNSMAN 1983; KASPERBAUER et al, 1983). Als Erkla-

rung dafiir kann angenommen werden, daf ,natiirliche®
Alloterraploide, auch nach Inziichtung (vergl. 3.3.2.2.),
noch geniigend Restheterozygotie und dadurch ¢ine
héhere Leistungspotenz besitzen als absolut homozy-
gote verdoppelte Genotypen. In Experimenten konnte
diese Annahme bisher nicht bestitigt werden (BROWN
und WernsMaN 1982), sie¢ steht auch im Widerspruch
zu routinemifligem Einsatz in der Gerstenziichtung in
Kanada und auch in der Tabakziichtung (Tabelle 7). Es
ist auch nicht zu erwarten, dafl aus jeder verdoppelten
haploiden Pflanze ein Leistungstyp entwickelt werden
kann, ebensowenig wie aus jeder selektierten Linie
einer Kreuzung eine Sorte entsteht. Rowe und Gwynn
(1983) schliefen aus ihren Untersuchungen, daff aus
etwa 900 Haploiden zehn mit einer gegeniiber der Aus-
gangsform erhohten Leistung selektiert werden konnen.

Aufler strenger Homozygotie ergibt sich ein Unter-
schied zwischen androgenetisch gewonnenem und na-
tiirlichem tetraploiden N. tabacum auch auf dem DNA-
Niveau (Duron et al. 1983). PAEPE et al, (1982) er-
mittelten eine Zunahme der Menge an Gesamt-DNA
und cine Zunahme von besonders hiufig repetitiven Se-
quenzen, Daraus kann geschlossen werden, dafl verin-
derte kerngenetische Information die Leistungsfahighkeit
der Pollen-Deerivate herabsetzt. Diese Vermutung wird
dadurch gestiitzt, daf androgenetisch entstandene ver-
doppelte Haploide eine stirkere Leistungsdepression
zeigten als maternale Haploide (Brown 1982).

Der Einsatz Haploider in der Sortenziichtung erfolgt
entweder in sehr frilhen Generationen des Zuchtmate-
rials oder wenn bereits eine leistungsfihige Population
vorliegt. .

Im ersten Einsatzbereich' werden beispielsweise nach
Einkreuzen einer Resistenz aus genetisch entfernter
stehendem Material die Resistenten in der Fy- oder Fp-
Generation selektiert und dber die Haploidstufe zu
nicht weiter spaltenden Homozygoten entwickelt.
Diese kdnnen als Tetraploide zur Rickkreuzung mit
Sorten verwendet werden.

Im zweiten Einsatzbereich kdnnen aus einer leistungs-
fahigen Kreuzungspopulation von etwa der F¢-Genera-
tion an #ber die Haploidstufe einheitliche Linjen ent-
wickelt werden, Die Prifung dieser Linien (vergl. 3.4.)
ergibt sicherere Beurteilungsméglichkeiten als die Prii-
fung von spaltenden Populationen,

3.4. PRUFUNG DES ZUCHTERFOLGES

Die Leistungsfihigkeit einer als ,fertig" eingekreuzten
Neuziichtung mufl im Anbauversuch gepriift werden.
Der begrenzende Faktor ist die geringe Anzahl Pflan-
zen, die je Flicheneinheit kultiviert werden kann,

Der Einflu8 der Umwelt auf qualititsbestimmende
Merkmale wie Blattertrag, Inhaltsstoffzusammenset-

zung, getrocknete Blattmasse etc. ist hoch. Zuverlissige
Aussagen Ober die Leistungsfihigkeit eines Zuchtstam-
mes kdnnen daher nur aus Anbauversuchen mit einge-
streuten Vergleichssorten in mehrfachen Wiederholun-
gen, an mehreren Orten in mehreren Jahren gemache
werden. Als praktikabel hat sich fiir erste Vergleichs-
priifungen mit bestehenden Sorten eine Pflanzenanzahl
von 50 bis 70 in zwei Wiederholungen an zwei Orten
erwiesen. Die nichstjihrige Prifung kann nach Elimi-
nierung nicht geeigneter Genotypen in drei- bis vierrei-
higen Parzellen von je zehn bis fiinfzehn Metern Linge
in drei bis vier Wiederholungen an zwei Standorten
durchgefohrt werden, Die Anlage erfolgt zum Beispiel
als randomisierte komplette Blockanlage, bei der alle
Priifglieder einschliellich der Bezugsstandards in einem
Block enthalten sind.

Mit der Versuchsauswertung kénnen weitere Prifglie-
der eliminiert werden, so dafl mit den wenigen verblei-
benden ein Feldversuch mit Parzellengréfien von etwa
100 m? in vier bis sechs Wiederholungen an mdglichst
verschiedenen, fiir den Sortenanbau vorgesehenen
Standorten durchgefiihrt werden kann. Die erzielten
Ernteergebnisse geben eine relativ sichere Auskunft
iiber die Ertragsleistung und erlauben auch eine Aufbe-
reitung des Erntegutes nach halbindustriellem Mafstab,

Um nicht wertvolle Zeit zu versiumen, wird der Ziich-
ter bei vorgeschriecbener Sortenzulassung parallel ab-
schlieBende ecigene Leistungsprifungen durchfihren
und offizielle Zulassungspriifungen beantragen,
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