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KURZFASSUNG

Selektion und Vermehrung selbstinkompatibler Winterrapdslinien (Brassica napuslL.)
im Hinblick auf die Entwicklung von Hybridsorten

In der vorliegenden Arbeit wurde die Selbstinkompatibilitdt in Brassica napus hinsichtlich ihrer
Nutzung in der Hybridzlichtung untersucht. Es konnten drei selbstinkompatible Linien aus
aktuellem Zuchtmaterial mit 00-Qualitét zu einer Haufigkeit von ca. 0,03 % selektiert werden.
Nach diallelen Kreuzungen von sieben selbstinkompatiblen Linien wurde das Vorliegen vier
verschiedener S-Allele festgestellt. In Untersuchungen der Wechselwirkungen zwischen den
verschiedenen selbstinkompatiblen Linien zeigte sich der modifizierende Einflul? des genetischen
Hintergrundes. In Kombination mit einer Linie, die ein dominantes S-Allel trug, welches aus
Brassica campestris sammte, war eine gegenseitige Abschwéachung der Allele zu beobachten.
Testhybriden, die in ener Dreilwegkreuzung unter  Nutzung  verschiedener
Selbstinkompatibilitétsallele, darunter das dominante S-Allel, hergestellt wurden, bestanden zu ¥4
aus selbstfertilen Pflanzen.

Die Auspragung der Selbstinkompatibilitée wurde von Umweltfaktoren beeinfluf¥. In einer
Topcrossanlage wurden mit selbstinkompatiblen Linien unabhéngig ihrer Abstammung von
Pflanzen mit geringem bzw. hohem Samenansatz Hybriden mit einer auf3erordentlich hohen
Auskreuzungsrate von anndhernd 100 % erzeugt.

Mit Hilfe von Primern, welche von hochkonservierten S-Locussequenzen verschiedener
Brassica-Arten abgeleitet waren, gelang es zwel CAPS-Marker zu etablieren, die absolut mit der
Selbstinkompatibilitét gekoppelt sind. Mit Hilfe solcher molekularer Marker lassen sich
Riickkreuzungsprogramme o6konomisch durchfiihren. Mit einem der CAPS-Marker konnten
zudem drei der vier verschiedenen S-Allele auf molekulargenetischer Ebene unterschieden
werden.

Zur Verwendung selbstinkompatibler Linien in der Hybridziichtung missen diese vermehrbar
sein. Sowohl eine Kochsalz- als auch eine Kohlendioxidbehandiung flhrten zur zeitweisen
Uberwindung der Selbstinkompatibilitdt. Zur Vermehrung selbstinkompatibler Linien im
begrenztem Umfang erscheint eine Bestaubung von Hand nach manueller NaCl-Applikation auf
die Narbe geeignet. Die Produktion grofierer Mengen an Saatgut erfordert einen ausgeweiteten
Anbau der Linien. In einem Freilandversuch in isolierter Lage zeigte eine selbstinkompatible
Linie unabhangig von einer Salzspritzung einen hohen Samenansatz. In Abwesenheit von
Fremdpollen neigte dieses Pflanzenmaterial demnach zu Pseudokompatibilitét. Bei hohem
Angebot an Fremdpollen war die Selbstinkompatibilitét jedoch stark ausgeprégt; die
resultierenden Hybriden zeigten fast keine Selbstung.

In faktoriellen Kreuzungen wurden 75 Testhybriden hergestellt und in Leistungsprifungen in
mehreren Jahren und an mehreren Orten untersucht. Es handelte sich dabei um Einfachhybriden.
Rezessiv selbstinkompatible Mutterlinien sind mit selbstkompatiblen Bestdubern kombiniert
worden. In Folge der Dominanz der Selbstkompatibilitét Gber die Selbstinkompatibilitét waren
die Hybriden vollkommen selbstfertil. Die besten Hybriden hatten einen Mehrertrag von bis zu
22 % im Vergleich zu aktuellen Hochleistungssorten. Bei zwel Hybriden war eine Heterosis von
55 und 60 % vorhanden. Die Auskreuzungsraten einiger Hybriden wurden mit Hilfe von
Isoenzym- und RAPD-Markern bestimmt und erreichten Hochstwerte von 80 bis 99 %.
Verschiedene Systeme zur Herstellung von Hybriden werden diskutiert. Von grof3em Vorteil
erscheint die Produktion von Mehrweghybriden. Aufgrund der hohen Vermehrungsrate von Raps
werden daflr geringere Mengen an Saatgut der Hybrideltern bendtigt als zur Herstellung von
Einfachhybriden. Die selbstinkompatiblen Linien koénnten durch Salzbehandlung im
Gewéchshaus vermehrt werden. Die vorliegenden Untersuchungen haben gezeigt, dal3 es moglich
ist verschiedene S-Allele aus hochleistungsfahigem Rapszuchtmaterial zu selektieren.
Unterschiedliche S-Allele kdnnen zur Produktion von Mehrweghybriden im Mischanbau dienen,
welcher eine hohe Auskreuzungsrate begiinstigt. S-Allele, die sich gegenseitig abschwéachen sind
von grofem Vorteil, da bel ihrer Nutzung selbstfertile Hybriden entstehen. Nach Testkreuzung
unter Nutzung sich gegenseitig abschwachender S-Allele wurden hier Hybriden erhalten, deren
Fertilitat zu 75 % wiederhergestel It war.

Schlagworte: Brassica napus, Selbstinkompatihbilitét, Hybridziichtung






ABSTRACT

Selection and propagation of self-incompatible rapeseed (Brassica napusL.) lines
with regard to the development of hybrid varieties

In the present study the self-incompatibility in Brassica napus was investigated with regard to the
use as a pollination control mechanism in hybrid breeding. Three self-incompatible lines were
selected in breeding materia with high quality at a frequency of 0.03 %. Four different S aleles
were detected in diallel crosses of seven sdf-incompatible lines. The modifying influence of
genetic factors was found in examinations of the interaction within different self-incompatible
lines. A mutual weakening between some Salleles in combination with a dominant Brassica
campestris Salele occurred. Three-way hybrids were produced using different Salleles, the
dominant aleleinclusive. % of the hybrid plants regained self-fertility.

The expression of self-incompatibility was influenced by environmental factors. Hybrids were
produced in a topcross design using self-incompatible lines. They showed high hybridity levels
independent of the descent of the self-incompatible lines from plants with low and high seed set
respectively.

Two CAPS marker absolutely linked to the Slocus were detected using primers derived from
conserved Slocus sequences of severa Brassica species. Backcross programs can be effectively
facilitated with the aid of such molecular markers. Furthermore it was possible to distinguish
between three of four studied S alleles using one of the CAPS marker.

Overcoming self-incompatibility was conceived by using salt solution or carbon dioxide
treatment. Propagation of self-incompatible lines in limited amounts for breeding purposes could
be realised with sodium chloride stigma treatment. In field trials an isolated self-incompatible line
showed high self seed setting independent of salt treatment. The investigated plant material
showed a certain level of pseudocompatibility in absence of compatible pollen but high hybridity
levels when compatibl e pollen was sufficiently available.

75 hybrids were produced in a factorial mating design and examined in field trials in different
years and several environments. The one-way hybrids were made by crossing self-incompatible
female inbreds and self-compatible male lines. Hybrids fully regained self-fertility in fact of the
dominance of self-compatibility versus self-incompatibility. Best hybrids exceeded topical hybrid
varieties up to 22 %. Two hybrids conferred a heterosis of 55 and 60 % respectively. The
hybridity levels of severa hybrids were determined using isozyme and RAPD markers. They
reached a maximum about 80 to 99 %.

Different hybrid production systems are discussed. The production of multiple cross hybrids
keeps severa conveniences. Due to the high multiplication rate of Brassica napus, seed amount
of parental lines to produce such hybrids is much lower than for single cross hybrids. Therefore
inbred lines could be propagated with salt treatment in the greenhouse. Using different S aleles,
hybrids could be produced with blended seed for higher pollination efficiency. S alleles showing
mutual weakening are suitable to restore fertility in the hybrids. In test crosses using such aleles
hybrids were gained comprising 75 % self-fertile plants.

Keywords: Brassica napus, self-incompatibility, hybrid breeding
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1 EINLEITUNG

Raps ist eine bedeutende Kulturpflanzenart in Deutschland und gehdrt weltwelt zu den
am haufigsten angebauten Olpflanzen. Durch die Ziichtung von erucasiurefreien und
glucosinolatarmen Formen (00-Qualitét) kann Raps zu hochwertigen Nahrungs- und
Futtermitteln, dem Rapsdl und Rapsschrot, verarbeitet werden. Der hohe Gehalt an
ungesdttigten  Fettsauren macht das Rapsol aus erndhrungsphysiologischer Sicht
besonders wertvoll. Durch gezielte Zichtung soll die Qualitét der Rapssorten erhalten,
sowie deren Krankheitsresistenz gesteigert werden. Ein weiteres wichtiges Zuchtziel ist
die Ertragssteigerung. Diese &% sich vor allem durch die Entwicklung von Hybridsorten
erreichen. Bislang wurden in der Regel Liniensorten angebaut. Erst in den letzten Jahren
sind auch Hybridsorten zugelassen worden. Dabei wurden als Bestaubungsmechanismen
in erster Linie mannliche Sterilitétssysteme genutzt. Insbesondere das Ogura-System,
eine cytoplasmatische mannliche Sterilitét, wird vielfach angewandt, um Rapshybriden
herzustellen. Die Nutzung eines weiteren Bestaubungsmechanismus zur Herstellung von
Winterrapshybriden, der Selbstinkompatibilitét, wird in der vorliegenden Arbeit
behandelt.

Winterraps, Brassica napus L. ssp. oleifera Metzg., ist eine allotetraploide Art (2n = 38,
aacc), die aus den Ausgangsarten Brassica oleracea (2n=18,cc) und Brassica
campestris (2n=20, ad) entstanden ist (U 1935). Die beiden Ausgangsarten sind
Uberwiegend obligate Fremdbefruchter, die eine Selbstbefruchtung durch ihr
homomorphes, sporophytisches  Selbstinkompatibilitdissystem  verhindern.  Die
homomorphe Selbstinkompatibilitdt weist im Gegensatz zur heteromorphen keine
morphologischen Unterschiede im Blutenbau auf. Die Selbstinkompatibilitétssysteme
unterschiedlicher Pflanzenarten sind eingehend von DENETTANCOURT (1977) beschrieben
worden. Die Selbstinkompatibilitdt in den Brassicaceen wird von einem Locus mit
multiplen Allelen, dem S-Locus, kontrolliert. BATEMAN (1955) fand 22 S-Allelein Iberis
amara, SAMPSON (1967) bis zu 34 Allele in Raphanus raphanistrum. STEVENS und KAY
(1989) entdeckten 52 Allele in Snapis arvensis, OCKENDON (1974) 60 Allele in Brassica
oleracea und Nou et al. (1993) fanden mehr als 30 Allele in Brassica campestris. Das
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Selbstinkompatibilitétssystem der Ausgangsart Brassica oleracea wird erfolgreich as
Fremdbefruchtungssystem in der Hybridztichtung eingesetzt. B. napus dagegen ist in der
Regel selbstkompatibel (OLsson 1960). Die Selbstinkompatibilitée kann durch
Rickkreuzung oder Resynthese aus den Ausgangsarten wieder in B. napus eingelagert
werden. Eine Selektion von selten auftretenden selbstinkompatiblen Typen in
bestehenden Rapspopulationen ist ebenso moglich und wird in der vorliegenden Arbeit
beschrieben. Die aus glucosinolatarmem und erucasdurefreiem Rapszuchtmaterial
selektierten S-Allele wurden hinsichtlich ihrer Vererbung zur Selbstkompatibilitét und
ihrer  Wechselwirkungen untereinander untersucht. Bel der sporophytischen
Selbstinkompatibilitdt wird die Wirkungsweise des Pollenkorns durch das diploide
Genom des Sporophyten bestimmt. Zwischen verschiedenen S-Allelen konnen deshab
kodominante und/oder dominante Interaktionen bestehen, die den Phanotyp von Narbe
und Pollen bestimmen (BATEMAN 1955). Die S-Allele werden in zwel Hauptklassen
eingeteilt (NASRALLAH et a. 1991). Die S-Allele, die hoch auf der Dominanzskala stehen
und dominant zur Selbstkompatibilitét vererbt werden (Klassel), fuhren zur Auspragung
einer starken Selbstinkompatibilitét. Rezessiv zur Selbstkompatibilitét vererbte Allele
(Klasse 11) zeigen sich in der Regel in einem nur schwach ausgepragten SI-Phénotyp. Die
Auspragung der Selbstinkompatibilitéat wird vor allem bei rezessiven Allelen durch den
genetischen Hintergrund, physiologische Faktoren und Umwelteinfliisse, insbesondere
durch die Temperatur beeinflufd. In den vorliegenden Untersuchungen sollten geeignete
Selektionskriterien  zur  Entwicklung von Linien mit stark ausgepragter
Selbstinkompatibilitdt gefunden werden. Die molekulargenetischen Grundlagen der
Selbstinkompatibilitdt sind gut untersucht und wurden hier zur Entwicklung eines
molekularen Markers fur die Selbstinkompatibilitét genutzt. Der Einsatz der
Selbstinkompatibilitét als Fremdbefruchtungssystem in der Hybridzichtung setzt die
Vermehrbarkeit von selbstinkompatiblen Linien voraus. Zu diesem Aspekt werden
Gewéchshaus- und Frellandversuche vorgestellt, in denen eine Kochsalz- oder
Kohlendioxidbehandlung von blihenden Rapspflanzen zur Uberwindung  der
Selbstinkompatibilitét fihrte. Ingezlichtete selbstinkompatible Linien wurden mit
selbstkompatiblen Rapslinien zur Herstellung erster Hybriden kombiniert. Die
Ertragd eistung der Hybriden wurde in Leistungsprifungen untersucht.
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2 SELEKTION

2.1 Selektion selbstinkompatibler Genotypen aus Zuchtmaterial

2.1.1 Einleitung

Es bestehen unterschiedliche Méglichkeiten die Selbstinkompatibilitdt auch in Brassica
napus als Fremdbefruchtungsmechanismus in der Hybridziichtung zu nutzen. Zum einen
kann die in den Ausgangsarten vorhandene Selbstinkompatibilitdt in Raps Ubertragen
werden. MACKAY (197748) und Fu et a. (1995) lagerten Selbstinkompatibilitdtsallele
durch wiederholte Ruckkreuzung mit Brassica campestris in Brassica napus ein. KOTT
(1995) selektierte Pflanzen sowohl aus B. campestris- as auch aus B. oleracea-
Populationen, die dominant zur Selbstkompatibilitét vererbte S-Allele trugen. Diese
Allele wurden durch Rickkreuzung in B. napus eingefiihrt. RIPLEY und BEVERSDORF
(1991) gelang die Einkreuzung von S-Allelen aus B. oleracea in Raps. HODGKIN (1986)
und RUDLOFF (1991) stellten jedoch fest, dal3 das Einkreuzen von S-Allelen aus
B. oleracea in B. napus schwierig ist, da B. oleracea-Pollen gewohnlich inkompatibel mit
B. napus-Narben ist. Umgekehrt dagegen ist B. napus-Pollen kompatibel mit B. oleracea-
Narben. Die Inkompatibilitdt konnte durch interspezifische Kompatibilitétsfaktoren
bedingt sein. HINATA und OkAsAkl (1986) vermuten, dal3 das Einkreuzen von
funktionsfdhigen S-Allelen vorher unentdeckte S-Allele aktivieren konnte, die
interspezifische Inkompatibilitét bedingen.

Eine weitere Moglichkeit selbstinkompatible Rapspflanzen zu erzeugen, ist die
Resynthese von Brassica napus aus seinen Ausgangsarten. Die Fusionsexperimente von
SUNDBERG €t a. (1987) und ROSEN et al. (1988) fuhrten zu somatischen Hybriden mit
verminderter Fertilitét. OzmINKOWSKI und JOURDAN (1993) gelang es, somatische
Hybriden zwischen selbstinkompatiblen B. campestriss und  selbstkompatiblen
B. oleracea-Genotypen zu erzeugen, die hohe Vitalitét und Fruchtbarkeit aufwiesen.
Diese Hybriden waren allotetraploid. Es traten auch allopolyploide Hybriden auf, welche
sich jedoch zu sterilen Pflanzen entwickelten. PLUMPER (1991) stellte zahlreiche
resynthetisierte Brassica napus-Linien durch sexuelle Kreuzungen zwischen neun
B. oleracea und sechs B. campestris-Linien mit definierten S-Allelen her. BESCHORNER

(1993) untersuchte das Selbstinkompatibilitétsverhalten dieser resynthetisierten
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Rapdlinien und stellte fest, dal} ale B.campestris-S-Allele und die dominanten
B. oleracea-S-Allele auch in den resynthetisierten Linien in den meisten Kombinationen
aktiv waren. Bel den rezessiven B. oleracea-S-Allelen kam es in einigen Kombinationen
zu kompatiblen oder partiell kompatiblen Reaktionen.

Der Nachteil von resynthetisierten als auch mit den Ausgangsarten riickgekreuzten
Rapslinien besteht darin, dal3 ihre Ertrags- und Qualitétsel genschaften stark verbessert
werden mussen, damit sie mit bestehenden Rapssorten konkurrieren kdnnen. Dieses
Manko kann durch die Selektion von selbstinkompatiblen Genotypen aus
hochgezlichtetem Rapsmaterial umgangen werden. RuDLOFF (1991) gelang es 30
selbstinkompatible Linien aus Einzelpflanzen zu entwickeln, die er aus Zuchtmaterial
von Winterraps ausgelesen hatte. Er konnte jedoch keine selbstinkompatiblen Pflanzen
aus Zuchtmaterial mit 00-Qualitét selektieren. BESCHORNER (1993) versuchte ebenfalls
selbstinkompatible Pflanzen aus bestehenden B. napus-Linien zu selektieren. Als
Ausgangsmateria dienten fortgeschrittene Generationen von Winterrapsinien, die aus
einem Selektionsprogramm auf niedrige Selbstfertilitdt stammten. Es war ihr nicht
maoglich eindeutig selbstinkompatible Pflanzen zu selektieren. EScH (1994) untersuchte
Winterrapslinien mit 00-Qualitét auf das Vorkommen von selbstinkompatiblen Pflanzen.
Es gelang ihr, vier selbstinkompatible Linien aus dem Material auszulesen. In diallelen
Kreuzungen zeigte sich, dal3 mindestens zwei verschiedene S-Allele in diesen Linien
aktiv waren, wobei es sich um rezessive Allele handelte. EscH (1995) stellte fest, dai3
etwa 0,08 % der Pflanzen in dem von ihr untersuchten Zuchtmaterial mit 00-Qualitét die
Erbanlagen fur das Merkma Selbstinkompatibilitét trugen. Auch Fu et a. (1995)
versuchten selbstinkompatible Linien aus B. napus zu selektieren. Sie konnten lediglich
eine selbstinkompatible Linie nach wiederholter Selbstung von B. napus isolieren. Nach
Behandlung von B. napus-Populationen mit y-Strahlen traten mehrere selbstinkompatible
Linien auf. KUGCERA et a. (1995) fanden mit einer Haufigkeit von circa 0,1%
selbstinkompatible Linien in Winterraps, die ein rezessives S-Allel besal3en und deren
Selbstinkompatibilitét nicht sehr stark ausgepragt war. Der Selbstinkompatibilitétsgrad
konnte auch nach sechs Inzuchtgenerationen mit strenger Selektion nicht verbessert
werden. Dies gelang erst durch die Entwicklung von doppelhaploiden Linien durch
Mikrosporenkultur.
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2.1.2 Materia und Methoden

Winterrapszuchtmaterial der Deutschen Saatveredelung (DSV) Lippstadt-Bremen GmbH
wurde in den Jahren 1997 und 1998 auf das Vorkommen von Genotypen mit geringem
Samenansatz nach isolierter Abblite unter Taten geprift. Das selektierte
Pflanzenmaterial wurde in Hannover angezogen. Das Selbstinkompatibilitadtsverhalten ist
anhand des Pollenschlauchwachstums und des Samenansatzes der Pflanzen untersucht
worden.

Zur Beurteilung des Samenansatzes wurden zehn Bliten kurz nach der Anthese kastriert
und mit Eigenpollen bestédubt. Die dabei benutzte Pinzette wurde in 70 %igem Alkohol
gereinigt, um eine Verschleppung von Pollen zu vermeiden. Die Blitenstande sind
aullerdem eingetitet worden, um eine nachfolgende Befruchtung durch Insekten
auszuschlief?en. Die Schoten wurden nach dem Ausreifen geerntet und die mittlere
Samenzahl pro Schote fir jede Pflanze bestimmit.

Drei der zehn pro Pflanze geselbsteten Narben wurden fluoreszenzmikroskopisch
untersucht. Die Narben sind mit einem kurzen Teil des Griffels 24 h nach der Bestaubung
abgeschnitten worden. Die Samenanlagen verblieben dabei an der Pflanze, so dal3 sich
die Samen nach erfolgter Befruchtung normal weiterentwickeln konnten. Die Narben
wurden in einem Gemisch aus zwel Teilen 96 %igem Ethanol und einem Teil 90 %iger
Milchsdure fixiert (EscH 1994). Diese Fixierlésung kann auch zur Aufbewahrung der
Narben genutzt werden. Anschlief3end folgte eine Fluoreszenzférbung nach KHo und
BAER (1968). Die Narben wurden nach Absaugen der Fixierlésung und einmaligem
Spilen in Aqua dest. in 1N NaOH-L6sung fir 50 min bei 60°C im Wasserbad
mazeriert. Danach ist die NaOH-L6sung abgesaugt und durch Anilinblau-Farbel 6sung
(0,1% Anilinblau gelést in 0,1 N K3PO,) ersetzt worden. Die Féarbezeit betrug
mindestens 15 min und hochstens 24 h. Die Narben wurden in einen Tropfen Glycerin
auf einem Objekttrager gelegt, um en vorzeitiges Austrocknen der Préparate zu
verhindern. Nach dem Auflegen eines Deckglaschens ist das Préparat nach Bedarf so
gequetscht worden, dal3 eingewachsene Pollenschlauche gut zu erkennen waren. Die
mikroskopische Untersuchung erfolgte mit einem Zeiss Axioskop 20 mit Auflicht-
Fluoreszenz  (Quecksilberhochstdrucklampe Osram HBO50W) und mit  dem
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Filtersatz 487909 (Anregungsfilter BP 450-490, Farbteiler FT 510, Sperrfilter LP 520).
Die photographischen Aufnahmen entstanden mit einer Zeiss Mikroskopkamera M C 80.
Bestaubung und Férbung wurden wiederholt, wenn in den mikroskopischen
Untersuchungen kein einziges Pollenkorn auf der Narbe gefunden wurde oder die drei
Narben sehr widerspriichlich reagierten. Narben, in die im Mittel weniger als funf
Pollenschlduche eingewachsen waren, wurden als selbstinkompatibel eingeordnet.
Narben, die dicht mit einwachsenden Pollenkérnern bedeckt waren, sind als
selbstkompatibel angesehen worden. Dementsprechend wurden Schoten mit einer
mittleren Samenzahl von weniger as funf als selbstinkompatibel bonitiert und Schoten
mit 20 oder mehr Samen a's selbstkompatibel.

Zur Bestimmung der Vererbung der SI wurden sel bstinkompatible Genotypen mit selbst-
kompatiblen Sorten bestaubt. Jeweils acht Pflanzen der Nachkommenschaft aus diesen
Kreuzungen sind auf ihr Selbstkompatibilitdtsverhalten hin geprift worden. Es wurden
zehn Bliten pro Pflanze geselbstet, drel Narben mikroskopisch untersucht und der
mittlere Samenansatz pro Schote bestimmit.

Samtliche Pflanzen sind im Gewéchshaus bei 20/18 °C und 16 h Zusatzlicht kultiviert

worden.

2.1.3 Ergebnisse

Im Jahre 1997 wurden 12 Linien mit geringem Selbstungssamenansatz aus
erucasaurefreiem und glucosinolatarmen Zuchtmaterial selektiert. Sechs bzw. drel dieser
Linien waren Vollgeschwister. In der Nachkommenschaft der drel Genotypen der Linie
391 (391/1, 391/2, 391/3) und der Linie Myb sind Pflanzen gefunden worden, die eine
sel bstinkompatible Reaktion in der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung und einen
Samenansatz von bis zu funf Samen pro Schote zeigten. 1998 wurden zehn Linien mit
geringem Selbstungssamenansatz aus Zuchtmaterial mit 00-Qualitét selektiert. Unter
diesen Linien zeigten wiederum zwe Linien (224 und 236) selbstinkompatible
Nachkommen. Der Selbstungssamenansaiz nach selbstinkompatibler und selbst-
kompatibler Reaktion ist in den Abbildungen 2.1 und 2.2 dargestellt.
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Abb. 2.1: Samenansatz nach selbst- Abb. 2.2: Samenansatz nach selbst-
inkompatibler Reaktion kompatibler Reaktion

Die Linien 391, 224 und 236 sind jeweils aus einer durch Eintiiten geselbsteten
F1-Generation entstanden. Die Linie Myb dagegen entstammt der Selbstung einer
zugelassen Hybridsorte, die mit Hilfe der Selbstinkompatibilitét hergestellt wurde. Diese
Linie kann aso bei den folgenden Berechnungen nicht berticksichtigt werden. Die Linien
mit geringem Samenansatz wurden 1997 aus ca. 8000 Linien und 1998 aus etwa 10000
Linien ausgelesen. Im Zuchtmaterial waren selbstinkompatible Linien demnach zu einer
Haufigkeit von ca. 0,0375 %, bzw. 0,02 % zu finden.

In den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen waren selbstinkompatible und
selbstkompatible Reaktionen deutlich unterscheidbar. Die Zellwand der Pollenschléuche
enthdlt Kallose, die in den Zellen des umliegenden Narbengewebes fehlt. Die Kallose
bindet den Farbstoff Anilinblau selektiv und fluoresziert gelbgrin, wenn sie mit
ultraviolettem Licht angeregt wird. Die Pollenschlduche, die in die selbstkompatible

Narbe einwachsen, treten durch die Anfarbung der Kallose in den Zellwanden und der
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Kallosepfropfen, die in unregelmalligen Abstdnden in den Pollenschlauchen gebildet
werden, hervor (KHO und BAER, 1968).

Auch die Gefélle enthalten Kallose, fluoreszieren aber nur schwach, enthalten keine
Kallosepfropfen und sind sehr gut von den Pollenschlauchen abzugrenzen. Bei
selbstkompatibler Reaktion war die Narbe dicht von Pollen bedeckt (Abbildung 2.3 a),
dessen Pollenschlauche deutlich sichtbar durch das Narbengewebe wuchsen (Abbildung
2.3 b). Bei inkompatibler Reaktion konnten nur wenige Pollen auf der Narbe haften.
Einige Papillenzellen der Narbe waren mit Kallose angereichert und erschienen unter
dem Fluoreszenzmikroskop hell leuchtend (Abbildung 2.4 a). Das Auskeimen der auf der
Narbe haftenden Pollen wurde gehemmt, so dal3 entweder keine oder nur in typischer
Weise verdrehte Pollenschlduche gebildet wurden, die nicht in die Narbe einwachsen
konnten (Abbildung 2.4b). Wenige mikroskopische Untersuchungen zeigten eine
pseudokompatible Reaktion (Abbildung 2.5, S. 22). Es konnten einige Pollenschlauche in
die Narbe einwachsen, deren Anzahl mitunter ausreichte, um alle Samenanlagen zu
befruchten. Diese Reaktion ist deutlich von ener selbstkompatiblen Reaktion zu
unterscheiden, bei der die Narbe dicht mit eingewachsenen Pollen bedeckt ist. Die
Bestaubungen, die eine mikroskopisch pseudokompatible Reaktion zeigten, wurden
wiederholt. Anhand dieser Wiederholungen in Verbindung mit dem Samenansatz
konnten die Pflanzen, die pseudokompatible Reaktionen zeigten, letztlich als
selbstinkompatibel oder selbstkompatibel eingeordnet werden. Lediglich eine Pflanze in
der Nachkommenschaft der Linie Myb zeigte auch in der Wiederholung eine
pseudokompatible Reaktion und einen mittleren Samenansatz von 16,4 Samen pro
Schote. Sie wurde in der Spaltungsuntersuchung den selbstinkompatiblen Pflanzen
zugeordnet, in spateren Untersuchungen jedoch nicht mehr berlicksichtigt. Ansonsten
stimmten Samenansatz und Pollenschlauchwachstum sehr gut Gberein. In den
mikroskopischen Untersuchungen selbstinkompatibel erscheinende Pflanzen hatten im
Mittel nie mehr as finf Samen pro Schote entwickelt mit Ausnahme einer Pflanze, die
zehn Samen pro Schote bildete. Die Pflanzen mit selbstkompatibler mikroskopischer
Reaktion hatten im Mittel 20 bis 30 Samen pro Schote gebildet, lediglich vier
selbstkompatible Pflanzen hatten einen mittleren Samenansatz von 14 bis 18 Samen pro
Schote.
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a (50fach) b (400fach)
Abb. 2.3: Selbstkompatible Reaktion in fluoreszenzmikroskopischer Untersuchung

a (50fach) b |  (400fach)
Abb. 2.4: Selbstinkompatible Reaktion in fluoreszenzmikroskopischer Untersuchung
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(50fach)
Abb. 2.5: Pseudokompatible Reaktion in fluoreszenzmikroskopischer Untersuchung

Die Nachkommenschaften der Pflanzen 391/2, 391/3, Myb, 224 und 236 zeigten nach der
Selbstung durch Eintlten eine Spaltung in selbstinkompatible und selbstkompatible
Genotypen (Tabelle 2.1).

Tab. 2.1: Aufspaltung fir Selbstinkompatibilitédt in Selbstungsnachkommenschaften

Linie Spaltungsverhéltnis
Si:sk
391/2 10:2
391/3 7:2
Myb 5:5
224 4:1
236 3:7

si: selbstinkompatibel sk: selbstkompatibel

Die Vererbung der Selbstinkompatibilitét wurde in den beiden 1997 selektierten Linien
391 und Myb Uberprift. Alle acht Nachkommen aus der Kreuzung eines
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selbstinkompatiblen Myb-Genotypes mit einer selbstkompatiblen Rapssorte zeigten
selbstkompatibles Pollenschlauchwachstum und selbstkompatiblen Samenansatz. In der
Nachkommenschaft der Kreuzung mit einem selbstinkompatiblen 391-Genotyp waren
sieben Pflanzen selbstkompatibel und eine Pflanze zeigt im Mittel nur 2,3 eingewachsene
Pollenschlduche und 17 Samen/Schote.

2.1.4 Diskussion

Die hier angewandten Methoden, die Bestimmung des Selbstungssamenansatzes in
Verbindung mit mikroskopischer Narbenuntersuchung, machten die eindeutige
Charakterisierung von selbstinkompatiblen und selbstkompatiblen Pflanzen méglich. Die
cytologischen Abléaufe zwischen den Pollen und der Narbenoberflache bei
selbstinkompatibler und selbstkompatibler Reaktion wurden von GAUDE und DumAS
(1987) eingehend beschrieben. Bei selbstkompatibler Reaktion kommt es wenige
Minuten nach dem Auftreffen des Pollens auf der Narbenoberflache zur Adhéasion und
schliefdlich zur Hydration der Pollenkérner. Nach erfolgter Hydration keimt das
Pollenkorn aus, der Pollenschlauch wéchst durch die Papillenzellen in die Narbe und
gelangt durch das Criffelgewebe in  die  Samenanlagen. In  der
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung erscheint die Narbe von hell leuchtenden
Pollenkdrnern  bedeckt. Die gebundelt durch das Griffelgewebe wachsenden
Pollenschlduche fluoreszieren ebenfalls sehr stark und sind gut zu erkennen (Abbildung
234a,S.21). Be sdbstinkompatibler Reaktion erscheint die Narbe unter dem
Fluoreszenzmikroskop blasser as nach selbstkompatibler Bestdubung. Wird ein
Pollenkorn auf der Narbe als inkompatibel erkannt, erfolgt in der Regel keine Adhasion.
Einige Pollenkérner haften trotzdem auf der Narbe, ihre Hydration ist jedoch gestért und
sie keimen nicht aus oder aber die ausgekeimten Pollenschlauche kénnen nicht in das
Narbengewebe eindringen. Diese winden sich in typischer Weise auf der
Narbenoberflache (Abbildung 2.4b, S. 21). Desweiteren treten bel der Selbst-
inkompatibilitétsreaktion haufig in Folge von Kalloseanreicherung hell leuchtende

Papillenzellen auf (Abbildung 2.5, S.22). Entgegen vorheriger Vermutungen in der
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Literatur ist die Kalloseanreicherung nicht als Folge der Selbstinkompatibilitétsreaktion
anzusehen. SULAMAN et al. (1997) bewiesen in Transformationsexperimenten an
Brassica napus, dal3 die Selbstinkompatibilitétsreaktion auch bei Pflanzen, die keine
Kallose bilden konnten, einwandfrei funktionierte. Die Kallosebildung scheint ein
grundsétzliches Phanomen zu sein, dal3 bel vielen Pflanzenarten durch BerUhrung,
Verwundung und durch Pathogene hervorgerufen werden kann. Auch bel
selbstinkompatibler Reaktion kann es vorkommen, dal3 einige Pollenschlduche in die
Narbe einwachsen. In den vorliegenden Untersuchungen wurden im Mittel bis zu finf
eingewachsene Pollenschlauche bei  selbstinkompatibler Reaktion toleriert. Auch
RuDLOFF (1991) bezeichnete nur Rapsnarben, die weniger as sechs eingewachsenen
Pollenschlduche zeigten a's selbstinkompatibel. HATAKEYAMA et al. (1998) bewerteten in
Untersuchungen an B. campestris weniger as funf eingewachsene Pollenschléuche als
selbstinkompatible, funf bis zehn als partiell kompatible und mehr als 20 als kompatible
Reaktion. OCKENDON (1980) ordnete B.oleracea-Narben mit weniger as 20
eingewachsenen Pollenschlauchen als selbstinkompatibel und Narben mit mehr als 70
Pollenschlduchen als selbstkompatibel ein. NASRALLAH et a. (1991) bezeichneten
Narben mit 10-30 eingewachsenen Pollenschlduchen von Kohlpflanzen, die eine rezessiv
vererbte Selbstinkompatibilitét trugen noch as selbstinkompatibel. Narben mit einem
Pollenschlauchwachstum in diesem Umfang wurden in der vorliegenden Arbeit als
pseudokompatibel bezeichnet.

Die Ausprégung der Selbstinkompatibilitét von rezessiven Allelen kann durch den
genetischen Hintergrund, physiologische Faktoren und Umwelteinfliisse, insbesondere
hohe Temperatur, beeinfluf3 werden. In den vorliegenden Untersuchungen scheinen die
pseudokompatiblen Reaktionen durch Umwelteinflisse bedingt gewesen zu sein, da sich
in den Wiederholungen der mikroskopischen Untersuchungen eindeutig selbst-
inkompatible oder selbstkompatible Reaktionen nachweisen lieffen. Lediglich eine
Pflanze aus der Nachkommenschaft der Linie Myb zeigte immer eine pseudokompatible
Reaktion, was durch den genetischen Hintergrund hervorgerufen sein konnte. Ohne
mikroskopische Untersuchung blieben solche pseudokompatiblen Reaktionen, die einen
vollen Samenansatz aufweisen konnen, unentdeckt und wirden als selbstkompatibel

angesehen. Andererseits 183t sie auch die Unterscheidung zwischen Fertilitétsstorungen
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und Selbstinkompatibilitét zu, die beide einen geringen Samenansatz bedingen kdnnen.
Darin begrindet sich der Nutzen einer mikroskopischen Untersuchung bei der Selektion
von selbstinkompatiblen Linien. Auflerdem liefert die mikroskopische Untersuchung
bereits einen Tag nach der Bestaubung Ergebnisse tber das Selbstinkompatibilitéts-
verhalten einer Pflanze. Die Samenzahl pro Schote kann erst nach einigen Wochen
bestimmt werden. Der Samenansatz konnte hier zur Bestétigung der mikroskopischen
Untersuchungen herangezogen werden. RUDLOFF (1991) legte beziglich des
Samenansatzes ein strengeres Selektionskriterium fest als es in der vorliegenden Arbeit
geschehen ist. Er bewertete nur Pflanzen, die héchstens einen Samen pro Schote bildeten,
as selbstinkompatibel. Eine Selektion auf starke Auspragung der Selbstinkompatibilitat
wurde bei den vorliegenden Auslesen aus Zuchtmaterial aul3er acht gelassen.
Experimente zur Entwicklung geeigneter Selektionskriterien fir die Auslese von Linien
mit stark ausgepréagter Selbstinkompatibilitét werden im Abschnitt 2.3 beschrieben.

In den vorliegenden Untersuchungen wird die Moglichkeit der Selektion von
selbstinkompatiblen Linien in Rapszuchtmaterial mit 00-Qualitét, wie bereits von EScH
(1994) gezeigt, bestétigt. Die beobachtete Haufigkeit selbstinkompatibler Linien von ca
0,03 % ist geringer a's das von EscH (1994) (0,08 %) und KUCERA et al. (1995) (0,1 %)
berichtete Vorkommen von selbstinkompatiblen Genotypen in Rapspopulationen.
RUDLOFF (1991) und BESCHORNER (1993) konnten keine sel bstinkompatiblen Genotypen
in glucosinolatarmen und erucasdurefreiem Rapszuchtmaterial finden. OLSSON (1960)
selektierte 31 selbstinkompatible Typen in einer Population von 515 Pflanzen der alten
Rapssorte mit geringer Qualitdt ,Matador'. Auch GoweRrs (1989) und GEMELL et al.
(1989) fanden selbstinkompatible Pflanzen in der Sorte ,Matador’. Die geringe
Haufigkeit von selbstinkompatiblen Genotypen in Winterraps mit 00-Qualitét konnte in
der Zuchtmethodik zur Entwicklung dieser Sorten, welche durch starke genetische
Einengung und wiederholte Selbstungen charakterisiert ist, begrindet sein (BESCHORNER
1993). Zwei der in dieser Arbeit selektierten S-Allele zeigten eine rezessive Vererbung
zur Selbstinkompatibilitét. Auch EscH (1994) und KUGERA et al. (1995) fanden rezessive
S-Allele. Das Vorkommen von rezessiven S-Allelen in einer Population ist durchaus

wahrscheinlicher als das von dominanten. Die rezessiven S-Allele stehen unter dem
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Schutz der dominant vererbten Selbstkompatibilitét und kénnen so lber eine grof3e Zahl
von Generationen in ener Population bestehen bleiben (WRICKE 1972). Die
Nachkommenschaften der aus Zuchtmaterial selektierten selbst-inkompatiblen Linien
zeigten bis auf eine Ausnahme eine Aufspaltung in selbstinkompatible und
selbstkompatible Genotypen. Dies war nicht zu erwarten, da das selektierte Einzel-
pflanzensaatgut von Pflanzen der Fo-Generation stammte, welche bezliglich des S-Locus
homozygot sein sollten. Bel rezessiver Vererbung der Selbstinkompatibilitdt sind alle
selbstinkompatiblen Genotypen homozygot. Es |a%t sich vermuten, daf3 die fur die
Selbstung verwendeten Isoliertiten wider Erwarten nicht absolut pollendicht waren und
Fremdei nstaubungen von Nachbarpflanzen erfol gten. Eine solche Fremdeinstaubung trotz
Isoliertite wurde auch bel mannlich sterilen Pflanzen im Zuchtgarten beobachtet

(BOCKHOLT personliche Mitteilung).

2.2  Wechselwirkungen zwischen selbstinkompatiblen Linien

2.2.1 Einleitung

Die Wechselwirkungen zwischen S-Allelen wurden in den Ausgangsarten von Raps,
Brassica oleracea (BATEMAN 1955, THOMPSON und TAYLOR 1966, OCKENDON 1975,
HODGKIN 1978, WALLACE 1979a und VISSER et a. 1982) und Brassica campestris
(BATEMAN 1955, MACKAY 1977 und HATAKEYAMA et a. 1998) eingehend untersucht.
Auch Uber natirlich in Raps vorkommende S-Allele sowie Allele, die nach Resynthese in
Brassica napus auftraten, wird in der Literatur berichtet (GoweRs 1989, GEMMEL &t al.
1989, OzmINKowsK! und JOURDAN 1993, BESCHORNER et al. 1995 und RIPLEY et al.
1995). In alen diesen Untersuchungen zeigte sich, dal? die Beziehungen zwischen den
S-Allelen nicht-linear verlaufen, d.h. die Allele lief3en sich nicht in eine Dominanzreihe
einordnen. Vielmehr zeigen viele Allele Kodominanz oder partielle Dominanz. S-Allele
koénnen in Narbe und Pollen unterschiedlich reagieren. In manchen Allelkombinationen
wurde die Selbstinkompatibilitét abgeschwacht oder verstarkt. In vielen Untersuchungen

wird Uber den Einflud modifizierender Faktoren auf die Ausprdgung der
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Selbstinkompatibilitét berichtet. Diese modifizierenden Faktoren kénnen wiederum in
ihrer Wirkung von Umweltfaktoren abhangig sein. HARUTA (1962), NASRALLAH und
WALLACE (1968) und RICHARDS und THURLING (1973) haben eine Modifikation der
Starke der Auspragung der Selbstinkompatibilitét in Brassica oleracea und Brassica
campestris beobachtet. THOMPSON und TAYLOR (1971) und NASRALLAH (1974) berichten
Uber ein Gen, dessen dominantes Allel die Auspragung der Inkompatibilitdt in Kohl
abschwécht. MACkAY (1977) fand in der Untersuchung von dialelen Kreuzungen
zwischen Rubsenpflanzen einer Inzuchtnachkommenschaft partielle Kompatibilitéat und
Pseudokompatibilitét. Er begrindet dies mit dem Vorhandensein modifizierender
Effekte: dem genetischen Hintergrund, der Umwelt und dem Pflanzenalter. HODGKIN
(1978) untersuchte diallele Kreuzungen zwischen funf nicht verwandten Kohl-
inzuchtlinien, die das gleiche rezessive S-Allel (S15) homozygot trugen. Er beobachtete
additive Effekte bel der Untersuchung der Stérke der Selbstinkompatibilitét und
begrindete dies durch die Wirkung modifizierender Gene. Aktivitétsverluste der
Selbstinkompatibilitdt von Rosenkohlzuchtmaterial erklarten VISSER et al. (1982) mit
dem EinfluR modifizierender Faktoren. HINATA et a. (1983) untersuchten eine
selbstkompatible B. campestris-Linie (,Yellow Sarson), eine indische, gelbsamige
Sorte. Sie entdeckten ein modifizierendes Gen m, dessen Existenz als Ursache der
Variation der Selbstinkompatibilitét und deren Beeinflussung durch die Umwelt schon
von NASRALLAH und WALLACE (1968) vermutet wurde. Das rezessive modifizierende
Gen mist nicht mit dem S-Locus gekoppelt und unterdriickt die Wirkung der S-Allele in
der Narbe, aber nicht im Pollen. BANKS und BEVERSDORF (1994) und GOWERS (1989)
fanden enen gignifikanten Hintergrundeinflu3 in B. napus, wobei die weniger
dominanten S-Allele zu einem hoheren Grad beeinflufd wurden. WERNER et al. (1995)
entdeckten einen unbekannten modifizierenden Effekt im Genom von B. napus-Linien.
Die rezessven S-Allele dieser Linien zeigten eine Variation in der Stérke ihrer
Auspragung. Die Autoren vermuteten, dal3 in diesen konventionellen Rapslinien ein
unabhéangiger Faktor enthalten ist, der die Auspragung mancher S-Allele, nicht aber aller,
unterdriickt. EKUERE et al. (1995) definieren diesen unabhéngigen Faktor noch genauer.
Neben den beiden S-Loci der Ausgangsarten existiert in B. napus zusétzlich ein
Supressor-Locus (P), der nicht mit dem S-Locus gekoppelt ist. Das P-Allel (P,) in
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B. napus zeigt eine dominante epistatische Reaktion Uber S-Allele in B. napus und Uber
rezessive S-Allele, die aus B. campestris oder B. oleracea eingekreuzt wurden. Dadurch
wird die Selbstinkompatibilitéts-Aktivitét dieser S-Allele unterdriickt. Das P-Allel (P1)
am P-Locus in B. oleracea ist epistatisch Gber P,. Selten ist auch das P-Allel (Ps) in
B. oleracea oder B. campestris zu finden, welches rezessiv zu P, ist.

Die Kenntnis der Wechselwirkungen zwischen verschiedenen S-Allelen ist sehr wichtig
im Hinblick auf ihre Nutzung in der Hybridzichtung. So wéren S-Allele, die sich
gegenseitig abschwéachen zur Wiederherstellung der Fertilitdt einer Hybride ideal.
Werden mehrere kodominante S-Allele ohne gegenseitige Abschwéchung in ener
Hybride kombiniert, so sind einige der selbstinkompatiblen Hybridpflanzen auch

untereinander inkompatibel, was die Fertilitét der Hybridsorte beeintrachtigen kann.

2.2.2 Materia und Methoden

Diallele Kreuzungen der selbstinkompatiblen Linien

Die Beziehungen zwischen den sieben selbstinkompatiblen Linien 8-1, 11-9, Myb, 391,
2065, 224 und 236 wurden in drei verschiedenen dialledlen Kreuzungen mit
unterschiedlichen Genotypen untersucht. Die Linien 8-1 und 11-9 wurden von EScH
(1994) aus Zuchtmaterial mit 00-Qualitét selektiert. Die Herkunft der Linien Myb, 391,
224 und 236 wird in Abschnitt 2.1 erlautert. Das Selbstinkompatibilitétsverhalten der
Linie 2065 wurde von MOHRING (1996) untersucht. Diese Linie tragt ein S-Allel, das
durch Rickkreuzung aus Brassica campestris in B. napus eingelagert wurde. Fir die
Untersuchung der S-Alle-Wechselwirkungen wurden nur Genotypen mit stabil
ausgepragter Selbstinkompatibilitét verwendet. In den beiden diallelen Testkreuzungen
mit den funf Linien 8-1, 11-9, Myb, 391 und 2065 in den Jahren 1997 (Diallel I) und
1999 (Didle Il) wurden zehn Bliten pro Kombination behandelt. Das
Pollenschlauchwachstum ist an drei Narben mikroskopisch untersucht worden. Nach
Abreife der Schoten wurde der mittlere Samenansatz pro Schote bestimmt. Die diallelen
Kreuzungen Il sind von WITTHAUS (2000) durchgefuihrt worden. 1999 wurden die neu
selektierten selbstinkompatiblen Linien 224 und 236 mit den funf Ubrigen Linien diallel
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gekreuzt (Diallel I11) und in der gleichen Weise wie in den anderen beiden Dialelen
untersucht.

Die nachfolgenden Untersuchungen wurden mit dem Pflanzenmaterial durchgefihrt,
welches aus den diallelen Kreuzungen | und Il entstanden ist. Den beteiligten funf
verschiedenen Ausgangsinien wurden zur Vereinfachung Bezeichnungen fir die
mutmal3dlichen S-Allele, die sie tragen konnten, zugeordnet: 8-1 (S)), 11-9 (S)), Myb (S)),
391 (Sy) und 2065 (S,). Dies dient lediglich dem besseren Versténdnis. Aus den
Untersuchungen sollte sich letztendlich ergeben, ob in diesen Linien verschiedene
S-Allele existieren und um wie viele es sich handelt. Aus diesem Grunde werden die
vermeintlich verschiedenen S-Alledle mit AnfUhrungsstrichen versehen. Bei den
heterozygoten Genotypen steht das S-Allel, das von der Mutter stammt immer an erster,
das vom Vater an zweiter Stelle. Es gibt also immer zwei verschiedene Heterozygote pro
Allel-Kombination: S;S und S,S,; diese werden im folgenden auch als ,reziproke
Heterozygote * bezeichnet. In Kreuzungen steht die Mutterpflanze immer an erster, der
Bestauber an zweiter Stelle: z.B. $S:S X 3 SSp.

Selbstungen der F;-Heterozygoten

Das Selbstkompatibilitétsverhalten der aus den diallelen Kreuzungen | und I
hervorgegangenen Fi-Pflanzen wurde in den Jahren 1998 und 1999 getestet. Es wurden
pro Fi-Pflanze drel BlUten geselbstet, mikroskopisch untersucht und der Samenansatz
bestimmt. Die Pflanzen aus dem Diallel Il sind von WITTHAUS (2000) gepruft worden.

Kreuzungen der F1-Pflanzen mit den Elterngenotypen und unter einander

Die F;-Pflanzen wurden reziprok mit den Elternlinien gekreuzt. Bei den zu
untersuchenden Linienkombinationen 8-1 (S;) / 2065 (S,) und 11-9 (S)) / 2065 (S,) sind
zusétzlich vollsténdige Didlele der Elternlinien und F;-Heterozygoten mit
unterschiedlichen Genotypen durchgefihrt worden. Das Pollenschlauchwachstum und
der Samenansatz wurden an drel Bliten erfald. Diese Arbeiten hat WiTTHAUS (2000)
durchgefihrt.



30 KAPITEL 2.2 WECHSELWIRKUNGEN ZWISCHEN SELBSTINKOMPATIBLEN LINIEN

Kreuzungen zwischen den F;-Heterozygoten

Weiterhin wurden Kreuzungen zwischen mehreren F;-Heterozygoten und homozygoten
Linien und von F;-Heterozygoten untereinander im Hinblick auf mdgliche Kreuzungs-
kombinationen, die bei der Nutzung verschiedener S-Allele fur die Herstellung von
Dreiweghybriden entstehen, durchgeftihrt. Es wurden die méglichen Kreuzungs-
kombinationen der Dreiweghybriden A: (55 x §,)) X S;S;, B: (§S, X SwSw) X S;S; und
C: (SuSy X S/S)) X S,S; untersucht. In diesen Testkreuzungen wurde der mittlere
Samenansatz von zehn Bliten bestimmt.

Pflanzenanzucht, Bestaubungen, Auswertung

Die Pflanzen sind im Gewé&chshaus bei 20/18 °C und 16 h Zusatzlicht kultiviert worden.
Zur Durchfiihrung der Kreuzungen wurden eben getffnete Bliten von Blitenbl&ttern und
Antheren befreit. Bluten, auf deren Narben Eigenpollen geriet, wurden verworfen. Diein
dieser Weise freigelegten Narben wurden mit Pollen des entsprechenden
Kreuzungspartners bestdubt indem frisch aufgeplatzte Antheren Uber sie gestrichen
wurden. Die Selbstungen erfolgten in gleicher Art und Weise unter Verwendung jungen
Eigenpollens.

Bis auf die Kreuzungen zwischen den F;i-Heterozygoten sind in alen Versuchen drel
Narben mikroskopisch untersucht worden. Die Narben wurden 24 h nach der Bestaubung
entfernt, fixiert, gefarbt und unter dem Mikroskop betrachtet (siehe 2.1.2). Das
Pollenschlauchwachstum  wurde folgendermal3en  bonitiert: die Anzahl  der
eingewachsenen Pollenschlduche (PS) wurde gezahit (bis ca. 30 PS), bzw. geschétzt (ab
30 PS). Narben, die ungeféahr zur Halfte mit kompatiblen Pollen bedeckt waren, wurden
als Narben mit 50 PS bezeichnet und vollstandig bedeckte Narben as Narben mit 100 PS
eingeordnet. Neben eindeutig kompatiblen und inkompatiblen Reaktionen (siehe 2.1.3)
wurden Zwischentypen as unvollstdndig inkompatibel oder partiell kompatibel
bezeichnet. Waren die mikroskopischen Ergebnisse widersprichlich, so wurden
nochmals drei Bliten untersucht. Zusétzlich zum Pollenschlauchwachstum ist die mittlere
Anzahl Samen pro Schote in die Zuordnung zu den Reaktionstypen einbezogen worden
(Tabelle 2.2).
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Die Kreuzungen der F;-Heterozygoten mit den Elterngenotypen wurden nach zwei
Verfahren ausgewertet. Zunéchst erfolgte die Zuordnung zu den vier oben genannten
Reaktionstypen. Dabel wurde der Reaktionstyp zunéchst jeweils fiur das
Pollenschlauchwachstum und den Samenansatz bestimmt. Entsprachen sich diese Typen
nicht, so wurde wenn moglich der dazwischen liegende Typ gewahlt. Wurden die Typen i
und (i) gefunden, so wurde der Reaktionstyp als inkompatibel festgelegt und bei den
Typen (K) und k als kompatibel betrachtet. In der weiteren Auswertung ist die relative
Aktivitét der potentiell verschiedenen S-Allele in den F;-Heterozygoten nach WALLACE
(1979a) errechnet worden. Die fluoreszenzmikroskopisch untersuchten Narben wurden
anhand ihres Pollenschlauchwachstums sieben verschiedenen Klassen zugeordnet
(Tabelle 2.3).

Tab. 2.2: Inkompatibilitats-Reaktionstypen

Reaktionstyp Anzahl Samen/Schote
Pollenschlduche

I =inkompatibel <5 <5

(i) = unvollsténdig inkompatibel 6-—29 6-10

(K) = partiell kompatibel 30-69 11-15

k =kompatibel >70 > 16

Tab. 2.3: Sieben definierte Pollenschlauchkl assen

Pollenschlauch- Anzahl
klasse eingewachsener
Pollenschlauche
0
1-5
6-12
13-19
20-49
50-99
100

O wWNEFO
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Der prozentuale Anteil der Summe aus gefundener mittlerer Samenzahl pro Schote und
der Pollenschlauchklasse an der Summe aus der moglichen maximalen Samenzahl pro
Schote und der Pollenschlauchklasse wurde errechnet und von 100 abgezogen, um die
prozentuale S-Allel-Aktivitét zu bestimmen (Formel 2.1.). Der maximal erreichbare
Samenansatz wurde von den Narben mit 100 PS abgeleitet und betrug im Mittel 24,41
Samen/Schote. Die hochste Pollenschlauchklasse war sechs (Tabelle 2.3).

B+Q

S-Allel-Aktivitdt [%] = 100 — x 100 (2.1)

T+N

B: gefundene mittlere Anzahl Samen pro Schote
Q: gefundene mittlere Pollenschlauchklasse
T: moglicher maximaler Samenansatz
N: hdchste Pollenschlauchklasse
verandert nach WALLACE (1979a)

Zur Verdeutlichung der Bestimmung der S-Allel-Aktivitét sollen folgende Beispiele
dienen. Die Kreuzung SS, x S;S, reagierte inkompatibel: die Pollenschlauchklasse (Q)
und die mittlere Samenzahl pro Schote (B) betrugen null. Demnach ergab sich fur den
Quotienten in der Formel 2.1 der Wert null. Die S-Allel-Aktivitdt des Si-Allels in der
heterozygoten Mutter betrug folglich 100 %. Die Aktivitdt des S-Allels auf der
Narbenseite wurde in der Kreuzung SSyx S;S; bestimmt. Hier wurde die gleiche
Reaktion wie bei der Aktivitatsbestimmung des S,-Allels gefunden, das Sj-Allel ist also
ebenfalls zu 100 % aktiv. Bel der Untersuchung der S-Allel-Aktivitdt von S auf der
Pollenseite in der Kreuzung S,Sx S;S, ergab sich bei Q=1,67 und B=2,67 eine
Aktivitdt von 85,73 %. War die gefundene Pollenschlauchklasse gleich sechs und die
gefundene mittlere Samenzahl pro Schote grofder als 24,41, so ergab sich ein negativer
Wert in der Formel, dieser wurde gleich null gesetzt. Das geteste S-Allel zeigte aso
keinerlei Aktivitét (0%). Fir die Wiederholungen wurden die S-Allel-Aktivitéten
getrennt berechnet. Die Aktivitdtsvergleiche wurden folgendermal3en durchgefihrt: trat

in der Aktivitdt der beiden S-Allele einer Heterozygoten eine Differenz von mehr als
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20% auf, so wurde dies als Aktivitatsunterschied angesehen und mit einem Pfell
dargestellt, wobei die Pfeilspitze auf das weniger aktive S-Allel zeigt. Lag die
Aktivitatsdifferenz unter 20 % wurden diese S-Allele as gleich aktiv bezeichnet und mit
einer gestrichelten Linie gekennzeichnet. Zeigten gleich aktive S-Allele jedoch eine
Aktivitét unter 50 %, so wurde dies a's gegenseitige Abschwachung bezeichnet und mit

einer gestrichelten Linie mit zwel Pfeilspitzen versehen.

2.2.3 Ergebnisse

Diallele Kreuzungen der selbstinkompatiblen Linien

Die Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen und der mittlere
Samenansatz pro Schote in den dialelen Kreuzungen der sieben selbstinkompatiblen
Linien sind in Tabelle 2.4 aufgefuhrt. Die Kombinationen an denen die Linien 236 und
2065 beteiligt waren, reagierten fast immer kompatibel (dunkelgraue Tabellenfelder), die
verschiedenen Wiederholungen einer Kreuzungskombination wichen aber auch teilweise
in ihrer Reaktion voneinander ab. In den Kreuzungen mit der Linie 11-9 zeigten sich sehr
haufig widersprichliche Reaktionen zwischen den Genotypen einer Kreuzungs-
kombination (hellgraue Tabellenfelder). Die Kreuzungen der Linien 8-1, Myb, 391 und

224 untereinander verhielten sich in den meisten Fallen inkompatibel.
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Tab. 2.4: Inkompatibilitétsverhalten selbstinkompatibler Linien in dialelen Kreuzungen

\; 8-1 11-9 Myb 391 2065 224 236
Q SS« SySy SS SwSw S
81 a (k) i i (k)
bl (i) (k) (i) k k i k
119 a| (K (i) k k
bl (i) i i (i) (K) i i
Myb al| (i) k (i) (k)
b i i | (i) (i) i (k)
391 a [ k | k
b i i i i (i) i k
2065 a k k k k
bl (K i k k i k k
224
b i i i i (k) (k)
236
bl k (k) k k k k
a Dialele Kreuzungen| 1997 i: inkompatible Reaktion
b: Dialele Kreuzungen Il und 1l 1999 k: kompatible Reaktion

(i): unvollsténdig inkompatible Reaktion
(k): partiell kompatible Reaktion

Selbstungen der F;-Heterozygoten

Die aus den dialelen Linienkreuzungen stammenden F;-Heterozygoten zeigten in der
Regel selbstinkompatibles Verhalten. Die Héalfte der Heterozygoten, die das dominante
S,-Allel enthielten, waren jedoch selbstkompatibel (graue Tabellenfelder) (Tabelle 2.5).
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Tab. 2.5: Selbstkompatibilitétsverhalten der F1-Heterozygoten

F.-Linie SI-Verhaten F.-Linie SI-Verhalten
SS a Si SS a -
b S b S
SS a (sk) S/S« a -
b (sk) b s
SSw a s SwSx a -
b (si) b (k)
SS a sk S,S, a s
b sk b s
SS a (sk) SS a s
b (sk) b s
S,Sw a S SSy a s
b S b -
S a S SS a sk
b s b (sk)
SSw a - SwS a S
b (9) b s
SS, a sl SS a sk
b s b (sk)
SvS, a sk S,Sw a s
b sk b S
a Selbstungen 1998 S: selbstinkompatible Reaktion
b: Selbstungen 1999 sk:  selbstkompatible Reaktion

(si): unvollsténdig selbstinkompatible Reaktion
(sk): partiell selbstkompatible Reaktion

Kreuzungen der F1-Heterozygoten mit den Elterngenotypen und untereinander

Zunéchst werden die Wechselwirkungen auf der Basis der Reaktionstypen behandelt. In
jedem einzelnen Abschnitt der Tabelle2.6 auf der folgenden Seite sind die
Wechselwirkungen zwischen zwei , S-Allelen’ in Kreuzungen der Heterozygoten mit den
entsprechenden Elterngenotypen dargestellt. Einige Kreuzungen wurden in mehreren
Wiederholungen in verschiedenen Jahren durchgefiihrt. Die einzelnen Wiederholungen
sind durch die Hochzahlen® ?und® gekennzeichnet (siehe auch Legende der
Tabelle 2.6).
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Tab. 2.6: Kreuzungen der F1-Heterozygoten mit den Elterngenotypen

und untereinander - Reaktionstypen

36
e\ 3 |SS 1SS |SS|SS
SS (i) (i)
sty il il
S5 it (95
SS (K)* it
S, tiIiIT s,
2\ 3 |SSc |SSv |SuSc |[SwSw
SS it (i)
SSw it (i
SuS it (i)*
SwSw it (K)*
S, IIIIIIIITS,
e\ 3 |SS |SS |SS |SS
SS it (K)*
SyS\/ i it
SS it (K)*
SS it (i)
S,IIIIIIIS,
2\ a3 |SS |SS |SS |SS
SS i? ()% | (k)k? k?
SS, | iy | & | Kk | i
SS iz | K& | K& | (KK
S,S, K2 i1k2 (k)lkz i2
§IIIIit S | S Sz S,
2\ a3|SS |SS |SS |SS
SS (k) (K)*
S\/SZ il il
SS (i)' (95
SS, it (K)*
S,IIIIIIII S,

inkompatible Reaktion

k: kompatible Reaktion
(i): unvollsténdig inkompatible Reaktion
(k): partiell kompatible Reaktion

e\ 3 |SS |SS |SS[SS
st( il il
SS (08 (i)’
SS it (K)*
SS i (i)
S, IIIIIIt S,
R\ g |ISS [SS |SS|SS
S S, P KRR | KA | KK
SS, | ())7 | KA | KKIC | KK
SzS( |1(|)2|3 k2k2k3 i2i2k3 iliZ(k)s
SS, [ RKE | KIAE | i | AP
SS<——=S,|S,——=
2\ 5[SS [S5 [SS |5
SS i (i)"
S5 | T (*
S\NS)/ il il
S.Sw iL il
Sy SR O
R\ g |SS [SSv [SWS |SwSw
SS 0 | K
SiSw it (95
SuSe | (1) (0)°
S.Sw iL il
S, 20Tt S,
R\ g |SSh |SWS [SSh |SS
SuwSw K | K
S\NSZ (I)l kl
SSe | (K)! it
SZSZ (k)l il
Sy ——°3 S, |S,-CCICtCCD Sy
! Kreuzungsserie 1998
2 1. Kreuzungsserie 1999
% 2. Kreuzungsserie 1999
Dominanz
Kodominanz

Gegenseitige Abschwéachung
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Bel kompatibler Reaktion sind die entsprechenden Tabellenfelder dunkelgrau unterlegt,
bei partiell kompatibler oder widersprichlicher Reaktion hellgrau. Die Pfeile stellen das
Dominanzverhdltnis der beiden untersuchten ,S-Allele’ zueinander dar. Der obere Pfeil
charakterisiert die S-Allel-Wechselwirkung auf der Pollenseite, der untere Pfeil auf der
Narbenseite. Bei der Festlegung der Dominanzverhaltnisse wurden die Reaktionstypen (i)
und (k) in Tabelle 2.6 als inkompatibel betrachtet. Die haufiger ausgeprégte Reaktion
wurde in der Auswertung berticksichtigt. Trat eine partiell kompatible Reaktion jedoch in
Verbindung mit einem kompatiblen Typ auf, so wurde die Kombination insgesamt als
kompatibel betrachtet.

Die F1-Heterozygoten, in denen nur die potentiell verschiedenen Allele S, S, S, und S,
nicht aber S, enthalten waren, reagierten in der Regel mit den entsprechenden
Elterngenotypen inkompatibel. Es traten auch die Zwischentypen (i) und (k) auf. Wurden
diese vernachlassigt, konnten die vier Allele als kodominant zueinander eingeordnet
werden. In den Kombinationen mit dem S,-Allel traten ebenfalls haufig kodominante
Reaktionen auf. Insbesondere in Verbindung mit dem S;-Allel zeigten sich jedoch
vielfadltige Wechsalwirkungen mit reziproken Unterschieden. Die verschiedenen
untersuchten Pflanzen reagierten in der gleichen Kombination ebenfalls manchmal
unterschiedlich.

In der Fi-Heterozygoten S¢S, war im Pollen eine gegenseitige Abschwéachung der
S-Allele zu beobachten: SS, als Vater war mit alen vier Genotypen des Didlels
kompatibel. Wéaren die beiden S-Allele kodominant ausgepréagt worden, so hétten die
Reaktionen mit den heterozygoten Mittern inkompatibel sein missen. Eine solche
gegenseitige Abschwachung war auch in der Heterozygoten S,S, auf der Pollenseite zu
finden. In den diallelen Kreuzungen zwischen S, und S, entsprach die Kombination
S.S, x §S, nicht dem Ergebnis, daf3 aus den Kreuzungen dieser Heterozygoten mit den
Elterngenotypen abzuleiten war. Demnach wirkten die S-Allee in S,S, auf der
Narbenseite und in S;S, auf der Pollenseite kodominant, die Kreuzung zwischen diesen
beiden Genotypen hétte also inkompatibel sein missen, reagierte jedoch tatsachlich
kompatibel. Diese Kreuzungskombination ist durch ein fett umrandetes Tabellenfeld

kenntlich gemacht.



38 KAPITEL 2.2 WECHSELWIRKUNGEN ZWISCHEN SELBSTINKOMPATIBLEN LINIEN

Die Bestimmung der S-Allel-Aktivitéat zeigte vielféltige Aktivitdtsunterschiede aller
,Allele’ (Tabellen 1 bis 10 im Anhang, S. 135ff.). In zwel Kombinationen trat gleich
starke Aktivitét der ,S-Allele’ sowohl in der Narbe as auch im Pollen auf (SS,, S,S)).
Bel zwei weiteren Heterozygoten (S.Sx, S;Sw) waren gleich gerichtete Aktivitéts-
unterschiede in Narbe und Pollen zu finden. Oft existierte nur in der Narbe oder im
Pollen eine gleich starke Aktivitét der beiden , S-Allele’. Insgesamt war eine gleich starke
Aktivitét der ,S-Allele’ acht mal auf Narben- und neun mal auf Pollenseite zu finden. In
vier Fdllen in Kombination mit dem S-Allel lag die Aktivitatsgleichheit auf Pollenseite
unter 50 %. Dies wurde als gegenseitige Abschwachung der ,S-Allele’ interpretiert. In
drei Kombinationen war die Reaktion im Pollen genau umgekehrt zur Narbenreaktion. In
sechs Fdlen unterdriickte ein , S-Allel* die Aktivitét des anderen Allels vollkommen (die
unterdriickten ,S-Allele’ zeigten 0% Aktivitét). In vier dieser Kombinationen war das
S,-Allel beteiligt. Die beiden ,reziproken Heterozygoten mit dem gleichen ,S-Allel*-
Paar reagierten in keinem Fall in der gleichen Weise. Drei Heterozygotenpaare
unterschieden sich nur auf Pollen- oder Narbenseite, sieben reagierten in beiden Organen
verschieden. Die Zahl der Kombinationen in denen ein , Allel* aktiver, weniger aktiv oder
gleich aktiv im Verhdtnis zu den Ubrigen ,S-Allelen’ war, ist in Tabele2.7
zusammengefaldt. Das Aktivitétsverhaten wurde folgendermal3en gewichtet und
zusammengefaldt (kursive Zahlen in Tabelle 2.7): die Félle in denen ein ,S-Allel* aktiver
als die anderen war wurde dreifach, wenn es weniger aktiv war doppelt mit negativem
Vorzeichen und bei gleicher Aktivitét einfach gewertet.

Tab. 2.7: Aktivitatsverhalten der einzelnen ,S-Alle €
im Vergleich zu alen anderen , S-Allelen’

Aktivitatsver halten S S S S Sw
aktiver (a) 7 5 4 3 4
weniger aktiv (b) 2 4 5 5 7
gleich aktiv (c) 7 7 7 8 5

9 7 3

3a-2b+c 24 14
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Die,Allele' lieffen sich anhand dieser Ergebnisse in eine Aktivitétsreihenfolge einordnen,
in der das S,-Allel in den meisten Kombinationen ein hoéhere Aktivitat und in den
wenigsten Féllen eine geringere Aktivitét als die Ubrigen ,Allele’ zeigte.

Kreuzungen zwischen den F;-Heterozygoten

Die Testkreuzungen, die das Fertilitdtsverhalten der Dreiweghybriden A und C
vorhersagen sollten (Tabellen 2.8 und 2.10) konnten nicht vollsténdig durchgefthrt
werden, da die Genoptypen S;S, und S,S,, fehlten. Bei kompatibler Reaktion sind die
entsprechenden Tabellenfelder grau unterlegt. Die getesteten Kombinationen von S,S,
und S,S, reagierten kompatibel mit S;S,. Bel der Dreiweghybride B waren die
Einfachhybriden S,S, und S,S, in alen Kombinationen mit dem S,S,-Genotyp
kompatibel und untereinander inkompatibel. Die Kreuzungen zwischen den
Fi-Heterozygoten, die in der Dreiweghybride schliefdlich vorkommen, sollen das
Fertilitatsverhalten dieser Hybriden vorhersagen. Bei diesen Testkreuzungen zeigte sich
ein einheitliches Schema: die selbstinkompatiblen Genotypen reagierten untereinander
immer inkompatibel. War ein selbstkompatibler Kreuzungspartner beteiligt, so kam es
zur kompatiblen Reaktion.
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Tab. 2.8: Dreiweghybride A: (S;Scx §,S)) X S;S;

S§ XSS, k S5 XSS (K)
x S (S [SS |S&
?
SSy sk | k| (k) | (k)
SS k | s i k
S,S« k [ s k
SS, k (k) k sk
i: inkompatible Reaktion si:  selbstinkompatible Reaktion
k: kompatible Reaktion sk: selbstkompatible Reaktion
(k): partiell kompatible Reaktion (sk): partiell selbstkompatible Reaktion

Tab. 2.9: Dreiweghybride B: (§Sy X SuSw/ SwSw X §§)) X S5,

SSvxSS, (k) SSxSSy kK
S\ XSS,k SS:xS.S,  k
SSyXSuSy i SEREE
3 |1SS |5 |SSh |SuS:
?
SS sk | k k k
S5 k s i k
S,Sw k [ s k
SuS, | (k) | K sk
i: inkompatible Reaktion si:  selbstinkompatible Reaktion
k: kompatible Reaktion sk:  selbstkompatible Reaktion

(K): partiell kompatible Reaktion (sk): partiell selbstkompatible Reaktion
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Tab. 2.10: Dreiweghybride C: (SuSw X S/.S)) X S;S,

SIS XSS,k SS xSwS k

XSZS/ SS |SSe |SwS
?

SS | K| k [ k | ®
S/S; k) | s i (k)
S.Sw kK | | s | K
S.S: k | kK | k | s

i: inkompatible Reaktion si:  selbstinkompatible Reaktion
k: kompatible Reaktion sk: selbstkompatible Reaktion
(k): partiell kompatible Reaktion (sk): partiell selbstkompatible Reaktion

2.2.4 Diskussion

Diallele Kreuzungen der selbstinkompatiblen Linien

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 die Linien 236 und 2065 jeweils ein von allen
anderen Linien verschiedenes S-Alled tragen, da se in fast dlen
Kreuzungskombinationen kompatibel reagierten. Widersprtichliche Reaktionen zeigten
sich besonders haufig bei den Kreuzungen an denen 11-9 beteiligt war. Die
widerspriichlichen Ergebnisse mit dieser Linie kénnten durch Fertilitatsstorungen bedingt
gewesen sein, die bei der Linie 11-9 auch in anderen Versuchen auftraten (siehe
Abschnitt 2.3.3). In den vorhergehenden Untersuchungen von EscH (1994) wurde
nachgewiesen, dald die Linie 11-9 ein anderes S-Alldl tragt als die Linie 8-1. Es tauchte
auch Inkompatibilitdt bei Kreuzungen von 11-9 mit den Linien 236 und 2065 auf, ganz
im Gegensatz zu den Ubrigen vier Linien, die mit 236 und 2065 fast in jedem Fall partiell
kompatible bis kompatible Reaktionen zeigten. Die vier Linien 8-1, Myb, 391 und 224
haben wahrscheinlich dasselbe S-Allel, da sie miteinander fast immer unvollstéandig
inkompatibel bzw. vollkommen inkompatibel reagierten. In den in Abschnitt 2.4
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aufgefiihrten Untersuchungen zur Unterscheidung der selbstinkompatiblen Linien mit
Hilfe eines CAPS-Markers konnen die Linien 11-9 und 2065 jeweils deutlich von allen
weiteren Linien unterschieden werden. Das unterstitzt die hier erzielten Ergebnisse, dal3
sie andere S-Allele tragen. Die Ubrigen Linien zeigten keine Unterschiede in der
Bandenzahl, Myb und 236 zeigten jedoch Unterschiede in der Bandengréf3e. Das spricht
dafur, dald auch 236 ein anderes S-Alldl tragt, steht jedoch im Widerspruch dazu, dal3
Myb das gleiche S-Allel wie 8-1, 391 und 224 besitzt. Letztendlich erscheinen die
Ergebnisse hinsichtlich der Funktion der S-Allele, aso der Fahigkeit innerhalb der
Kompatibilitatsreaktion zwischen verwandtem und Fremdpollen zu unterscheiden als

ausschlaggebend und werden als relevant betrachtet.

Die diallelen Kreuzungen lassen demnach darauf schlief3en, daf? die selbstinkompatiblen
Linien 8-1, Myb, 391 und 224 ein identisches S-Allel tragen. Trotzdem wurden die
Linien 8-1, Myb und 391 in den weiteren Untersuchungen unter der entsprechenden
S-Allel-Bezeichnung (S, S, und S,) mitgefiihrt, um zu prifen ob die Auspragung dieses
Allels durch den genetischen Hintergrund modifiziert wird.

Selbstungen der Fi-Heterozygoten

Die Mehrzahl der Fi-Heterozygoten reagierte erwartungsgemald selbstinkompatibel
(Tabelle2.5, S. 35). Das Auftreten der vier selbstkompatiblen F;-Heterozygoten S,S,,
SiS, S5, und S,S, war Uberraschend, vor alem weil die jeweils ,reziproke
Heterozygote' selbstinkompatibel reagierte. Bemerkenswert ist ebenso, dald die
identischen Allele S, S, und S, mit miutterlicher bzw. véterlicher Herkunft in
Kombination mit dem S,-Allel nicht immer gleichartig reagierten. So waren z. B. S(S;
und S,S; selbstkompatibel, S,S; jedoch selbstinkompatibel.

THOMPSON und TAYLOR (1971) und THOMPSON (1972) fanden selbstkompatible Pflanzen
in Brassica oleracea Populationen, welche heterozygot am S-Locus waren. Die Pflanzen,
die homozygot fuir die entsprechenden S-Allele waren, reagierten selbstinkompatibel. Die
Autoren vermuten, dal3 nicht eéine Mutation am S-Locus die Selbstkompatibilitdt bedingt
hat, sondern eine gegenseitige Abschwéachung der S-Alldle. Diese gegenseitige

Abschwéchung wurde von einem modifizierendem Gen beeinfluf®. RICHARDS und



KAPITEL 2.2 WECHSELWIRKUNGEN ZWISCHEN SELBSTINKOMPATIBLEN LINIEN 43

THURLING (1973) beobachteten das Auftreten von Selbstkompatibilitdt in Brassica
campestris. Sie fuhrten dies ebenfalls auf die Interaktion zwischen S-Genotypen und den
Einfluld modifizierender, temperatursensitiver Faktoren zuriick. Eine gegenseitige
Abschwéchung von S-Allelen wurde auch von WALLACE (1979a) und VISSER et al.
(1982) in Brassica oleracea beobachtet.

Die mogliche Ursache fur die Selbstkompatibilitdt in Raps wird von GORING et al. (1993)
dargelegt. Sie entdeckten eine 1bp-Deletion im SRK-Gen (A10-Allel) von
selbstkompatiblen Rapslinien, die zu einer Verschiebung des Leserasters fuhrt, so dal3 nur
eine verkurzte, nicht funktionale SRK gebildet werden kann. Diese Mutation bewerten
GORING €t a. (1993) as Ursache fir den Verlust der Selbstinkompatibilitét in Brassica
napus. Das A10-Allel konnte in mehreren Rapssorten wie Ceres, Regent, Westar und
Topas nachgewiesen werden. In Testkreuzungen mit selbstinkompatibel Rapslinien, die
bekannte S-Allele aus den beiden Ausgangsarten trugen ergab sich, dal3 das A10-Allel
mit dem B. oleracea-S-Locus gekoppelt ist. Den B. campestris-S-Locus konnten GORING
et a. (1993) nicht ndher charakterisieren.

Welcher S-Locus, oder ob beide S-Loci in dem hier untersuchten Pflanzenmaterial aktiv
sind, ist nicht bekannt. Esist lediglich bekannt, dal3 die Linie 2065 ein B. campestris-
SAlld trégt. RIPLEY et a. (1995) untersuchten die Wechselwirkungen zwischen
S-Allelen aus B. campestris und B. oleracea, die in B. napus eingekreuzt worden waren.
Sie fanden Interaktionen, wie sie auch innerhalb der beiden Arten bestehen. Am
haufigsten war Dominanz in Narbe und Pollen zu finden. In beiden Organen kam
ebenfalls oft Kodominanz vor. Eine gegenseitige Abschwachung, von der KOTT (1995)
und GOWERS (1989) in Brassica napus berichten, beobachteten sie nicht.

Die in der vorliegenden Arbeit gefundene Selbstkompatibilitét ist vermutlich durch
modifizierende genetische Faktoren verursacht worden. Die ,reziproken Unterschiede
der F-Heterozygoten und die ungleich reagierenden Genotypen sprechen fir einen
grolen Einflul des genetischen Hintergrundes auf die Ausprégung der
Selbstinkompatibilitét, wobel im allotetraploiden Raps auch interspezifische Faktoren
eine Rolle spielen kénnten.
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Kreuzungen der F1-Pflanzen mit den Elterngenotypen und unter einander

Aus den Kreuzungen der F;-Pflanzen mit den Elterngenotypen ist nach der Zuordnung zu
den Reaktionstypen (Tab. 2.6, S. 36) auf Kodominanz des S-Allelsin der Linie 11-9 zum
S-Allel in den Linien 8-1, 391 und Myb zu schlief3en. In der Aktivitatsuntersuchung
waren auch zwischen den drei selbstinkompatiblen Linien mit identischem S-Allel und
zwischen diesen und der Linie 11-9 Unterschiede in der Wirkung der ,S-Allele’ zu
erkennen. Sie deuten auf einen Einflu3 des genetischen Hintergrundes hin. In dieser
Arbeit werden die Beobachtungen, die in der Literatur erwadhnt werden, dal3 Kodominanz
und partielle Dominanz sehr haufig vorkommen (THOMPSON und TAYLOR 1966,
OCKENDON 1975, WALLACE 1979a, BESCHORNER et a. 1995 und HATAKEYAMA et al.
1998), bestédtigt. Die Autoren berichten, dal3 die vollstandige Dominanz eines Alleles
Uber ein anderes sehr selten vorkommt. In der vorliegenden Untersuchung unterdriickte
dagegen relativ haufig ein S-Allel die Aktivitdt eines anderen S-Alleles vollkommen und
zwar in sechs von vierzig Kombinationen. Dies trat erstaunlicherweise auch zwischen
den beiden identischen Allelen S, und S, auf (Tab. 8, S. 139), ein weiterer Hinwels auf
eine die Selbstinkompatibilitdt modifizierende Wirkung anderer Faktoren. Die
Beobachtung, dal3 Kodominanz haufiger in der Narbe als im Pollen auftritt bestétigte sich
in den vorliegenden Untersuchungen nicht. Die beobachteten reziproken Aktivitats-
unterschiede (Dominanzumkehr in Narbe und Pollen) sind auch von WALLACE (1979b),
HODGKIN (1986), GOWERS (1989) und BESCHORNER &t al. (1995) erwahnt worden.

Die Wechsaelwirkungen mit dem S,-Allel sind insbesondere im Hinblick auf die S-Allel-
Aktivitat sehr vielfaltig. Die vier Félle von gegenseitiger Abschwéachung von S-Allelen,
die bei den Selbstungen der F;-Heterozygoten auftraten, fanden sich hier bestétigt. Diese
gegenseitige Abschwéchung konnte mit der Bestimmung der S-Allel-Aktivitét noch
genauer charakterisiert werden: sie trat immer nur auf der Pollenseite auf. In den
Untersuchungen auf Basis der Reaktionstypen wurde die gegenseitige Abschwachung auf
Pollenseite in S;S, und S,S;, beobachtet. Diese Heterozygoten wurden in einem
vollstandigem Diale untersucht. Die anderen beiden Heterozygoten S,S, und S,,S; sind
lediglich mit ihren Elterngenotypen gekreuzt worden. Sie zeigten in diesen
Kombinationen eine partiell kompatible Reaktion. In weiteren Wiederholungen dieser

Kreuzungen und in Kombinationen der Heterozygoten untereinander hétte sich
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moglicherweise auch bel diesen beiden Heterozygoten eine gegenseitige Abschwachung
im Pollen gezeigt. In den vier F;-Heterozygoten, in denen immer auch das S,-Genom
enthalten war, trafen offenbar genetische Faktoren zusammen, die die S-Allel-Spezifitéat
der Pollenkdrner abschwéchen oder vollstandig aufheben.

Die Bestimmung der Aktivitét ergab ebenfalls Unterschiede im Inkompatibilitéts-
verhalten der Linien mit identischem S-Allel. Diese Linien reagierten keinesfalls immer
in gleicher Weise in Bezug auf das SrAllel, was wiederum auf den Einfluld
modifizierender genetischer Faktoren auf die Ausprdgung der Selbstinkompatibilitét
hindeutet. Anhand dieser vielfétigen Wechselwirkungen lief3en sich die potentiellen
,S-Allele’ einer Aktivitétsreithenfolge zuordnen, in der S, in den meisten Kombinationen
aktiver as dle anderen ,S-Allele’ war. Es wére zu erwarten gewesen, dald das zur
Selbstkompatibilitdt dominant vererbte S-Allel aktiver ist als die rezessiv vererbten
Allele und nicht erst an zweiter Stelle in der Skala erscheint. Auch SMITH et al. (1977)
berichteten von rezessiven S-Allelen in Brassica oleracea mit stark ausgepragter
Selbstinkompatibilitdt. Auf der anderen Seite finden JOHNSON und BLYTON-CONWAY
(1976) dominante S-Allele mit nur schwach ausgepragter Selbstinkompatibilitéts-
reaktion. Die haufig beobachtete algemeine Beziehung zwischen einer stérkeren
Inkompatibilitdét und Dominanz der Allele ist, wie die Beispiele zeigen, nicht

durchgangig vorhanden.

Kreuzungen zwischen den F;-Heterozygoten

Die getesteten F;-Heterozygoten, die in die Dreiweghybride eingingen, waren in jedem
Fal selbstinkompatibel, untereinander inkompatibel und kompatibel zu S,. Die
Voraussetzungen zur Hybridproduktion im Mischanbau waren demnach gegeben. Die
Fertilitét der Dreiweghybriden war weitgehend wiederhergestellt, da % der mdglichen
Kreuzungskombinationen zwischen den in der Hybride vorkommenden Genotypen
kompatibel waren. LEwis und Woobs (1993) beobachteten, dal3 der Ertrag von
Rapshybriden, die je zur Halfte aus selbstkompatiblen und selbstinkompatiblen Pflanzen
zusammengesetzt waren nicht beeintrachtigt war. Diese Hybriden blthten jedoch langer,

was auf ein Pollendefizit deuten |&f3t.
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Es liel? sich die Gesetzmaliigkeit erkennen, dal3 die Kombinationen, an denen die
selbstkompatiblen Heterozygoten beteiligt waren, immer kompatibel reagierten. In der
S-Allel-Aktivitatsuntersuchung wurde festgestellt, dal3 die gegenseitige Abschwéchung
der Allele nur auf der Pollenseite zu finden war. So 183t sich annehmen, dai3 die S-Allele
in den selbstkompatiblen Vaterlinien nicht zur Wirkung kamen und diese Linien mit allen
Partnern kompatibel reagierten. Die selbstkompatiblen Mutterlinien waren jedoch
ebenfalls mit allen Genotypen kompatibel. In diesen Kombinationen wéaren in Folge der
auf Narbenseite der selbstkompatiblen Pflanzen nicht bestehenden gegenseitigen
Abschwéchung der S-Allele auch inkompatible Reaktionen zu erwarten gewesen.

Das Auftreten der gegenseitigen Abschwachung von S-Allelen in Verbindung mit dem
S,-Genom ist sehr schwer zu interpretieren. Zum einen reagierten die ,reziproken
Heterozygoten' unterschiedlich in ihrer Selbstkompatibilitdtsreaktion. Zum anderen
wurde die gegenseitige Abschwéchung der S-Allele as Ursache der Selbstkompatibilitét
in den S-Alld-Aktivitéatsuntersuchungen nur auf der Pollenseite beobachtet.
Weitergehende Untersuchungen konnten neue Ergebnisse zur Erklérung dieser
Phanomene bringen. Die Berichte in der Literatur, dal3 modifizierende genetische
Faktoren die Auspragung der Selbstinkompatibilitdt stark beeinflussen konnen, lassen
sch in diesen Untersuchungen vielfach bestdtigen. Zur Nutzung der
Selbstinkompatibilitét als Bestdubungsmechanismus in der Hybridziichtung werden
Linien mit einem genetischen Hintergrund bendtigt, der zur stabilen und starken
Auspragung der Selbstinkompatibilitét beitragt. Weiterhin sind S-Allele, die sich
gegenseitig abschwéchen, fur die Produktion von Hybriden sehr interessant. Werden sie
in einer Hybride kombiniert, so ist deren Fertilitdt wieder hergestellt. Bel den in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Mehrfachhybriden waren % der Pflanzen selbstfertil.
Die gegenseitigen Wechselwirkungen unterschiedlicher S-Allele sollten demnach gut
untersucht werden, um diese S-Allele optima in verschiedenen Strategien in der

Hybridzichtung einzusetzen.
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2.3 Selektion von Genotypen mit stabil ausgepragter Selbstinkompatibilitat

2.3.1 Einleitung

Wie von vielen Autoren berichtet wird, konnen vor alem rezessv zur
Selbstkompatibilitét vererbte S-Allele von modifizierenden Genen in ihrer Auspragung
beeinflul3t werden (siehe Abschnitt 2.2.1). Diese Gene sind umweltabhangig, so kann die
Selbstinkompatibilitét z.B. bei hoher Temperatur abgeschwécht werden (NASRALLAH und
WALLACE 1968). Ein Einflud des genetischen Hintergrundes auf die
Selbstinkompatibilitdt wurde in der vorliegenden Arbeit auch in den Untersuchungen der
S-Allel-Wechselwirkungen in Kreuzungen verschiedener selbstinkompatibler Linien
festgestellt. Das Ziel der im folgenden beschriebenen Untersuchungen war die
Entwicklung eines Selektionskriteriums, anhand dessen Genotypen mit stark
ausgepragter, temperaturstabiler Selbstinkompatibilitét aus einer Population ausgelesen
werden konnen. Solche Genotypen sind unerld@ich fur das Erreichen einer hohen
Auskreuzungsrate bei der Produktion von Hybriden. Hier werden Selektionsexperimente
im Gewéchshaus und im Freilland beschrieben, wobel das Hauptaugenmerk auf die
Vererbung der Auspragung der Selbstinkompatibilitét gelegt wurde. Zum einen sollte die
Stérke der Selbstinkompatibilitdt von Nachkommen verschiedener Inzuchtlinien in einem
Gewéchshausversuch anhand des Selbstungssamenansatzes bestimmt werden, zum
anderen die Auskreuzungsrate von Kreuzungsnachkommen dieser Linien mit einem
selbstkompatiblen Bestauber ermittelt werden. Die Kreuzungsnachkommen sind in einer

Topcrossanlage im Freiland hergestellt worden.

2.3.2 Materia und Methoden

In einem Vorversuch wurden 186 selbstinkompatible Pflanzen der vierten, bzw. finften
Inzuchtgeneration, die von elf verschiedenen Genotypen abstammiten, im Gewachshaus
bei einer Temperatur von 16/18 °C und 16 h Zusatzlicht durch Eintiten der oberen sechs
Triebe geselbstet. Aus der Nachkommenschaft der sechs verschiedenen Genotypen 2-3,
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6-9, 8-1, 9-9, 10-1 und 11-9 wurde jeweils eine Pflanze mit besonders hohem und eine
Pflanze mit sehr niedrigem Samenansatz selektiert (Tabelle 2.11) und in den folgenden

Versuchen analysiert.

Tab. 2.11: Samenansatz der im Vorversuch selektierten Linien

und deren neue Linienbezeichnung

Im Vorversuch Samenansatz nach Neue
selektierte Pflanzen Selbstung im Linienbezeichnung
Vorversuch|[ g] Linie  Abstammung
2-3/3 0,92 2 N
2-3/5 4,00 2 H
6-9/3 1,00 6 N
6-9/5 1,80 6 H
8-1/3 1,10 8 N
8-1/4 3,20 8 H
9-9/5 0,96 9 N
9-9/6 5,10 9 H
10/1/6 0,80 10 N
10/1/4 3,50 10 H
11-9/4 0,50 11 N
11-9/2 8,20 11 H

Sl ektionsver such/Gewéachshaus

Es wurde eine Nachkommenschaft von zwolf Individuen von den im Vorversuch
selektierten Pflanzen angezogen. Sechs dieser Pflanzen blihten bei niedrigen
Temperaturen (18/16 °C), die anderen sechs bei hohen Temperaturen fir 8h am
Nachmittag (18/25/16 °C) unter 16 h Zusatzlicht. Die Pflanzen sind innerhalb der beiden
Temperaturstufen zuféllig verteilt worden.

Jede Pflanze wurde vier verschiedenen Behandlungen unterzogen. Jewells zehn Bliten
dieser Pflanzen wurden von Hand geselbstet (Selbstung), funf Bliten wurden 1 h nach
einer Kochsalzbehandlung der Narben geselbstet (NaCl-Behandlung) und drei Bliten
wurden mit kompatiblem Pollen der Rapssorte Capitol bestaubt (Narben-
Fertilitatskontrolle). Zusétzlich wurde je eine Capitolblite mit dem Pollen der getesteten
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Pflanzen bestéaubt (Pollen-Fertilitétskontrolle). Die Selbstungen und Kreuzungen
erfolgten nach den in den Abschnitten 2.1.2 und 2.2.2 beschriebenen Verfahren. Die
Durchfthrung der manuellen Salzbehandlung wird im folgenden Kapitel unter 3.2.1
erklart. Jede Behandlung wurde an einem zuféllig ausgewahltem Nebentrieb erster
Ordnung durchgeftihrt. Nach der Behandlung ist jeder Trieb einzeln eingetiitet worden.
Nach Abreife der Schoten wurde die Samenzahl pro Schote fur jede Behandlung
bestimmt und mit Ausnahme der Pollenfertilitdtskontrolle in einer dreifaktoriellen
Varianzanalyse (ANOVA) unter Nutzung der Prozedur GLM des SAS Softwaresystems
verrechnet. Die Korrelation zwischen dem Samenertrag der im Vorversuch selektierten
Pflanzen und dem mittleren Samenansatz ihrer Nachkommenschaft im Gewé&chshaus-
Selektionsversuch wurde mit Hilfe der Prozedur CORR bestimmt.

Topcross/Freiland

Die im Gewachshaus untersuchten Linien sind im Jahre 1999 auch im Freiland in einer
Isolierung in der Rapssorte Capitol gepriift worden. Dabei wurden zwei raumlich
voneinander getrennte Versuche in Herrenhausen und Ruthe angelegt. In Herrenhausen
wurden die Linien 11 H und 11 N gepriift, die ein von alen anderen Linien verschiedenes
S-Alld trugen. Beide Versuchsfelder lagen in ausreichender Entfernung (mind. 5km)
von anderen Rapsschldgen, so dald eine Fremdeinstaubung ausgeschlossen werden
konnte. Die zwdlf Linien wurden in dreifacher Wiederholung in zufdlig verteilten
Parzellen von 6 x 6 Pflanzen geprift. Die Bestaubersorte Capitol war Ende August 1998
gesdt worden. Die zu testenden Pflanzen wurden im September 1998 in frisch
umgegrabene 1,5x 1,5 m2-Parzellen in den Capitolbestand gepflanzt. Der Abstand
zwischen den einzelnen Parzellen betrug in Ruthe 10m und in Herrenhausen
10 bzw. 8 m. Die maximale Tagestemperatur ist wahrend der Blitezeit mit einem
Temperaturschreiber im Schatten direkt im Bestand aufgezeichnet worden. Kurz vor der
Vollreife im Juni wurden die inneren vier Pflanzen der 6 x 6-Parzellen geerntet. Bei
Fehlstellen ist auf benachbarte Pflanzen zurtickgegriffen worden. Die geernteten Pflanzen
wurden im Gewachshaus getrocknet und das Saatgut schlief3dlich von Hand ausgerieben.
Von jeder Parzelle ist eine gut durchmischte Saatgutprobe ausgesét worden. Die
Auskreuzungsrate der Topcrosslinien ist in jeder Wiederholung an 44 Pflanzen mit Hilfe
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des Isoenzyms ACP (Saure Phosphatase) oder eines von der DSV bereitgestellten
Mikrosatelliten-Markers bestimmt und in einer enfaktoriellen ANOVA verrechnet

worden.

| soenzymunter suchung

Die Methoden zur Untersuchung der ACP sind in Kapitel 4 unter Abschnitt 4.2
aufgefthrt. Hier wurde jedoch ein ca. 20 mm? grof3es Blattstlickchen direkt in der
Mikrotiterplatte mit Hilfe eines Multistempels (Replica Plater, Fa. Sigma) nach Zugabe
von 100 pl 5 %-Saccharosel 6sung homogenisiert und anschlief3end 2 min bei 2000 upm

zentrifugiert.

Unter suchung mit Hilfe eines Mikrosatelliten-Markers

DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion erfolgte in der Mikrotiterplatte in Anlehnung an eine
Schnellmethode von DORNTE (personliche Mitteilung). Ein 20 mm? grof3es Stlick eines
Keimblattes der zu untersuchenden Pflanzen wurde in je eine Vertiefung ener
Mikrotiterplatte auf Eis gegeben. Nach dem Zufligen von 50 ul 0,25 M NaOH auf jede
Blattprobe wurde die Mikrotiterplatte 100 s in kochendem Wasser erhitzt. Anschlief3end
sind die Blattstiickchen mit einem Multistempel (Replica Plater, Fa Sigma) grundlich
homogenisiert worden. Nach Zugabe von 150 pl 0,1 M Trig/HCI pH 8,0 pro Vertiefung
wurde die Mikrotiterplatte kurz zentrifugiert (2 min bei 2000 upm). Dadurch setzte sich
das Blattmaterial am Boden der Mikrotiterplatte ab und der Extrakt konnte problemlos
entnommen werden. Der in dieser Weise gewonnene Extrakt kann direkt fir die PCR
verwendet oder bei +4 °C oder —20 °C fur mehrere Wochen in der Mikrotiterplatte

gelagert werden.
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PCR-Resktion
Die Amplifikation genomischer Sequenzen erfolgte durch die Polymerasekettenreaktion

(PCR) in einem Reaktionsvolumen von 25 pl.

75 mM  TrigHCI pH9
20 mM (N H4)2SO4
je 90 UM dATP, dTTP, dGTP, dCTP
1 U  Taq DNA-Polymerase (Eurogentec)
08 mM  MgCl,
250 pM  Forward-Primer
250 pM  Backward-Primer
25 pl DNA-Extrakt

De PCR-Ansatz wurde mit Mineraldl Uberschichtet. Die PCR erfolgte in einem

Thermocycler der Fa. Perkin Elmer Cetus unter folgenden Bedingungen:

1Zyklus 1min 94°C
45 Zyklen 1min 94°C
1min 60°C

2min 72°C

1Zyklus 7min 72°C

Elektrophorese und Auswertung
Die PCR-Produkte wurden in einem 2 %igem Agarosegel nach den in 2.4.2 aufgefihrten
Methoden elektrophoretisch getrennt und ausgewertet.

2.3.3 Ergebnisse

Sal ektionsver such/Gewéachshaus
Es bestand keine Korrelation (r = -0,156) zwischen dem Samenertrag der im Vorversuch
sdektierten Pflanzen und dem Samenansatz ihrer Nachkommenschaften im

nachfolgenden Selektionsversuch. In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis hatte die
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Abstammung der Linien von Pflanzen mit hohem bzw. niedrigem Samenertrag in den
Varianzanalysen der verschiedenen Behandlungen in keinem Fall einen signifikanten
Effekt.

Bel der varianzanalytischen Untersuchung zeigte sich jedoch ein hoch signifikanter
Effekt der Linie auf den Selbstungssamenansatz (Tabelle 2.12). Die Linien 6 und 10
hatten im Vergleich zu den tbrigen Linien einen signifikant erhéhten Samenansatz und
waren auch voneinander signifikant verschieden (Abbildung 2.6). Die Temperatur zeigte

keine Wirkung auf den Selbstungsansatz.

Tab. 2.12: Mittlere Abweichungsquadrate und F-Werte des Samenertrags nach Selbstung

Varianzursache FG MQ F-Wert
Temperatur 1 2,63 0,76
Linie 5 88,47 25,50***
Abstammung innerhalb Linie 6 151 0,44
Temperatur*Linie 5 57,82 16,72***
Abstammung* Temperatur innerhalb Linie 6 1,19 0,34
Fehler 111 3,46
*** ggnifikant bei p < 0,001
8

Samen / Schote
N

11

0JII. |
2 6 8 9 10

Linie

Abb. 2.6: Samenansatz nach Selbstung in Abhangigkeit von der Linie
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Bel der Kochsalzbehandlung hatte die Temperaturerhdhung einen signifikanten Effekt:
se fuhrte bei allen Linien, mit Ausnahme der Linie9 zu einer Erniedrigung des
Samenansatzes (Tabelle 2.13 und Abbildung 2.7). Die linke Saule fir eine Linie stellt in
Abbildung 2.7 den Samenertrag bei niedriger Temperatur und die rechte Séule bei hoher
Temperatur am Nachmittag dar. Die verschiedenen Linien waren nach der
Salzbehandlung, wie zuvor auch nach Selbstung, signifikant voneinander verschieden
(Tabelle 2.13). Die Linie 11 zeigte einen zu alen anderen Linien signifikant niedrigeren
Samenertrag von im Mittel 2,43 Samen/Schote (Abbildung 2.7).

Tab. 2.13: Mittlere Abweichungsquadrate und F-Werte
des Samenertrags nach NaCl-Behandlung

Varianzursache FG MQ F-Wert
Temperatur 1 315,03 10,08**
Linie 5 524,03 16,76***
Abstammung innerhalb Linie 6 19,75 0,63
Temperatur*Linie 5 78,86 2,52*
Abstammung* Temperatur innerhalb Linie 6 49,54 1,58
Fehler 104 31,27

* gignifikant bei p < 0,05 ** gignifikant bei p < 0,01 *** ggnifikant bei p < 0,001

Samen / Schote
|_\
o

2 6 8 9 10 11
Lini

e H 1816 °cl 18/25/16 °C

Abb. 2.7: Samenansatz nach NaCl-Behandlung in Abhangigkeit

von der Linie und der Temperatur
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Die Untersuchung der Narbenfertilitét ergab ebenfalls eine signifikante Beeinflussung
des Samenertrages durch die Linie (Tabelle 2.14). Die Linie 11 unterschied sich abermals
signifikant von alen anderen Linien (Abbildung 2.8). Die Ubrigen Linien zeigten keine
signifikanten Unterschiede. Die Ergebnisse der Pollenfertilitdtsuntersuchung, die nicht
varianzanalytisch verrechnet wurden, sind zum Vergleich ebenfalls in Abbildung 2.8 als
rechte Saule aufgefuhrt. Sie stimmten sehr gut mit den Werten der Narbenfertilitéat
Uberein. Die Narben- und Pollenfertilitét ist in Abbildung 2.9 getrennt fir die Linien 11 N
und 11 H dargestellt. Die linke Séule beschreibt die Narbenfertilitét, die rechte die
Pollenfertilitét. Daraus wird ersichtlich, dal3 die Linie 11 N weniger fertil als 11 H war,
wobel besonders die Pollenfertilidt betroffen war. Die Linie 11 N zeigte verbréunte

Antheren und stéubte gewdhnlich sehr schlecht.

Tab. 2.14: Mittlere Abweichungsquadrate und F-Werte des Samenertrags

in Bezug auf die Narbenfertilitéat

Varianzursache FG MQ F-Wert
Temperatur 1 15,55 0,83
Linie 5 307,34 16,44* **
Abstammung innerhalb Linie 6 21,31 1,14
Temperatur*Linie 5 67,63 3,62**
Abstammung* Temperatur innerhalb Linie 6 19,48 1,04
Fehler 113 18,69

** gignifikant bei p< 0,01 *** signifikant bei p < 0,001
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Samen / Schote

2 6 8 9 10 11

Linie
I Narbenfertilitzt Bl Pollenfertilitzt

Abb. 2.8: Samenansatz in Abhangigkeit von der Narben- und
Pollenfertilitét und der Linie

20

16

12

Samen / Schote

1IN o 11H
Linie

[l Narbenfertilitat [l] Pollenfertilitat

Abb. 2.9: Samenansatz der Linien 11 N und 11 H in Abhangigkeit von
der Narben- und Pollenfertilitéat
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Topcrosg/Freilandversuch

Die Blutezeit der selbstinkompatiblen Pflanzen korrelierte sehr gut mit der
Bestaubersorte Capitol. Lediglich die Linie 11 N, die bereits im Keimlingsstadium einen
kimmerlichen Wuchs zeigte, begann erst spdt zu blihen und blihte noch 14 Tage
nachdem Capitol bereits verbliht war. Der Temperaturverlauf zur Blitezeit ist in
Abbildung 2.10 dargestellt. Zum Vergleich ist die in der Wetterstation Herrenhausen

gemessene maximale Tagestemperatur ebenfalls aufgefuhrt.

45
40
635— A/
s 307Herrenhauwn \
3 25
g 20 - Ruthe
g 15
% Herrenhausen-Wetterstation
— 10 -
5,

FFFFE PSS
@. ({)/' {l?). (f/b' Q»‘ &. /\ b Q. {b. b. q. . 6. (b. ».

Abb. 2.10: Maximale Tagestemperaturen zur Blitezeit der Topcrosslinien

Die Rapssorte Capitol wurde a's Bestdubersorte ausgewdahlt, da sie nach der Bestimmung
des Isoenzyms Diaphorase (DIA) in einer Voruntersuchung von allen zu untersuchenden
selbstinkompatiblen Linien unterschieden werden konnte. Bel der Bestimmung der
Auskreuzungsraten der Topcrosslinien nach der Ernte waren keine Unterschiede
zwischen dem Bestauber und den selbstinkompatibel Linien im DIA-Bandenmuster mehr
zu finden. Deshalb konnte dieser Marker zur Bestimmung der Auskreuzungsrate nicht
genutzt werden und die Untersuchungen wurden jeweils zur Halfte mit der ACP und dem
Mikrosatelliten-Marker durchgefiihrt. Der Bestéauber Capitol zeigte das gleiche ACP-
Bandenmuster wie die selbstkompatiblen Vaterlinien L1, L6 und L 7, die bel der
Hybridherstellung verwendet worden sind (siehe Abbildung 4.2, S.111). Dem-
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entsprechend konnte hier die Auskreuzungsrate der Kreuzungen der Linien 9, 10 und 11
mit Capitol mit Hilfe der ACP bestimmt werden. Die Bandenmuster der
Topcrosshybriden entsprachen denen der in Kapitel 4 untersuchten Hybriden (Abbildung
4.2, S. 111). Die Kreuzungsnachkommen konnten zweifelsfrei von den aus Selbstung der
selbstinkompatiblen Linien entstandenen Pflanzen, den sogenannten , sibs', unterschieden
werden.

Nach Amplifikation genomischer DNA mit den Mikrosatelliten-Primern zeigte Capitol
eine zusdtzliche Bande im Vergleich zu alen selbstinkompatiblen Linien. In
Abbildung 2.11 ist als Beispiel die Topcrosshybride 11 H mit ihren Eltern aufgefihrt. Die
Auskreuzungsraten der Kreuzungsnachkommenschaften aus den Linien 2, 6 und 8
wurden mit diesem Marker bestimmt. Aulerdem wurden die Auskreuzungsraten dreier
zuféllig gewahlter Topcrosslinien jewells einer Wiederholung, die mit der ACP bestimmt
wurden, mit dem Mikrosatelliten-Marker Uberprift. Die beiden Methoden brachten exakt
Uberei nstimmende Ergebnisse.

Topcrosslinie 11H

[ I
H H H H H S H H

11-9/2
Capitol
100 bp-Leiter

— 800 bp

H: Hybride S:,sib’

Abb. 2.11: Mikrosatelliten-Bandenmuster einer Topcrosslinie und ihrer Eltern
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Die mit diesen beiden molekularen Markern erhatenen, Uber die Wiederholungen
gemittelten Auskreuzungsraten der Topcrosslinien sind in Tabelle 2.15 aufgefihrt.
Samtliche Linien zeigten eine sehr hohe Auskreuzungsrate von mehr als 95 %. Lediglich
die Linie 11 H hatte, wie sich im Tukey-Test nach der Varianzanalyse zeigte, eine

gegenlber der Linie 11 N signifikant niedrigere Auskreuzungsrate.

Tab. 2.15: Linienmittel der Auskreuzungsrate im Topcross

Linie Auskreuzungsrate [%0]
Saure Phosphatase|  Mikrosatellit

2N 99,2
2H 99,2
6N 98,5
6H 97,7
8N 98,5
8H 99,2
9N 97,7

9H 96,0

10N 98,4

10H 96,8

11N 98,5

11H 86,4

2.3.4 Diskussion

Sowohl im Selektionsversuch im Gewéchshaus als auch in der Topcrossanlage hatte die
Abstammung der untersuchten Linien von Pflanzen mit hohem bzw. niedrigem
Samenansatz keinen Effekt auf den Samenertrag und die Auskreuzungsrate mit
Ausnahme der Linie 11 im Topcross. Dort zeigte sich, dal3 die Linie 11 H, die von einer
Pflanze mit hohem Selbstungssamenansatz abstammite, eine im Vergleich zur Linie 11 N
signifikant niedrigere Auskreuzungsrate hatte. Die Linie 11N zeigte starken
Kimmerwuchs im Topcross. Diese Linie hatte sich bereits nach der Aussaat |langsamer

als die anderen Linien entwickelt, konnte diese und den Bestauber in ihrem Wachstum
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nicht mehr einholen und hatte eine verzogerte Blite. Im Gegensatz dazu entwickelten
sich die Pflanzen der Linie 11 N im Gewachshaus im Wuchs normal, zeigten jedoch eine
verminderte Pollenfertilitét. Bemerkenswert ist letztendlich, da3 11N in der
Topcrossanlage trotz Kimmerwuchs, verzogerter Blite und geringem Samenansatz eine
hohe Auskreuzungsrate von 98,5 % zeigte.

Die Differenz des Samenansatzes der beiden Ausgangspflanzen der Linie 11 war die
grofdte von alen Differenzen der untersuchten Vollgeschwister (Tabelle 2.11, S. 48). Die
Pflanze 11-9/2, von der die Linie 11 H abstammte, hatte mit 8,2 g Samen den hdchsten
Samenansatz von allen im Vorversuch getesteten 186 selbstinkompatiblen Pflanzen. Im
Selektionsversuch im Gewachshaus zeigte sie nach Selbstung jedoch einen sehr geringen
Samenansatz (Abbildung 2.6, S. 52). Er konnte auch durch die Salzbehandlung, die bei
den Ubrigen Linien einen mittleren Ertrag von 10-15 Samen/Schote bewirkte, kaum
erhoht werden (Abbildung 2.7, S. 53). Das &% auf eine verminderte Fruchtbarkeit dieser
Linie schlief3en, was sich in den Fertilitétskontrollen bestétigte. Beide Abstammungen der
Linie 11 zeigten eine verminderte Fertilitdt sowohl auf der Narben- als auch auf der
Pollenseite, wobei die Linie 11 N nahezu sterile Pollen hatte. Dies war bereits optisch
sichtbar: die Antheren waren verbrdunt und stéaubten sehr schlecht oder gar nicht.
Aufgrund dieser verminderten Fertilitdt der Linie 11 sollten die Ergebnisse des
Gewachshausversuches geringer bewertet werden a's der signifikante Unterschied in der
Auskreuzungsrate im Topcross. Die niedrige Auskreuzungsrate der Linie 11 H [&(3t
vermuten, dald sie einen genetischen Hintergrund hat, der die Ausprégung der
Selbstinkompatibilitdt abschwéacht. Bei den dbrigen Linien wurde kein signifikanter
Einflu@ der Abstammung gefunden. Die Unterschiede im Samenansatz der
Vollgeschwister der Gbrigen Linien im Vorversuch wurden wahrscheinlich in erster Linie
durch UmwelteinflUisse bedingt, da sie in der Nachkommenschaft nicht mehr auftraten.
Bel der Untersuchung im Gewéchshaus konnten signifikante Unterschiede im
Selbstungssamenansatz zwischen den sechs Linien gefunden werden. Die Linien
reagierten auch unterschiedlich auf die NaCl-Behandlung, der Samenansatz wurde jedoch
bei alen betréchtlich erhéht. Die Linien 2, 6 und 8 sowie 9 und 10 sind jewells eng
miteinander verwandt. Auch hier hatte demzufolge der genetische Hintergrund einen

gewissen Einfluld auf die Auspragung der Selbstinkompatibilitét. Die hohe Fertilitat der
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Sl-Linien bestétigte sich in den Kreuzungen mit Capitol. Die Temperaturerhéhung hatte
bei der Mehrzahl der Linien eine Erniedrigung des Samenansatzes zur Folge, lediglich
die Linie 9 zeigte einen hoheren Samenertrag (Abbildung 2.7, S. 53). In der Literatur
werden ebenfalls unterschiedliche Reaktionen auf verschiedene Temperaturen
beschrieben. OCkENDON (1978) und OkAsAKI und HINATA (1987) berichten von der
Abschwéchung der Selbstinkompatibilitét bei hohen Temperaturen. RICHARDS und
THURLING (1973) erwdhnen die Selbstinkompatibilitdt beeinflussende, modifizierende
Polygene, welche temperatursensitiv. sind und sich moglicherweise in  ihren
Temperaturanspriichen unterscheiden. Selbstinkompatible Pflanzen kdnnen offenbar
abhangig von ihrem genetischen Hintergrund eine individuelle Reaktion auf bestimmte
Temperaturbedingungen zeigen.

Im Topcross im Freiland war die maximale Tagestemperatur im Pflanzenbestand héher
als die in der Wetterstation gemessene Temperatur (Abbildung 2.10, S. 56). Sie betrug
zur Blltezeit in Ruthe nie mehr a's 30 °C, in Herrenhausen wurden jedoch Ende Mai bis
zu 40 °C im Bestand erreicht. Zu dieser Zeit bluhte allerdings nur noch die Linie 11 N.
Die hohen Auskreuzungsraten zeigen, dald die zeitweise relativ hohe Temperatur das
Auftreten von Pseudokompatibilitét nicht gefordert hat.

WALLACE (1979b) schlagt zur Selektion stark ausgeprégter Selbst- und ,sib'-
Inkompatibilitdt in Brassica-Arten zur Nutzung in der Hybridzichtung neben der
Selbstung tber mehrere Generationen auch die Knospenselbstung zur Fortfihrung der
Linien sowie reziproke Kreuzungen mit nicht verwandten Pflanzen als Fertilitatstest vor.
Diese beiden Eigenschaften sind ebenfalls eine Vorausetzung fur die Verwendung in der
Zichtung als Selektionskriterium zur Auslese von Genotypen mit stark ausgepragter
Selbstinkompatibilitét. In der vorliegenden Arbeit erscheint die Selbstung von zehn
Bliten pro Pflanze von Hand in Verbindung mit einer Vermehrung und Fertilitétspriufung
der Pflanze durch Kochsalzbehandlung einiger Bliten as ausreichend. Die Linien, die
gut staubten, zeigten eine hohe Fertilitét und sprachen auf die NaCl-Behandlung an. Die
schlecht staubende 11 N zeigte erwartungsgemald eine geringe Pollenfertilitét. Mit der
Kochsalzbehandlung lief3e sich sowohl die Fertilitdt der selbstinkompatiblen Pflanzen
prifen, as auch Saatgut fur weitere Selektionszyklen und andere Untersuchungen

gewinnen. Die Selbstung von Hand ist einer Tutenselbstung vorzuziehen, da sie die
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Bestaubung jeder einzelnen getesteten Blite sichert, die zu untersuchenden Pflanzen
folglich ale gleich behandelt und Ernte und Auswertung vereinfacht werden.

Auf die mikroskopische Beurteilung der Sl, die bel der Selektion selbstinkompatibler
Linien aus Zuchtmaterial genutzt wurde (Abschnitt 2.1), ist in diesen Versuchen
verzichtet worden. Zum Auffinden selbstinkompatibler Pflanzen ist sie unerla@ich, um
auszuschlief3en, dal? geringer Samenansatz durch eine Fertilitétsstérung bedingt ist. Bei
der Auslese auf stark ausgepragte Selbstinkompatibilitét sollte die Bestimmung des
Samenansatzes jedoch ausreichend sein.

Die Auskreuzungsrate der Topcrossiinien konnte mit zwei verschiedenen molekularen
Markern fur ale Linien bestimmt werden. Sowohl die Isoenzym- as auch die
Mikrosatelliten-Untersuchung ist einfach und schnell durchfthrbar, vor alem bedingt
durch die direkte Gewinnung des Blatt- bzw. DNA-Extraktes in der Mikrotiterplatte. Mit
Hilfe dieser Schnellmethoden kénnen 96 Blattproben in 1-1,5 h verarbeitet werden.

Die Profung der Auskreuzungsrate der selbstinkompatiblen Pflanzen mit
selbstkompatiblen Bestédubern erbringt zusétzlich wertvolle Informationen Uber die
Auspragung der Selbstinkompatibilitét. Sie ist ausschlaggebend fur die Eignung von
selbstinkompatiblen Linien in der Hybridproduktion und sollte bei der Prifung von
Testhybriden immer bertcksichtigt werden (siehe auch Kapitel 4). Die in dieser
Untersuchung gefundenen hohen Auskreuzungsraten wurden wahrscheinlich durch die
geringe ParzellengrofRe der gepriften selbstinkompatiblen Linien beginstigt. Bel
ausreichendem Angebot kompatiblen Pollens, kénnen demzufolge auch mit Linien, die
rezessiv vererbte Selbstinkompatibilitdtsallele tragen, sehr hohe Auskreuzungsraten

erzielt werden.
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24 Entwicklung molekularer Marker fur die Selbstinkompatibilit&t

24.1 Einleitung

BATEMAN (1955) untersuchte die Selbstinkompatibilitdt der Brassicaceae Iberis amara
und entwickelte daraus folgendes genetisches Modell, welches auf drei Hauptaussagen
beruht: die Selbstinkompatibilitét wird durch einen einzigen multiallelen Locus, den
S-Locus, kontrolliert, der Pollenphéanotyp wird sporophytisch durch den diploiden
Genotyp der Elternpflanzen bestimmt und zwischen den verschiedenen S-Allelen
bestehen kodominante und/oder dominante Interaktionen, die den Phanotyp von Narbe
und Pollen bestimmen.

STEIN et a. (1991) haben in molekulargenetischen Analysen gezeigt, dal3 zwei
transkribierte Gene am S-Locus liegen, die zusammen die Selbstinkompatibilitét
bewirken. Diese beiden Gene verhalten sich wie ein einziger Locus, welcher auch als
S-Haplotyp bezeichnet wird (NASRALLAH und NASRALLAH 1993). Eines der beiden Gene
ist das S-Locus Glycoprotein- (SLG) Gen. Es kodiert fur ein priméres Protein von 431
Aminosauren, das ein Signapeptid einschlief3t und fir eine Sequenz von 400
Aminosauren, die dem sezernierten Glycoprotein entspricht. SLGs wurden durch
elektrophoretische Untersuchungen von Narbenproteinen entdeckt (NASRALLAH et al.
1970 und NisHIO und HINATA 1977). NASRALLAH et a. (1985) gelang erstmals die
Klonierung einer cDNA, die fir ein S-spezifisches Glycoprotein von B. oleracea codiert.
Die Aminosauren- und DNA-Sequenzen vieler SLGs sind heute bekannt. Das andere Gen
ist das S-Locus-Rezeptorkinase- (SRK) Gen, welches fir ein membrangebundenes
Protein kodiert (STEIN et a. 1991). Das SRK-Protein besteht aus einer potentiell
glycolysierten extrazelluldren Doméne, welche grof3e Sequenzhomologien zum SLG
aufweist. Diese S-Doméne ist durch ene transmembrane Doméne mit ener
cytoplasmatischen Region verbunden, welche Sequenzibereinstimmungen mit
Proteinkinasen zeigt und zwar besonders mit einer Serin/Threonin-Kinase. Diese beiden
Gene spielen auf der Narbenseite die zentrale Rolle in der Inkompatibilitétsreaktion.
NASRALLAH (1997) veranschaulichte deren Wirkungsweise: die SLG-Doméane der

membrangebundenen S-Rezeptorkinase und die sezernierten SLGs bilden mit einem
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pollenbirtigen Liganden einen Komplex. Diese Komplexbildung fuhrt zur Aktivierung
der Kinasedoméne der SRK, worauf eine auf Phosphorylierungsereignissen basierende
Signaltbermittlung folgt. Diese wirkt moglicherweise auf ein Membranprotein, dal3
einem wassertransportierendem Aquaporin ahnelt. Selbstinkompatible B. campestris-
Pflanzen, in denen die Bildung dieses Tunnelproteins gestort war, zeigten eine Hydration
des eigenen Pollens (IKEDA et al. 1997). Gu et al. (1998) fanden ein Narbenprotein
(ARC1), dasin vitro mit der Kinasedomane der SRK reagierte und phosphoryliert wurde.
STONE et a. (1999) zeigten, dald bei gestorter Expression dieses Proteins die
Selbstinkompatibilitét in Brassica napus teilweise zusammenbrach. Sie vermuteten, daf
das ARC1-Protein eine Komponente der Signaltransduktionskette ist, die der SRK
nachgeschaltet ist. Lange Zeit war der mannliche, die Selbstinkompatibilitat
bestimmende Faktor unbekannt. Pollenhillenproteine (PCPs) (STEPHENSON et al. 1997
und DOUGHTY et al. 1998) und die S-Locus gekoppelten antherenspezifischen Gene SLL 1
und SLL, (Yu et a. 1996) wurden mit der Sl-Erkennungsreaktion in Verbindung
gebracht. Ihnen wurden jedoch eher allgemeine Funktionen bel der Kompatibilitdts-
reaktion zugeordnet. WATANABE et a. (1999) beschreiben ein mit dem Se-Locus
gekoppeltes Gen, welches nur in den Antheren expremiert wird, das ‘S locus Anther
Expressed 1'- (SAEL) Gen. Sie vermuten, da3 es eine wichtige Rolle in der
SI-Erkennungsreaktion auf der Pollenseite spielt. Dem ‘S locus anther’- (SLA) Gen
konnte die Bestimmung der S-Spezifitdt im Pollen von B. oleracea-Pflanzen nur in
S,-Haplotypen zugeschrieben werden (BoYES und NASRALLAH, 1995). SCHOPFER et al.
(1999) fanden ein Gen im Sg-Haplotyp von Brassica campestris, welches die
Anforderungen an den mannlichen Liganden erfillt. Das ‘Slocus cystein-rich’- (SCR)
Gen ist mit dem S-Locus gekoppelt, ist hoch polymorph und wird antherenspezifisch
expremiert. In Transformationsexperimenten wurde mit dem SCR-Gen auch die
S-Spezifitét des Pollens Ubertragen. TAKAYAMA et a. (2000) detektierten ein identisches
Gen in Sg-, Si2- und Ssp-Haplotypen, welches in der flankierenden Region der SRK
lokalisiert ist, in den Tapetumzellen der Antheren expremiert wird und S-Allel-Spezifitét
zeigt; sie nannten das Gen ‘Slocus protein 11' (SP11). Insgesamt ist aber festzustellen,

da’ auf der Pollenseite der Inkompatibilitétsreaktion die vorliegenden Informationen
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noch bestdtigt bzw. erweitert werden missen, um ein endeutiges Bild der
mol ekul arbiologisch ablaufenden Reaktionen zu erhalten.

Die Brassica-S-Locus-Gene werden ausschlieffdlich in reproduzierendem Gewebe
expremiert. Gene der S-Locus-Familie, die nicht mit dem S-Locus gekoppelt sind,
werden as ,, S-Locus-Related”-(SLR) Gene beschrieben. SLR1 und SLR2 gehdren zum
Glycoprotein-sezernierenden Typ und sind im Reproduktionsgewebe aktiv (LALONDE et
a. 1989 und BoYEs et a. 1991). Da die SLR-Gene nicht mit dem S-Locus gekoppelt
sind, nehmen LALONDE et al. (1989) an, dald sie eine allgemeine Funktion bei der
Befruchtung haben.

Das Selbstinkompatibilitétssystem der Brassicaceae ist gut charakterisiert, es sind viele
Nukleotidsequenzen von SLG- und SRK-Genen verschiedener S-Allele bekannt (TRiCK
und FLAVELL 1989, CHEN und NASRALLAH 1990, DWYER et a. 1991, GORING und
ROTHSTEIN 1992 und YAMAKAWA et al. 1994). Um verschiedene S-Allele in B. oleracea
und B. campestris molekulargenetisch voneinander zu unterscheiden, nutzten BRACE et
a. (1993 und 1994) und NisHIO et a. (1996 und 1997) erfolgreich eine PCR-RFLP-
Methode, mit der Polymorphismen aufgedeckt werden konnen. Sie amplifizierten
genomische DNA mit Hilfe von Primern, die von S-Locus-Sequenzen abgeleitet waren
und verdauten die PCR-Produkte mit Restriktionsenzymen. Diese Markerklasse wird
heute as , Cleaved Amplified Polymorphic Sequences (CAPS) bezeichnet und wurde in
den im folgenden beschriebenen Untersuchungen zur Charakteriserung der
Selbstinkompatibilitét genutzt.

Mit Hilfe molekularer Marker, die eng mit der SI gekoppelt sind, lassen sich selbst-
inkompatible Genotypen bereits im Keimlingsstadium aus Zuchtmaterial selektieren.
Ruckkreuzungsprogramme kénnen dadurch sehr viel 6konomischer durchgefihrt werden.
Weliterhin ist anzustreben, verschiedene selbstinkompatible Linien auf molekularem

Niveau mit Markern unterscheiden zu kdnnen.
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2.4.2 Materia und Methoden

Pflanzenmaterid

Untersuchung einer spaltenden Population

Zur Entwicklung eines mit der Selbstinkompatibilitét gekoppelten CAPS-Markers wurde
auf eine bestehende, bereits von EscH (1994) charakterisierte F,-Population (P 2)
zurtickgegriffen. Es sind 91 Individuen dieser F,-Population untersucht worden, die aus
der Kreuzung der selbstinkompatiblen Linie 3875/3/3 mit der selbstkompatiblen Sorte
Lirget entstanden ist. Die Linie 3875/3/3 ist mit den Linien 1-9, 2-3, 4-4, 6-9, 7-8 und
8-1 eng verwandt und trégt das gleiche S-Allel. Der Genotyp von sechs F,-Pflanzen
wurde durch die Untersuchung ihrer Selbstungsnachkommenschaft Gberpriift. Vier bis
vierzehn Pflanzen pro Fs-Generation (je nach verflgbarer Saatgutmenge) wurden im
Gewéchshaus bei 18/20°C und 16h Zusatzlicht angezogen. Ihr Selbst-
inkompatibilitétsverhalten ist nach der in 2.1 beschriebenen Methode durch die
Bestimmung des mittleren Selbstungssamenansatzes von 10 Schoten pro Pflanze getestet
worden. AulRerdem wurden sie molekulargenetisch mit dem CAPS-Marker

charakterisiert.

Untersuchung verschiedener selbstinkompatibler Linien

Diein 2.1 und 2.2 beschriebenen Linien 8-1, 11-9, Myb, 391, 224, 236 und 2065 sind mit
Hilfe von CAPS-Markern untersucht worden, um sie auf molekularem Niveau
unterscheiden zu koénnen. Zum Vergleich wurde die selbstkompatible Sorte Lisabeth
mitgefuhrt. Zundchst ist eine Pflanze pro Linie getestet worden. Sind Polymorphismen
gefunden worden, so wurden diese in zehn weiteren Pflanzen einer Linie Gberprift.

DNA-Isolierung

Zur Untersuchung der spaltenden Population P 2 lagen DNA-Proben vor, die bereits von
EscH (1994) isoliert wurden und bei —20 °C aufbewahrt worden sind. Von einigen
Pflanzen der P 2-Population (deren Blattmaterial bei —80 °C aufbewahrt wurde) mufite
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nachtraglich DNA isoliert werden. Diese DNA-Isolierung, sowie auch die DNA-
Gewinnung aus den Fs-Pflanzen und den selbstinkompatiblen Linien 8-1, 11-9, Myb,
391, 224, 236 und 2065 erfolgte nach der Methode von EDWARDS et a. (1991). Ein
Blattstiick wurde mit dem Deckel eines sterilen Eppendorf-Reaktionsgefél3es ausgestanzt
und im selben Gefal3 gemorsert. Nachdem 400 ul Extraktionspuffer (200 mM Tris-HCI
pH 8,0, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,5 % SDS) zugefiigt worden sind, wurde dieser
mit dem Blattmaterial gut vermischt und die Probe 2 min bei 15000 upm zentrifugiert.
300 ul des Uberstandes sind mit dem gleichen VVolumen Isopropanol gemischt und nach
2 minutiger Fallung bei Raumtemperatur fir 5 min bei 15000 upm zentrifugiert worden.
Das DNA-Pellet wurde im Heizblock bel 40 bis 50 °C getrocknet und schliefdich in
100 ul 1x TE-Puffer resuspendiert. Diese DNA-LAsung kann bei +4 oder —20 °C gel agert

werden.

PCR-Reaktion und Restriktionsverdau

Die Amplifikation genomischer Sequenzen erfolgte durch die Polymerasekettenreaktion
(PCR) in einem Reaktionsvolumen von 25 pl unter Nutzung S-Locus-spezifischer Primer
nach NisHIO et al. 1996:

75 mM  TriggHCI pH 9
20 mM (N H4)QSO4
je200 pM dATP,dTTP, dGTP, dCTP
05 U TagDNA-Polymerase (Eurogentec)
2 mM  MgCl;
2 UM  proPrimer
ca 50 ng  genomische DNA

Der PCR-Ansatz wurde mit Mineraldl Uberschichtet. Die PCR erfolgte in einem

Thermocycler der Fa. Perkin Elmer Cetus unter folgenden Bedingungen:

30 Zyklen 1min 93°C
2min * °C
3min 72°C

1Zyklus 5min 72°C
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* Die Annealingtemperatur wurde primerspezifisch gewahlt, in Anlehnung an die Formel
2.2 verandert nach IBELGAUBTS (1990) zur Berechnung der Schmelztemperatur T, fur

Primer mit mehr als 10 Basen.

Tm =625+ 34 [% GC-Gehalt] — [395/Basengesamtzahl ] (2.2

verdndert nach IBELGAUBTS (1990)

In der PCR wurden 15 unterschiedliche Primer von BRACE et a. (1993), NisHIO et al.
(1996 und 1997) und NIIKURA und MATSUURA (1998) genutzt. Diese Primer zeigen
Homologien zu SLG-, SRK- oder SLR-Sequenzen. Herkunft und Sequenzen der Primer
sind in Tabelle 2.16 aufgefuhrt. Die Annealingtemperatur der genutzten Primerpaare und
diein der Literatur angegebene Grof3e des von ihnen amplifizierten PCR-Produktes sind
der Tabelle 2.17 zu entnehmen.

Der Restriktionsverdau der PCR-Produkte erfolgte mit den Restriktionsendonukleasen
Mspl, Msel, Ddel, BamHI, Hinfl, Hindlll (Gibco BRL), Mbol, Sall, Syl und Xhol (MBI
Fermentas). 5l der PCR-Produkte wurden mit 1U Restriktionsendonuklease im
entsprechenden Reaktionspuffer (Reaktionsvolumen = 10pul) ca. 2h lang bei 37°C

verdaut.

Elektrophorese und Auswertung

5-10 pl der DNA-Extrakte, PCR-Produkte und restringierten PCR-Produkte wurden mit
2 ul Ladepuffer (50 % Glycerin, 0,4 % Bromphenolblau, 1 mM EDTA pH 8,0) versetzt
und in einem Agarosegel (Life Technologies) elektrophoretisch bei 5 V/cm aufgetrennt.
DNA-Extrakte und PCR-Produkte wurden in einem 0,8 %igem und restringierte PCR-
Produkte in einem 2 %igem Agarosegel in 1 x TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat, 1 mM
EDTA pH 8,0) aufgetrennt. Zur DNA-K onzentrationsbestimmung diente A Phagen-DNA
und as Groflenmarker eine 100 bp-Leiter (Fa. Pharmacia). Durch Zugabe von 0,1 ug
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Ethidiumbromid pro ml Agarosegel-L6sung wurde die DNA angeféarbt, unter UV-Licht

sichtbar gemacht und photographiert.

Tab. 2.16: Herkunft und Sequenz der S-Locus-spezifischen Primer

Primer Herkunft Sequenz (5°'— 3')

a BRACE et al. 1993, B. oleracea AGAACACTTGTATCTCCCGGT

b BRACE et al. 1993, B. oleracea CAATCTGACATAAAGATCTTG

d BRACE et al. 1993, B. oleracea AAGGTCAGCAG(G/C)AGCCAATC

e BRACE et al. 1993, B. oleracea CAGCATCTACTCGAGATTGAC

f BRACE et al. 1993, B. oleracea AAA(A/CIG)CCATCTCCACTGCAGCT
PS3 | NisHIO et a. 1996, B. campestris ATGAAAGGGGTACAGAACAT

PS5 | NisHIO et a. 1996, B. campestris ATGAAAGGCGTAAGAAAAACCTA
PS15 | NisHIO et a. 1996, B. campestris CCGTGTTTTATTTTAAGAGAAAGAGCT
PS18 | NisHIO et al. 1996, B. campestris ATGAAAGGTGTACGAAACATCTA
PS21 | NisHIO et a. 1996, B. campestris CTCAAGTCCCACTGCTGCGG

PK1 |NisHIO et al. 1997, B. oleracea CTGCTGATCATGTTCTGCCTCTGG
PK4 | NisHIO et al. 1997, B. oleracea CAATCCCAAAATCCGAGATCT

PK5 |NisHIO et a. 1997, B. oleracea AGACAAAAGCAAGCAAAAGCA
NM1 |NIKURA und MATSUURA 1998, R. sativus | ACAGAACACTTGTATCTCCAGG
NM2 | NIIKURA und MATSUURA 1998, R. sativus | AGCCAATCTGACATAAAGATC

Tab. 2.17: Annealingtemperatur und PCR-Produktgrof3e der Primerpaare

Primerpaar | Annealing- | PCR-Produkt-
temp. [°C] grofie [bp]
a+b 58 1150
a+d 60 1150
e+f 60 280
PS3 + PS21 55 1000
PS5 + PS15 55 1300
PS15 + PS18 55 1300
PK1+ PK4 58 900-1000
PK5 + PK4 55 900-1000
NM1+NM2 58 1160
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2.4.3 Ergebnisse

Untersuchung einer spaltenden Population

Zur Charakterisierung der Fo-Population P 2 wurden zunachst jeweils ein mutterlicher,
ein véterlicher und ein F;-Genotyp untersucht. In diesem Material konnten mit allen neun
Primerpaaren genomische Sequenzen amplifiziert werden. Die Reaktionen mit den
Primerpaaren PS3 + PS21 und PK5 + PK4 waren sehr unspezifisch, es wurden mehrere
PCR-Fragmente unterschiedlicher Grofle gebildet. Die Reaktionen mit den dbrigen
Primerpaaren waren dagegen spezifischer. Unter Verwendung von a+ b und a+ d wurde
jeweils ein einzelnes PCR-Fragment amplifiziert, diese Reaktionen waren jedoch nicht
immer reproduzierbar. Oftmals wurden zwei zusétzliche Fragmente in geringer Menge
gebildet. Die Primerpaare PS5+ PS15 und NM1+ NM2 zeigten neben einem PCR-
Fragment immer auch einen gewissen unspezifischen Hintergrund. Bei der Nutzung des
Primerpaares PK1 + PK4 wurde nur bei den selbstkompatiblen Genotypen ein PCR-
Produkt gebildet, es traten teilweise auch hier unspezifische Reaktionen auf. Alle diese
mehr oder weniger unspezifischen PCR-Reaktionen konnten auch nach Variation der
PCR-Bedingungen nicht verbessert werden. Bel spezifischer Reaktion entsprachen die
PCR-Fragmente in ihrer Gréf3e den in der Literatur berichteten Werten (Tabelle 2.17).
Lediglich die Fragmente, die mit den Primerpaaren PS5+ PS15 und PS15 + PS18
amplifiziert worden sind, bilden eine Ausnahme. Im Gegensatz zu den erwarteten
1300 bp-Produkten wurde mit PS5+ PS15 ein 1000 bp- und mit PS15 + PS18 ein
370 bp-Fragment gebildet. Allein unter Verwendung des Primerpaares e + f wurde eine
spezifische und zuverlassig reproduzierbare Amplifikation eines 280 bp grolen
Fragmentes erzielt. Nach Restriktion des e + f-PCR-Produktes mit den Enzymen Mbol,
Ddel, Sall und Xhol wurden Polymorphismen zwischen den verschiedenen Genotypen
der spaltenden Population entdeckt. Nach der Restriktion mit Mbol konnten alle drei
Genotypen voneinander unterschieden werden. Die Restriktion mit Ddel, Sall und Xhol
liel3 die Differenzierung der selbstinkompatiblen von den selbstkompatiblen Genotypen
zu. Die gesamte F,-Population wurde unter Nutzung des Primerpaares e+f in
Verbindung mit der Restriktion durch Mbol und Ddel untersucht (Abbildungen 2.14 und

2.15). Im Falle von Mbo | wurde das gesamte Experiment wiederholt.
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Abb. 2.14: PCR-Produkte nach Amplifikation mit dem Primerpaar e + f
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3875/3/3
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| 100bp-Leiter

Abb. 2.15: Mbol-restringierte PCR-Produkte nach Amplifikation mit

dem Primerpaar e + f
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Zunéchst wurden sechs rekombinante Genotypen gefunden. Dies war in Anbetracht der
Nutzung von S-Locus-spezifischen Primern nicht zu erwarten. Aus diesem Grunde wurde
die Inkompatibilitétsreaktion der Fs-Nachkommen dieser sechs Genotypen untersucht,
um die Ergebnisse zu Uberprifen. Diese Untersuchung ergab fir vier zuvor als
selbstkompatibel eingestufte Pflanzen, dal3 sie selbstinkompatibel waren. In ihren
Fs-Nachkommenschaften mit einem Umfang von 6-14 Pflanzen trat kein einziger
selbstkompatibler Phanotyp auf. Dieses Ergebnis wurde hinsichtlich des Genotypes durch
die Markeruntersuchung der Fs-Pflanzen bestétigt. Alle Pflanzen der vier
Nachkommenschaften zeigten das fur selbstinkompatible Pflanzen spezifische
Bandenmuster. Die beiden anderen F,-Pflanzen waren urspringlich als
selbstinkompatibel bonitiert worden. Deren F3-Nachkommenschaften zeigten jedoch eine
Aufspaltung in selbstinkompatible und selbstkompatible Phanotypen. Die Marker-
untersuchung der Fs-Pflanzen bestétigte die Aufspaltung. Diese beiden F,-Ausgangs-
genotypen missen demnach heterozygot am S-Locus gewesen sein und einen
selbstkompatiblen Phanotyp gehabt haben. Die Selbstinkompatibilitdtsphénotypen der
Population P2 wurden entsprechend dieser Ergebnisse berichtigt. Es traten demnach
keine Rekombinanten in dieser Population auf: die beiden CAPS-Marker efMbol und
efDdel sind absolut mit dem Selbstinkompatibilitétslocus gekoppelt. Wahrend mit dem
dominant/rezessiven Marker efDdel die homozygot selbstinkompatiblen Genotypen von
den Ubrigen unterschieden werden kénnen, sind mit dem kodominanten Marker efMbol
alle drei Genotypenklassen voneinander zu differenzieren.

Unter suchung ver schiedener selbstinkompatibler Linien

Mit dem Primerpaar e + f konnte in den sieben untersuchten selbstinkompatiblen Linien
sowie der selbstkompatiblen Vergleichslinie ein 280 bp-Fragment amplifiziert werden.
Nach dem Verdau mit dem Restriktionsenzym Mbol ergaben sich unterschiedliche
Bandenmuster (Abbildung 2.16). Die Linien 8-1, 391, Myb, 224 und 236 zeigten drel
Fragmente gleicher Grofe in unterschiedlicher Intensitét. Wahrend sich die Muster von
8-1, 391 und 224 sehr dhneln, ist bel den Linien Myb und 236 das grofite Fragment
intensiver ausgebildet. Die Linie 11-9 ist deutlich von alen anderen Linien zu

unterscheiden, sie zeigte auch nach dem Verdau nur en einziges Fragment. Die Linie
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2065 entsprach in ihrem Bandenmuster genau dem der selbstkompatiblen Linie. Diese in
jeweils einem Genotyp pro Linie gefundenen Bandenmuster konnten von HORSTMANN
(2000) fur die Linien 8-1, 11-9, Myb, 391 und 2065 in zehn weiteren Genotypen bestétigt
werden. Fir die Linien 224 und 236 erfolgte eine Bestdtigung lediglich in zwei bis drei
weiteren Genotypen. In den hier behandelten sieben Linien konnte HORSTMANN (2000)
auch mit den Primerpaaren a+b, PS5+ PS15 und PS15 + PS18 genomische DNA
spezifisch amplifizieren. Nach der Restriktion mit unterschiedlichen Enzymen konnte sie
zuvor erzielte Ergebnisse bestétigen, fand jedoch keine zusétzlichen Unterscheidungs-

moglichkeiten.
81 11-9 Myb 391 2065 224 236 Lisabeth
.
H %
i o <
— R t_-: ol R

Abb. 2.16: Mbol-restringiertes PCR-Produkt nach Amplifikation mit

dem Primerpaar e + f

244 Diskussion

Untersuchung einer spaltenden Population

In den Untersuchungen wurde gezeigt, dal3 es moglich ist, genomische Sequenzen in
Brassica napus unter Nutzung von S-Locus-spezifischen Primern, die aus den
Ausgangsarten von Raps entwickelt wurden, zu amplifizieren. Es traten jedoch
unspezifische Reaktionen auf. BRACE et al. (1993) leiteten ihre Primer aus Sequenz-
vergleichen zwischen verdffentlichen Daten von SLG-, SLR1- und SLR2-Genen ab. Die
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Primer a und b wurden aus hochkonservierten Regionen der SLG-, SLR1- und SLR2-
Gene abgeleitet, der Primer d dagegen stammt aus einer konservierten SLG-Region,
zeigte jedoch einen hohen Grad an Fehlpaarung zu SLR1-Sequenzen. BRACE et al. (1993)
gelang es mit den Primerpaaren a+b und a+d ein einzelnes PCR-Fragment in
B. oleracea zu produzieren. Die Ursache fur die hier mit diesen Primern oftmals
amplifizierten drei Fragmente kénnte durch die Affinitét der Primer a, b und d zu SLG-
und SLR-Sequenzen bedingt sein. Die Primer e und f zeigen Homologien zu
verschiedenen Regionen von SLG- und SLR-Genen (BRACE et al. 1993). Dieses
Primerpaar zeigte in den vorliegenden Untersuchungen eine hohe Spezifitét. Die Primer
PS5 und PS18 stammen aus B. campestris, PS15 stammt aus B. oleracea. Sie wurden als
SLG-spezifisch bezeichnet (PS5 — SLGg, PS18 — SLGy, PS15 — SLGg), wobei es sich
um Klasse I-SLGs handelt (NisHIO et a. 1996). Mit ihnen konnten jedoch auch S-Locus-
Sequenzen von den hier untersuchten Pflanzen, die ein rezessives, folglich Klassell-
S-Alld tragen, amplifiziert werden. Die erhatenen Fragmente wichen allerdings von der
erwarteten Grole der PCR-Produkte ab. Die Primer PS3 und PS21 haben eine zu
Klasse [1-SLGy, (B. oleracea) homologe Nukleotidsequenz. Mit ihnen konnte hier nur
eine sehr unspezifische Reaktion erreicht werden. NisHIO et al (1997) fanden mit den
SRK-spezifischen Primern PK1, PK4 (SRKg) und PK5 (SRK) nur bei S-Haplotypen der
Klassel eine Amplifikation, nicht aber bel Klassell-Haplotypen. Auch in den
vorliegenden Untersuchungen zeigten die selbstinkompatiblen Pflanzen, deren S-Allel
der Klasse Il angehort, keine Amplifikation mit dem Primerpaar PK1 + PK4. Die Primer
lagerten sich nur an Sequenzen der dominant selbstinkompatiblen Linie 2065 und der
selbstkompatiblen Pflanzen an. Mit den Primern NM1 und NM2, die aus
hochkonservierten Regionen der SLGg, SLG;3 und SLG;4-Gene in B. oleracea abgeleitet
wurden, konnte hier ebenfalls genomische DNA amplifiziert werden. Diese Primer
wurden erfolgreich zur Unterscheidung von S-Allelen in Raphanus sativus genutzt
(NIIKURA und MATSUURA 1998). Darin 18t sich besonders gut erkennen, dafi3
hochkonservierte S-Locus-Sequenzen in der Familie der Brassicaceae weit verbreitet
sind. Die hier genutzten Primer stammen hauptsachlich aus B. oleracea, lediglich PS5
und PS18 stammen aus B. campestris. Alle Primer konnten erfolgreich zur Amplifikation
von S-Locus-Sequenzen in selbstinkompatiblen, aus Zuchtmaterial selektiertem B. napus
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sowie auch der selbstkompatiblen Rapssorte ,Lirget’ genutzt werden. Es ist nicht
bekannt, ob dieses Rapsmaterial S-Sequenzen von beiden oder nur von einer Ausgangsart
tragt. Esist jedoch durchaus wahrscheinlich, daf3 Primer, die aus konservierten Regionen
am S-Locus der Brassicaceae abgeleitet worden sind, in Brassica-Arten generell die
Amplifikation genomischer DNA erméglichen. So fanden DwyER et al. (1991) und
KusaBA et al. (1997), dal3 S-Allele aus den beiden verschiedenen Arten B. oleracea und
B. campestris eine hohere Sequenzibereinstimmung aufweisen als innerhalb einer Art.
Dies |a3 CHARLESWORTH und AWADALLA (1998) vermuten, da? der S-Locus-
Polymorphismus bereits vor der Artenaufteilung der Brassicaceen bestand. Es handelt
sich demnach bei dem Selbstinkompatibilitétssystem um enen sehr aten
phylogenetischen Mechanismus. Neue S-Allele haben zundchst enen starken
Selektionsvorteil und bleiben schliefdlich fur lange Zeit in einer Population erhalten
(WRIGHT 1939).

In unseren Untersuchungen gelang es, zwel mit der Selbstinkompatibilitét absolut
gekoppelte CAPS-Marker zu etablieren. Die Uberprifung der Fs-Nachkommenschaften
von F,-Pflanzen mit fraglichem Phanotyp machte die eindeutige Charakterisierung der
P 2-Population moglich. Der von EscH (1994) gefundene RFLP-Marker mit einen
Austauschwert von 9,9 % zeigte in der hier phanotypisch korrigierten P 2-Population nun
ebenfalls eine absolute Kopplung. Sie fuhrte die Hybridisierung mit einer cONA-Sonde
aus dem SLG-Gen des dominanten Syo-Allels durch. Thr gelang es mit einem RFLP und
einem RAPD eine Markerklammer um den B. napus-S-Locus zu bilden. CAMARGO et al.
(1997) erstellten eine Kopplungskarte in Kohl mit Hilfe von RFLP- und RAPD-Markern.
Sie konnten den S-Locus ebenfalls mit einem absolut gekoppelten RFLP lokalisieren.
MARSHALL et al. (1994) entdeckten gekoppelte RAPD-Marker fir zwei verschiedene
S-Alldle in Brassica napus. NOKAzAKI et al. (1997) fanden in Ribsen einen RAPD-
Marker, der mit dem S-Locus mit einem Austauschwert von 20,2 % gekoppelt ist. Durch
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) konnten IwANO et al. 1998 die Region des
Selbstinkompatibilitétsgen in B. campestris und KAMISUGI et a. (1998) den S-Locus in
B. napus mikroskopisch sichtbar machen.
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Unter suchung ver schiedener sel bstinkompatibler Linien

Die sieben selbstinkompatiblen Linien tragen nach den Ergebnissen in Abschnitt 2.2.3
vier verschiedene S-Allele. Die Linie 2065 trégt ein aus B. campestris stammendes
dominantes S-Allel und zeigte nach Untersuchung mit dem Marker efMbol ein von allen
anderen Linien abweichendes Bandenmuster. Dieses entsprach dem der
selbstkompatiblen Rapssorte , Lisabeth'. Dieser Marker konnte dementsprechend nicht
zur Selektion selbstinkompatibler Genotypen aus Kreuzungsnachkommenschaften der
Linie 2065 mit selbstkompatiblen Rapssorten oder zur Bestimmung von
Auskreuzungsraten in Hybriden genutzt werden. Die Linie 11-9 zeigte nach der
Restriktion ein einzelnes Fragment und konnte von den dbrigen Linien Klar unterschieden
werden. Die Aussage in 2.2.3, dal3 diese Linie ein anderes S-Allel trégt, wird durch dieses
Ergebnis bestétigt. Die Linien 8-1, 391 und 224 tragen nach den Resultaten aus den
dialelen Kreuzungen dasselbe S-Allel. Dies bestdtigt sich in den vorliegenden
Markeruntersuchungen. Diese Linien zeigten gleiche Bandenmuster nach der Restriktion.
Die Linie Myb tragt den Ergebnissen in 2.2.3 zufolge das gleiche S-Allel wie die dre
Linien 8-1, 391 und 224. Sie zeigte hier auch die gleiche Anzahl von Banden, jedoch eine
abweichende Bandenintensitét. Die Linie 236 reagierte dhnlich wie Myb. Sie trégt nach
den dialelen Kreuzungen zu schlief3en ein anderes S-Allel. Bei den beiden Linien Myb
und 236 konnten weitere molekulargenetische Untersuchungen genauere Ergebnisse
bringen. So konnten bereits erprobte Primer/Enzym-Kombinationen optimiert und
zusétzliche getestet werden. Ein weitere Moglichkeit wére, die Sequenzierung der bel
diesen Linien erhatenen PCR-Produkte, um zusdtzliche SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) zu detektieren. Liegen diese nicht an eine Schnittstelle for
Restriktionsenzyme, kann mittels fehlpaarender Primer eine Schnittstelle, die den SNP
beinhaltet, in das PCR-Produkt eingefiihrt werden. Diese sogenannten dCAPS (derived
Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) wurden von NEerF et a. (1998) und
MICHAELS und AMASINO (1999) beschrieben.

In den vorliegenden Untersuchungen war es mdglich drei von vier S-Allelen zu
unterscheiden, bzw. funf von sieben selbstinkompatiblen Linien zu charakterisieren.
BRACE et a. (1994) konnten 48 selbstinkompatible Kohllinien einer S-Allel-

Referenzsammlung mit dem Primerpaar a+ b in Kombination mit finf verschiedenen
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Restriktionsendonukleasen hinsichtlich der S-Allele unterscheiden. Der Nachteil des
Primerpaares a+ b ist, da’3 dessen PCR-Produkt neben SLG-Sequenzen auch SLR-
Sequenzen reprasentieren kann. Die SLR-Gene sind jedoch nicht mit dem S-Locus
gekoppelt, so dal3 gefundene Unterschiede nicht unbedingt auf S-Locus-Sequenzen
basieren missen. NisHIO et al. (1997) konnten mit zwei SRK-spezifischen Primerpaaren
in Verbindung mit vier Restriktionsenzymen (teilweise im Doppelverdau) 30 von 42
S-Haplotypen (B. oleracea-S-Testerlinien) unterscheiden. Sie schlagen vor, SLG-
(NisHIO et a. 1996) und SRK-spezifische Primer zu nutzen, um so viele verschiedene
S-Allele wie moglich charakterisieren zu konnen. Die so gewonnen Daten konnten
weltweit Wissenschaftlern und Zichtern zur Typisierung von S-Allelen in Brassica-

Arten dienen.

25 Zusammenfassung

Die Ausgangsarten von Raps, Kohl und Ribsen besitzen ein Selbstinkompatibilitéts-
system, Raps dagegen reagiert selbstkompatibel. Es traten jedoch auch in Raps
populationen selbstinkompatible Genotypen auf. In den vorliegenden Untersuchungen
gelang es, in zwel Jahren insgesamt drel selbstinkompatible Linien in Zuchtmaterial
auszulesen, das entsprach einer Haufigkeit von ca. 0,03%. Bei zwei dieser selbst-
inkompatiblen Linien wurde eine rezessive Vererbung zur Selbstkompatibilitét
festgestellt. Das Selbstinkompatibilitétsverhalten ist anhand fluoreszenzmikroskopischer
Untersuchungen und der Bestimmung des Samenansatzes charakterisiert worden. Die
durch Selektion aus aktuellem Zuchtmaterial gewonnenen selbstinkompatiblen Linien
zeichnen sich durch hohe Leistung und Qualitdt aus, ein entscheidender Vortell
gegenlber der Einlagerung von S-Allelen in Rapspflanzen aus den Ausgangsarten durch
Ruckkreuzungen oder Resynthese.

Die sdlektierten selbstinkompatiblen Linien sind mit bereits vorhandenen
selbstinkompatiblen Linien diallel gekreuzt worden. Es wurde festgestellt, dal3 die sieben
verschiedenen Linien vier unterschiedliche S-Allele tragen. In  weiterfihrenden

Untersuchungen der Wechselwirkungen zwischen den selbstinkompatiblen Linien wurde
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der modifizierende Einflu genetischer Faktoren auf die Selbstinkompatibilitét
beobachtet. Zwischen den getesteten rezessiven Allelen und einem dominanten S-Allel,
welches aus Brassica campestris in Brassica napus eingelagert wurde, bestand in
manchen Kombinationen eine gegenseitige Abschwéachung; die resultierenden Pflanzen
reagierten selbstkompatibel. Unter Beteiligung dieses S-Allels wurden Testkreuzungen
zur Herstellung von Dreiwegehybriden aus selbstinkompatiblen Linien durchgefihrt;
diese Hybriden bestanden zu % aus selbstkompatiblen Pflanzen.

In den Untersuchungen zur Selektion von Genotypen mit stabil ausgepragter
Selbstinkompatibilitét zeigten sich im Gewachshaus teilweise signifikante Unterschiede
im Selbstungssamenansatz verschiedener Linien. Deren Abstammung von Pflanzen mit
hohem bzw. niedrigem Samenertrag, hatte jedoch keinen signifikanten Einflul3. Ein
solcher wurde allein bei der Linie 11 in der Topcrossanlage festgestellt. Die
Hybridkombinationen mit den Ubrigen Linien hatten unabhangig von der Abstammung
eine sehr hohe Auskreuzungsrate von anndhernd 100 %. Als Selektionskriterium zur
Auslese von Genotypen mit stabil ausgepragter Selbstinkompatibilitét erscheint die
Selbstung von Hand von z.B. zehn Bliten und eine manuelle Kochsalzbehandlung
einiger Bluten sinnvoll. Durch die NaCl-Behandlung wird sowohl die Fertilitdt der
Pflanzen geprift as auch Saatgut fur weitere Untersuchungen erzeugt. Die Bestimmung
der Auskreuzungsrate von Hybriden mit selbstinkompatiblen Linien erbringt zusétzlich
wertvolle Informationen Uber die Auspréagung der Selbstinkompatibilitdt und ist
ausschlaggebend fur die Eignung selbstinkompatibler Linien zur Herstellung von
Rapshybriden.

Die molekularen Grundlagen der Selbstinkompatibilitét sind in der Literatur eingehend
beschrieben. Viele S-Locus-Sequenzen sind bereits bekannt. In der vorliegenden Arbeit
wurden Primer genutzt, die von hoch konservierten S-Locus-Regionen unterschiedlicher
Brassicaceen abgeleitet worden sind, um enen molekularen Marker fir die
Selbstinkompatibilitdt zu finden. Zwel CAPS-Marker konnten etabliert werden, die
absolut mit dem S-Locus gekoppelt sind. Mittels solcher molekularer Marker lassen sich
Ruckkreuzungsprogramme wesentlich erleichtern. Mit Hilfe eines der CAPS-Marker
lielfen sich ebenfalls drei der vier untersuchten S-Allele auf molekulargenetischer Ebene

unterscheiden.
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3 VERMEHRUNG VON INZUCHTLINIEN

3.1 Einleitung

Zur Produktion von Hybridsorten mit Hilfe der Selbstinkompatibilitdt wird von den
selbstinkompatiblen Muitterlinien Saatgut in ausreichender Menge bendtigt. Die
Selbstinkompatibilitdt der Inzuchtlinien muf3 daher Uberwunden werden, um sie
vermehren zu konnen. Es sind mehrere Mechanismen bekannt, die zu einer
Abschwachung oder vollstandigen Uberwindung der  Selbstinkompatibilitat  bei
Brassicaceen fuhren.

Die sporophytische Selbstinkompatibilitét bel den Brassica-Arten ist erst ein bis zwel
Tage vor der Anthese wirksam. Dieses entwicklungsphysiologische Phénomen kann bei
der Vermehrung durch Knospensel bstung genutzt werden.

MONTEIRO €t a. (1988) konnten die Selbstinkompatibilitét in Brassica campestris mit
Hilfe einer Kochsalzbehandlung der Narben Uberwinden. Fu et a. (1992) und EscH
(1994) vermehrten selbstinkompatiblen Brassica napus durch das Bespriihen der Bliten
mit 5-8 %iger NaCl-Ldsung. CARAFA und CARRATU (1997) bestédtigen die Wirkung von
Kochsalz auf die Selbstinkompatibilitét von Brassica oleracea. Sie zeigten, daf3 die
Applikation anderer Salze (KCl, KBr und NaBr) ebenfalls zur Uberwindung der
Selbstinkompatibilitét fihren kann.

NAKANISHI und HINATA (1975) und PaLLoIX et a. (1985) konnten den Selbstungs-
samenansatz von Brassica oleracea durch eine Kohlendioxidbehandlung erhthen. Eine
4-6 %ige CO,-Atmosphére, der die geselbsteten Pflanzen 5 bis 8 Stunden ausgesetzt
waren, erwies sich as optimal.

Hohe Temperaturen schwéchen die Selbstinkompatibilitdtsreaktion in Brassica-Arten ab
(Okasakl und HINATA, 1987). Eine Temperatur von 40 °C totet jedoch den Pollen in
geplatzten Antheren. Den Einfluld der Temperatur fand zuvor auch OCKENDON (1978) bel
Brassica oleracea.

Aulerdem entdeckte OCKENDON (1978) eine grof3e Variation der Selbstinkompatibilitéts-
reaktion zwischen verschiedenen Genotypen in Bezug auf die Wirkung von hoher
Luftfeuchtigkeit, dem Blutenalter und der Behandlung mit Hexan. Weitere Substanzen
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wie Phytohormone, Aminosauren und Vitamine (MATSUBARA 1984), Lectin und Zucker
(SHARMA et al. 1985), Cycloheximide (SARKER et a. 1988) und Okadaséure (ScuTT et al.
1993) konnen die Selbstinkompatibilitét in Brassicaceen nach Narbenbehandiung
abschwachen oder Gberwinden. ROGGEN et al. (1972) erleichterten die Selbstbefruchtung
selbstinkompatiblen Rosenkohles durch das Anlegen ener elektrischen Spannung
zwischen Narbe und Pollen, wobel im Augenblick der Bestdubung ein geringer
elektrischer Strom flof3.

Fur eine wirtschaftliche Vermehrung selbstinkompatibler Inzuchtlinien ist eine wirksame,
einfache und vom Aufwand vertretbare Methode erforderlich. Die Spritzung von
Rapsbestanden im Feld mit Kochsazlésung wére einfach und kostengiinstig. Die
Zuchtfirma Marner GZG Saaten AG vermehrt selbstinkompatible Kohllinien erfolgreich
durch Kohlendioxid-Begasung (LOPTIEN, pers. Mitteilung). Diese beiden Methoden
wurden im Hinblick auf die Entwicklung einer praxisfdhigen Vermehrungstechnik

untersucht.

3.2 Material und Methoden

3.2.1 Sazbehandlung

Wirksamkeit verschiedener Salzlésungen

Der Samenansatz von zwei selbstinkompatiblen Linien mit dem gleichen S-Allel wurde
in Abhangigkeit von einer Salzbehandlung untersucht. Die Linien waren in der dritten
Generation ingezichtet. Sechs Pflanzen, drei der Linie 5-15 und drei der Linie 3-7,
wurden pro Prifglied in zweifacher Wiederholung untersucht. Die Kontrollpflanzen
bltihten ohne Behandlung ab. Die drei verschiedenen Ldsungen Kochsalz (NaCl, 8 %),
Kalisapeter (KNO3, 8%, Haifa Chemicals) und Kalksalpeter (CaNOs, 8 %, Hoechst)
sowie Leitungswasser wurden montags, mittwochs und freitags mit einer Sprihflasche
von Hand ausgebracht. Die enzelnen Prifglieder waren durch Folienvorhange
voneinander getrennt, um das Abdriften der Sprihlésung zu verhindern. Es wurde keine

manuelle Bestaubung durchgefuhrt. Eine Insektenbestdubung hétte zur Verschleppung
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von behandeltem Pollen gefiihrt. Die Pflanzen blUhten bel einer Temperatur von 20/18 °C
und bekamen 16 h Zusatzlicht. Bei der Auswertung wurden die Triebzahl, Trieblange,
Anzahl Samen enthaltender Schoten und Samenzahl pro Schote erfalit sowie die
Samenzahl pro 100cm Trieblange berechnet. Dieses Merkma wurde in ener
einfaktoriellen ANOVA unter Nutzung der Prozedur GLM des SAS Softwaresystems
untersucht. Bei vier zuféllig ausgewahlten Prifgliedern sind zusétzlich die Schoten pro
Trieb gezéhlt worden, um die Korrelation zwischen Trieblange und Schotenzahl zu
bestimmen. Der Pearsonsche Korrelationskoeffizient wurde mit Hilfe der Prozedur
CORR bestimmt.

Direkte NaCl-Applikation auf die Narbe

In diesem Versuch wurde der Samenansatz der Linie 1-9 in Abhangigkeit von der
Bestdubung mit eigenem Pollen in Form von Selbstung und Knospenselbstung und
Selbstung nach NaCl-Behandlung, sowie der Bestaubung mit kompatiblem Fremdpollen
untersucht. Die Linie war in der vierten Generation ingezuchtet. Der einfaktorielle
Versuch wurde in drei Wiederholungen durchgefihrt, wobel eine Pflanze eine
Wiederholung darstellte. Jede der vier Behandlungen wurde an 25 Bliiten eines Triebes
dieser Pflanze ausgefiihrt. Dabei wurden die Triebe (Haupttrieb und Nebentriebe erster
Ordnung) zufdllig ausgewahlt. Die Selbstung erfolgte durch Bestaubung frisch erblUhter
Bliten mit dem eigenen Pollen und diente als Kontrolle. Bel der Knospenselbstung
wurden Knospen, die ungefdhr drel bis vier Tage vor der Anthese standen, von Kelch-,
BlUtenbl&ttern und Antheren befreit und mit dem Pollen bereits aufgeblthter Bliten
derselben Pflanze bestaubt. Fur die NaCl-Behandlung ist nach MONTEIRO et al. (1988)
eine 8 %ige Kochsalzl6sung mit einem Wattestébchen auf die Narbe frisch erblthter und
von Blutenblattern und Antheren befreiter Bliten getupft worden. Nach einer Stunde ist
die Narbe dann mit Eigenpollen bestdubt worden. In einem Vorversuch, in dem mit
dieser Methode die Wirkung von NaCl-L ésungen unterschiedlicher Konzentration auf die
Selbstinkompatibilitat getestet wurde, fuhrte eine 8 %ige Ldsung zum hdchsten
Samenertrag. Die Wartezeit bis zur Bestaubung wurde in diesem Vorversuch ebenfalls
variiert. Sie sollte mindestens eine Stunde betragen, damit die Salzlésung auf der Narbe

trocknet, was die Bestaubung erleichtert. Die Bestdubung mit kompatiblem Pollen
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erfolgte mit Hilfe einer selbstkompatiblen Rapssorte, wobei eine frisch erbltihte und von
BlUtenblattern und Antheren befreite Blite mit dem Fremdpollen bestaubt wurde. Die
Pflanzen blihten bei einer Temperatur von 20/18 °C und bekamen 16 h Zusatzlicht. Die
unterschiedlich behandelten Triebe sind einzeln eingetiitet worden. Nach der Ernte wurde
die Samenzahl pro Schote bestimmt. Dieses Merkmal wurde in einer einfaktoriellen
ANOVA verrechnet.

Salzspritzung im Freiland 1997

Im Freilandversuch 1997 ist die Abhangigkeit des Samenansatzes einer
selbstinkompatiblen Linie von der Behandlung mit Kochsalz- und Kalksal peterl 6sung bei
unterschiedlichen Spritzhaufigkeiten im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen
untersucht worden. Pflanzen der Linie 10-1 wurden im Gewéchshaus angezogen und im
April 1997 ins Freiland in Herrenhausen in 12 Parzellen von 1,75 m x 1,75 m gepflanzt.
Der Pflanzabstand betrug 25 cm, der Abstand zwischen den Parzellen 4 bis 5m. Die
Bereiche zwischen den Parzellen wurden unkrautfrei gehalten. Es wurde darauf geachtet,
da’ keine weiteren Brassica-Pflanzen in der ngheren Umgebung des Versuchsfeldes
wuchsen, um jegliche Fremdeinstdubung zu verhindern. Die Versuchspflanzen bluhten
im Juni. Im Herbst geséte Raps-Feldbestande waren zu dieser Zeit bereits verbliht. Die
Prufglieder wurden in zwei Wiederholungen zuféllig verteilt. Der Versuchsplan ist in
Abbildung 3.1 zu sehen. In der Auswertung sind nur die inneren 25 der 49 Pflanzen pro
Parzelle berticksichtigt worden.

Die 8%igen Kochsaz- und Kalksalpeterlosungen wurden mit ener tragbaren
Kubelspritze wéahrend der HauptblUtezeit von 26 Tagen am spéen Vormittag
ausgebracht. Die Hdfte der Prifglieder sind téglich, die andere Héfte drei ma
wochentlich bespriht worden. An funf Tagen konnte die Spritzung wegen hohen
Windaufkommens nicht durchgeftihrt werden. So kam es zu funf Fehltagen bel der
taglichen Spritzung und einem Fehltag bel der drei mal wochentlichen Spritzung. Die
maximale Tagestemperatur ist in der Wetterstation Herrenhausen des Institutes fur
Meteorologie und Klimatologie aufgezeichnet worden. Es wurde der Samenertrag pro

Pflanze bestimmt und in einer zweifaktoriellen ANOV A ausgewertet.
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N
T
Block | Block 11
Kontrolle NaCl Ca(NO3), Kontrolle
taglich 3 x wdchentlich | 3 x wochentlich taglich
Ca(NO3)2 Ca(NO3); NaCl NaCl
3 x wochentlich taglich 3 x wdchentlich taglich
Kontrolle NaCl Kontrolle Ca(NO3);
3 x wochentlich taglich 3 x wdchentlich taglich

Abb. 3.1: Versuchsplan - Freilandspritzversuch 1997

Salzspritzungen imFreiland 1998

Im August 1997 wurden Ackerflachen in Ruthe (2500 m?) und Hannover-Herrenhausen
(220 m?) mit der selbstinkompatiblen Linie 10-1 bestellt. Das Saatgut stammte aus dem
vorherigen Freilandversuch. Der Bestand in Ruthe blihte vom 12.4. bis zum 6.6. ohne
Behandlung ab, wahrend die Pflanzen in Herrenhausen in der Blitezeit zwei bis drei mal
wochentlich, je nach Witterung, mit einer 8 %igen Kochsalzldsung behandelt wurden.
Die Blltezeit in Herrenhausen erstreckte sich vom 1.4. bis zum 20.5. Die Pflanzen
wurden in dem Zeitraum vom 9.4. bis zum 12.5. an 15 Tagen behandelt. Die NaCl-
Ldsung wurde am spéten Vormittag mit einer Kubelspritze ausgebracht. Die maximale
Tagestemperatur ist in den Wetterstationen des Institutes fur Meteorologie und
Klimatologie in Herrenhausen und Ruthe aufgezeichnet worden. Da eine grol3¥flachige

Ernte der Rapsschlage an beiden Orten nicht moglich war, wurden acht Parzellen in der
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Grofe von einem Quadratmeter zufallig aus den Flachen geerntet und der Samenertrag in
o/m? bestimmt. Um eine Untersuchung auf Fremdeinstaubung durchzufihren, wurde
festgestellt, ob und in welcher Entfernung Rapsschlége in der N&he der Versuchsflachen
existierten. Von diesen Rapsfeldern wurde eine Saatgutprobe enthommen und ausgesét.
Die Pflanzen wurden auf Unterschiede im Isoenzym-Muster zur Linie 10-1 untersucht
(Material und Methoden siehe Abschnitt 4.2.2). 90 Pflanzen aus der Nachkommenschaft
der behandelten Linie 10-1 in Herrenhausen, bzw. 108 aus der Nachkommenschaft in
Ruthe wurden angezogen. Die ACP wurde an Pflanzen im Keimlingsstadium untersucht,
die Pflanzen wurden weiterkultiviert. Spéter wurden zehn Bluten pro Pflanze von Hand
geselbstet, eingetlitet und der mittlere Samenansatz pro Schote bestimmt.

3.2.2 Kohlendioxidbehandlung

Der Samenansatz der beiden verwandten Linien 9-9 und 10-1 wurde in Abhangigkeit von
einer Kohlendioxidbehandlung und der Bestaubung Uberprift. Die beiden Linien trugen
das gleiche S-Allel und konnten sich somit nicht gegenseitig befruchten. Jede Linie
wurde als Wiederholung betrachtet. Pro Wiederholung sind zwei Pflanzen getestet
worden, wobei eine Pflanze als Kontrolle in normaler Atmosphére bei 20/18 °C und 16 h
Zusatzlicht kultiviert wurde. Die andere Pflanze wurde einer 6 %igen CO,-Atmosphére
ausgesetzt. Diese ist durch Verdampfen von Trockeneis in einer Klimakammer erzeugt
worden, in der eine 80 %ige relative Luftfeuchtigkeit und 20/18 °C herrschten sowie 16 h
Zusatzlicht gegeben wurde. Die bendtigte Menge an Trockenels wurde nach den
Gasgesetzen berechnet. Bei einer Temperatur von 20 °C (293,15 K) und einem Druck
von 101,3 hPa nimmt ein Mol eines Gases ein Volumen von 24,1 | ein. Das Volumen der
Klimakammer betrug 2,2m x 1,81 m x 2,42 m, aso 9,64 m® oder 96401. Soll nun der
Volumenanteil von Kohlendioxid in der Klimakammer 6 % betragen, so entspricht das
578,41. Dieses Volumen wird bei 293,15K und 101,3hPa von 24 Mol CO;
eingenommen. 24 Mol CO; entsprechen 1056 g Trockeneis. Diese Menge wurde in die
Klimakammer gelegt. Das verdampfende Kohlendioxid ist durch Ventilatoren verteilt

worden. Der geringe CO,-Gehalt der Luft ist bel der Berechnung nicht berticksichtigt
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worden. Der Druckanstieg in der Klimakammer bedingt durch das Zufligen von
Kohlendioxid wurde ebenfalls nicht mit einbezogen, was jedoch kaum Abweichungen
verursacht haben sollte, da die Klimakammer nicht absolut [uftdicht war. Da Insekten die
6 %ige CO,-Atmosphédre nicht Uberlebten, wurde die Selbstbestaubung von Hand
ausgefuhrt. Dabei wurden an einem Trieb einer Pflanze 30 Bliten bestéaubt. An einem
anderen Trieb blUhten 30 Bliten ohne Bestdubung ab. Die Bliten der Pflanzen, die mit
CO, begast wurden, sind kurz vor der Behandlung geselbstet worden. Die
Kohlendioxidbehandlung erfolgte dreima pro Woche, jeweils Montags, Mittwochs und
Freitags. In der Zwischenzeit wurde die Klimakammer nicht gedffnet.

Die Samenzahl pro Schote wurde in einer zweifaktoriellen ANOV A ausgewertet.

3.3 Ergebnisse

3.3.1 Sazbehandlung

Wirksamkeit verschiedener Salzlésungen

Der Korrelationskoeffizient zwischen Trieblange und Schotenzahl betrug 0,9049. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 3.1 und Abbildung 3.2 dargestellt. Die Behandlung mit
Leitungswasser hatte keinen Einflul auf den Samenansatz. Die Salzbehandlungen
erhohten die Anzahl der Samen pro 100 cm Trieblange signifikant im Vergleich zur nicht
behandelten Kontrolle. Die Kochsalzbehandlung zeigte die beste Wirkung bei der
Uberwindung der Selbstinkompatibilitat .

Tab. 3.1: Mittlere Abwe chungsguadrate und F-Werte der Samenzahl pro Trieblénge

Varianzursache FG MQ F-Wert
Behandlung 4 34,59 10,58***
Wiederholung 1 15,49 4,74*
Fehler 50 3,27

* signifikant bei p < 0,05 *** gignifikant bei p < 0,001
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Abb. 3.2: Samenansatz in Abhangigkeit von der Behandlung

Die prozentuale Verteilung der mit einer bestimmten Anzahl von Samen besetzten
Schoten bei den funf verschiedenen Behandlungen ist in Abbildung 3.3 zu sehen. Es
wurde eine Klasseneinteilung fir die Samenanzahl je Schote vorgenommen. Die
Mehrzahl der Schoten enthielten nur ein bis drei Samen. In den salzbehandelten
Varianten waren weniger Schoten mit ein bis drei Samen, aber vermehrt Schoten mit

einer Samenzahl von zehn und mehr zu finden.
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Anteil an Gesamtschotenzahl [%]

Samen/Schote

L eitungswasser
Kontrolle
Behandlung

Abb. 3.3: Prozentualer Antell der mit bestimmter Anzahl Samen besetzten Schoten
an der Gesamtzahl besetzter Schoten

Direkte NaCl-Applikation auf die Narbe
In diesem Versuch zeigte sich eine signifikante Variation des Samenansatzes zwischen
den vier verschiedenen Behandlungen (p < 0,001) (Tabelle 3.2).

Tab. 3.2: Mittlere Abwei chungsquadrate und F-Werte
der Samenzahl pro Schote der Linie 1-9

Varianzursache FG MQ F-Wert
Behandlung 3 3831,90 70,94 **
Wiederholung 2 75,21 1,39
Fehler 288 54,02

*** ggnifikant bei p < 0,001
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Der Tukey-Test zeigte, dal3 alle Behandlungen signifikant voneinander abwichen. Die
Grenzdifferenz (GD) betrug 3,1. Abbildung 3.4 zeigt den geringen Samenansatz der
Kontrollpflanzen von im Mittel 3,3 Samen/Schote. Durch Knospenselbstung konnte der
Samenansatz auf 10,1 Samen/Schote, nach NaCl-Behandlung sogar auf 19,6
Samen/Schote gesteigert werden, was die Bestaubung mit kompatiblem Fremdpollen
(15,9 Samen/Schote) noch Ubertraf.

Samen/Schote

Kontrolle Knospenselbstung NaCl-Behandlung Fremdbefruchtung

Behandlung

Abb. 3.4: Samenansatz der Linie Sl 1-9 nach Selbstung, Knospensel bstung,
NaCl- Behandlung und Bestaubung mit kompatiblem Fremdpollen

Salzspritzungen im Freiland 1997

Sowohl die unterschiedlichen Salzbehandlungen als auch die Spritzhdufigkeiten hatten
einen signifikanten Effekt auf den Samenertrag (Tabelle 3.3). Die Salzbehandlungen
verringerten den Samenansatz im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bel beiden

Spritzhaufigkeiten (Abbildung 3.5).
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Tab. 3.3: Mittlere Abweichungsguadrate und F-Werte des Samenertrags pro Pflanze

Varianzursache FG MQ F-Wert
Behandlung 2 235,52  16,93***
Spritzhaufigkeit 3 65,09 4,68*
Wiederholung 1 250,21  17,98***
Fehler 288 13,91

* signifikant bei p< 0,05 *** signifikant bei p < 0,001

=
o

[ee]

Samenertrag [g/Pflanze]

Kontralle Kochsalz Kalksal peter
O taglich
B 3 xwichentlich

Behandlung
Abb. 3.5.; Samenertrag in Abhéngigkeit von der Salzbehandlung
und der Spritzhaufigkeit

Die mit Kochsalz besprihten Varianten hatten den geringsten Samenertrag. Eine
dreimalige Salzspritzung pro Woche fuhrte zu einem erhthtem Samenansatz in den
Kaksalpeterparzellen. Die Spritzung mit Kalksalpeterlosung hatte einen dingenden
Effekt auf die behandelten Pflanzen. Sie wuchsen Uppiger und blUhten langer als die
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Pflanzen in den Ubrigen Parzellen. Die maximalen Tagestemperaturen waren in den
ersten beiden Juniwochen relativ hoch (Abbildung 3.6).
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Abb. 3.6: Temperaturverlauf wahrend des Freilandspritzversuches 1997

Salzspritzversuch im Freiland 1998

Der Samenertrag in Herrenhausen betrug im Mittel 217 g/m2  (Spannweite:
160,7 —311,6 gym?). In Ruthe wurde ein Ertrag von 267 g/m? (Spannweite: 203,9 —
370,8 g/m?) erreicht. Die maximalen Tagestemperaturen waren besonders im Mai und
Juni relativ hoch (Abbildung 3.7).

In der Umgebung der Versuchsflache in Herrenhausen lagen vier Rapsfelder in einer
Entfernung von 4,5 bis 5,1 km (F1, F2, F3, F4). Die vier Rapsschlége F5, F6, F7 und F8
waren 7,5 bis 9,75 km von dem Bestand in Ruthe entfernt. Einige der Nachkommen der
Besténde der Flachen F1, F4, F5, F7 und F8 zeigten Polymorphismen im ACP-
Bandenmuster, die sich von dem der Linie 10-1 unterschieden (Abbildung 3.8).
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Abb. 3.7: Temperaturverlauf wahrend des Freilandspritzversuches 1998
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Abb. 3.8: ACP-Bandenmuster der potentiellen Fremdeinstéuber

In der Nachkommenschaft der Linie 10-1 aus Herrenhausen wurden unter 90 Pflanzen
keine mit abweichendem ACP-Muster gefunden. Unter den 108 Pflanzen der

Nachkommenschaft aus Ruthe wurde eine Pflanze mit einem anderen ACP-
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Bandenmuster entdeckt. Diese Pflanze war auch die enzige, die spater enen
selbstkompatiblen Ansatz von 33 Samen pro Schote hatte. Sie ist demnach aus einer
Fremdeinstaubung der benachbarten Rapsschliégen entstanden. Die Ubrigen Pflanzen
sowohl aus der Herrenhduser- as auch der Ruthe-Nachkommenschaft waren
selbstinkompatibel. In Ruthe war demnach eine Fremdeinstdubungsrate von 0,93 % zu

finden wéahrend in Herrenhausen wahrscheinlich keine Fremdeinstéubung stattfand.

3.3.2 Kohlendioxidbehandlung

Die Kohlendioxid-Behandlung und die Bestaubung von Hand hatten eine signifikante
Wirkung auf den Samenansatz der Linien 9-9 und 10-1 (Tabelle 3.4). Eine Bestaubung
von Hand erhohte den Samenertrag sowohl in der Kontrolle as auch in der mit
Kohlendioxid behandelten Variante. Der Samenansatz nach K ohlendioxidbehandlung ist
hoch signifikant verschieden von der Kontrolle. Hier wurden nach Bestédubung im Mittel
18,5 Samen/Schote gebildet, bei den Kontrollpflanzen dagegen 2,65 (Abbildung 3.9).

Tab. 3.4: Mittlere Abwel chungsguadrate und F-Werte des Samenertrags pro Pflanze

Varianzursache FG MQ F-Wert
Behandlung 1 3784,20 348,67***
Bestaubungsart 1 6479,20 596,98***
Wiederholung 1 1,20 0,11
Fehler 232 10,85

*** ggnifikant bel p < 0,001
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Abb. 3.9: Samenansatz in Abhangigkeit von einer CO,-Behandlung
und der Bestaubungsart

3.4 Diskussion

3.4.1 Salzbehandlung

Wirksamkeit verschiedener SalzlGsungen

Zwischen der Schotenzahl und der Trieblénge bestand eine enge Korrelation. Es kann
daher davon ausgegangen werden, dal3 die Schotenzahl pro Trieblénge relativ konstant
und demnach die Samenzahl pro Trieblange aussagekréftig ist. Nicht nur die NaCl-
Spritzung, sondern auch die KNOs- und Ca(NOjs),-Behandlungen fiuhrten zur
signifikanten Abschwéchung der Selbstinkompatibilitét. Folglich  scheint  die
Uberwindung der Selbstinkompatibilitat nicht von bestimmten lonen abhangig zu sein,
sondern von der Wirkung von Salzen im eigentlichen Sinn. Sowohl Fu et al. (1992) as
auch CARAFA und CARRATU (1997) vermuten, dal3 die S-Erkennungsproteine der Narbe
durch eine Salzbehandlung denaturiert und somit in ihrer Funktion gestort werden. Die
Selbstinkompatibilitét konnte auch durch Abwaschen mit destilliertem Wasser der mit
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Salzl6sung behandelten Narben nicht wiederhergestellt werden (CARAFA und CARRATU,
1997). Die Wirkung von Salzen ist demzufolgeirreversibel.

Die Mehrzahl der Samen enthaltenden Schoten trug bel allen Behandlungen nur ein bis
drei Samen. Es waren wenige Schoten zu finden, die nach Salzbehandlung mehr als zehn
Samen enthielten. Dies kénnte durch die fehlende Bestaubung im Gewachshaus bedingt
sein. Dennoch liefd sich der signifikante Einflul® von Salzen auf die Selbstinkompatibilitat

nachwei sen.

Direkte NaCl-Applikation auf die Narbe

Die hohe Wirksamkeit von Kochsalz im Hinblick auf die Uberwindung der
Selbstinkompatibilitdt wurde in diesem Versuch bestédtigt (Abbildung 3.4, S.87). Die
NaCl-Behandlung war selbst der Knospensel bstung und der Bestaubung mit kompatiblen
Fremdpollen Uberlegen. Die in diesem Versuch angewandte Technik des Auftupfens der
NaCl-Losung auf die Narbe mit Hilfe eines Wattestdbchen wurde fir die Vermehrung
selbstinkompatibler Linien, von denen Saatgut in grofderen Mengen fur weitere Versuche
benttigt wurden, genutzt. Dabei wurde nach Behandlung von ca. 100 Schoten ein
mittlerer Samenertrag von 16,6 g pro Pflanze erzielt, was einem guten Schotenbesatz
entspricht. Diese Behandlung ist einfacher zu handhaben als eine Knospenselbstung. Bel
der Knospenselbstung kann es leicht zu Verletzungen der jungen Narben kommen, die
dann abfallen konnen. Solche manuelle Methoden sind fir eine Vermehrung von
selbstinkompatiblen Linien im grofen Stil jedoch zu aufwendig. Fur eine

Linienvermehrung in der Praxis erscheint die Salzspritzung im Freiland eher geeignet.

Salzspritzungen im Freiland 1997

Im Gegensatz zum Salzspritzversuch im Gewéchshaus fihrte die Salzbehandlung in
diesem Freilandversuch Uberraschenderweise zu einer Verringerung des Samenertrages
vor alem bei den mit Kochsalz behandelten Varianten. Bienen war es moglich von
Parzelle zu Parzelle zu fliegen. Sie konnten auf diese Weise behandelten Pollen auf
unbehandelte Pflanzen getragen haben. Dies war unter Umstanden die Ursache fir den
hohen Samenansatz der Kontrollparzellen. Eventuell haben die Insekten die mit Salz
behandelten Parzellen gemieden, so dal3 dort weniger bestaubt wurde und deshalb der
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Samenertrag verringert war. Eine hohe Temperatur kann die Starke der
Selbstinkompatibilitdt abschwéchen. Die Temperaturbedingungen waren fur alle
Varianten gleich, kénnen jedoch im ganzen zu einer Steigerung des Ertragsniveau gefihrt
haben.

In Freilandversuchen ist es demzufolge wichtig, unterschiedliche Behandlungen raumlich
ausreichend voneinander zu trennen, um eine Pollenverschleppung und die gegenseitige

negative Beeinflussung der Prufglieder zu verhindern.

Salzspritzungen im Freiland 1998

Die mit Kochsalzlésung gespritzten Pflanzen der Linie 10-1 zeigten einen geringeren
Ertrag a's die unbehandelten Pflanzen. Dies kdnnte durch den fruchtbaren Lof3boden in
Ruthe im Gegensatz zum sandigen Boden in Herrenhausen bedingt sein. Die Linie 10-1
erbrachte einen Ertrag von 21,7 dt in Herrenhausen und 26,7 dt in Ruthe bezogen auf
einen Hektar. Sie reichte damit anndhernd an den Ertrag von selbstkompatiblen Sorten
heran. In Herrenhausen wurde keine Fremdeinstaubung festgestellt, im Bestand in Ruthe
fand zu ca. 1% Fremdeinstédubung statt. Der Samenansatz wurde folglich nicht durch
Fremdpollen verursacht, sondern ist auf Pseudokompatibilitét zurlickzufihren. Diese
scheint beim Fehlen von kompatiblen Pollen im Freiland besonders ausgepragt zu sein
und war in diesem Versuch moglicherweise begunstigt durch teilweise recht hohe
Temperaturen zur Blitezeit. Die Vermehrung von Inzuchtlinien, die eine rezessiv
vererbte Selbstinkompatibilitét tragen, erscheint demnach durch einen Anbau in isolierter

Lage ohne jegliche Salzbehandlung realisierbar.

3.4.2 Kohlendioxidbehandlung

Der Samenansatz der selbstinkompatiblen Pflanzen konnte durch eine CO,-Behandlung
in Verbindung mit einer Bestaubung betréchtlich erhéht werden. Auch diese Methode
zeigte somit eine groRe Wirksamkeit bei der Uberwindung der Selbstinkompatibilitat.

Der Vortell einer CO,-Behandlung gegeniber einer Salzspritzung ist, da3 das

Kohlendioxid zu alen Narben der gedffneten Bliten vordringen kann. Der Nachteil
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besteht jedoch darin, dal3 die Methode unter grofem technischen Aufwand nur im
Gewéchshaus praktikabel ist. Zudem muf3 fur eine ausreichende Insektenbestaubung
gesorgt werden. Dabel darf die CO,-Konzentration nicht zu hoch sein, andernfalls muf3
die Bestaubung durch Insekten vor der Begasung erfolgen.

In der Marner GZG Saaten AG in wird die Kohlendioxidbehandlung erfolgreich zur
Vermehrung von selbstinkompatiblen Kohllinien genutzt (LOPTIEN, personliche
Mitteilung). Die unterschiedlichen Inzuchtlinien werden in einzelnen Gewé&chshausern
kultiviert und von einem kleinen Bienenvolk, dal3 im Haus verbleibt, bestéaubt. Zwei bis
drei mal pro Woche nach einem sonnigen Tag, an dem die Bienen sehr aktiv waren,
werden die Fenster des Gewdachshauses geschlossen und es wird fur einige Zeit Uber ein
Rohrsystem CO,-Gas eingeleitet. Das Haus bleibt Uber Nacht geschlossen, die
Konzentration des Gases wird nicht Uberprift. Die Bienen tberstehen diese Behandlung
wahrend der gesamten Bliihperiode von vier bis sechs Wochen ohne Schaden zu nehmen.
Auf diese Weise wurde die selbstinkompatible Rapdlinie 8-1/2 bel der GZG-Marne
vermehrt. Die behandelten 29 Pflanzen hatten einen Samenertrag von 529,8 9. Das
entspricht einem mittleren Samenertrag von 18,3 g pro Pflanze und liegt somit ungefahr
in der Grolenordnung des Samenertrages von 16,6 g, der durch eine NaCl-Behandlung

erzielt werden konnte (siehe 3.3.1).

3.5 Zusammenfassung

Zur Nutzung selbstinkompatibler Linien in der Hybridzichtung ist deren effektive
Vermehrung erforderlich. Es sind verschiedene Mechanismen bekannt, die bei Brassica-
Arten zur Uberwindung der Selbstinkompatibilitét fuhren. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Vermehrung mit Hilfe einer Kochsalz- und einer Kohlendioxidbehandiung
untersucht. Beide Verfahren fihrten zur signifikanten Erhéhung des Samenansatzes. Die
Bestaubung der Bliten sollte durch Insekten oder von Hand gesichert sein, um einen

hohen Samenansatz zu gewahrleisten.
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Fur die Vermehrung selbstinkompatibler Linien in begrenztem Umfang im Gewéachshaus
erscheint die Selbstung nach manueller NaCl-Behandlung sinnvoll. Sie erbrachte einen
hoheren Samenertrag a's eine Knospensel bstung und ist zudem leichter zu handhaben.

Die Vermehrung selbstinkompatibler Linien in grofReren Mengen wurde in NaCl-
Spritzversuchen im Freiland in isolierter Lage untersucht. Die Spritzbehandlung hatte
keinen Effekt auf den Samenansatz. Im Frellandversuch 1998 hatten sowohl die
gespritzte as auch die unbehandelte Variante einen anndhernd vollen Samenertrag. Eine
Fremdeinstaubung konnte ausgeschlossen werden. In Abwesenheit von kompatiblen
Fremdpollen zeigte die untersuchte Linie einen hohen Grad an Pseudokompatibilitét. Die
Vermehrung von rezessiv selbstinkompatiblen Linien erscheint demnach durch einen
Anbau in isolierter Lage ohne jegliche Behandlung moglich. Eine ausreichende
Entfernung zu potentiellen Fremdeinstdubern ist alerdings unerld@ich. Die hier
gefundene hohe Pseudokompatibilitét steht im Widerspruch zur der in  der
Hybridproduktion gewtinschten starken Auspragung der Selbstinkompatibilitét. In einer
Topcrossanlage (siehe Abschnitt 2.3) zeigte sich jedoch, dal3 bei ausreichendem Angebot
an kompatiblen Pollen auch mit rezessiv selbstinkompatiblem Pflanzenmaterial sehr hohe

Auskreuzungsraten von 96 bis 100 % erreicht werden kdnnen.
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4 HERSTELLUNG UND PRUFUNG VON HYBRIDEN

4.1 Einleitung

Die Hybridzichtung erlaubt die Auslese leistungsfahiger Sorten, die sich durch grof3e
Uniformitét auszeichnen. Die Eltern der Hybride sollten weitgehend homozygot und
genetisch verschieden sein. Ein hoher Grad an Homozygotie kann durch wiederholte
Inzucht erreicht werden. Inzuchtlinien kénnen mangelnde Fertilitdt und Vitalitét zeigen,
die sogenannte Inzuchtdepression. Diese wird durch die Kreuzung von zwei Inzuchtlinien
wieder aufgehoben. Die F1-Hybriden Ubertreffen die Eltern an Wuchsigkeit und in den
Leistungselgenschaften: sie zeigen elnen Heterosiseffekt. Diese Heterosis kann nicht zur
Konstanz geziichtet werden und ist as natrlicher Sortenschutz von grof3em Vorteil fur
den Zichter. Zur Herstellung einer Hybridsorte mul3 die gegenseitige Befruchtung der
Hybrideltern gewéhrleistet sein. Verschiedene Bestdubungsmechanismen, die zur
Produktion von Hybriden in unterschiedlichen Kulturpflanzenarten genutzt werden
kénnen, wurden von WRICKE (1994) zusammenfassend beschrieben. Es sind im
Wesentlichen die Pollensterilitdt, die Selbstinkompatibilitdét und die Geschlechts-
vererbung, die in der Praxis genutzt werden. Kosten- und arbeitsintensive
Handbestaubungen sind nur bei Zier- und Gemisepflanzen, die einen hohen Erlés
bringen, wirtschaftlich vertretbar. Weiterhin gibt es gentechnische Verfahren einen
Sterilitétsmechanismus in  Pflanzen einzufUhren. MARIANI et al. (1990, 1992)
entwickelten das SeeDLINK™-System, wobei nach Transformation von Raps- oder
Tabakpflanzen genisch mannlich sterile Linien und die Fertilitét restaurierende Linien
entstanden. Das Ribonuklease-Gen ,Barnase’ induziert die Pollensterilitét und das
Inhibitor-Gen ,Bastar’ vermag diese Sterilitdt wieder aufzuheben. KRIETE et al. (1996)
entwickelten einen gentechnischen Sterilitdtsmechanismus bel dem nur der mitterliche
Kreuzungspartner transformiert werden muf3. Das Transgen argk wird nach der Induktion
durch von auf3en appliziertes N-acetyl-Phosphinothricin (N-ac-Pt) in den Tapetumzellen
expremiert, fihrt zum Zelltod und somit zur Pollensterilitét.

In der Rapshybridziichtung wird vorwiegend die ménnliche Sterilitét als Bestaubungs-
mechanismus genutzt. Die CMS-Systeme basieren auf zwei genetischen Komponenten:
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einem mannlich sterilen Cytoplasma und einem Kerngen, das die Fertilitdt erhalt
(Maintainer) oder wiederherstellt (Restorer). Neben dem pol (Polima)- wird
hauptséchlich das ogu (Ogura)-System bei der Entwicklung kommerzieller Hybriden
genutzt. Weiterhin  kann das MSL (Méannliche Sterilitét Lemke) -System  zur
Hybridproduktion dienen. Bei diesem Mechanismus kénnen konventionelle Rapslinien
als Restorer verwendet werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden Linien mit rezessiv zur Selbstkompatibilitét vererbten
S-Allelen zur Herstellung von Rapshybriden genutzt. Es sind Einweghybriden zwischen
selbstinkompatiblen Mutterlinien und selbstkompatiblen Bestaubern hergestellt worden.
Der Vortell der Nutzung rezessiver S-Allele gegentber dominanten Allelen ist die
vollsténdige Wiederherstellung der Selbstfertilitét der Hybriden. Von Nachtell sind die
nach Ruckkreuzungen mit selbstkompatiblem Materia erforderlichen Nach-
kommenschaftsuntersuchungen, um selbstinkompatible Linien selektieren zu kénnen. In
diesem Fal ist en molekularer Marker fur die Selbstinkompatibilitét, wie er in der
vorliegenden Arbeit entwickelt wurde, von grof3em Nutzen (Abschnitt 2.4).

In der Literatur werden verschiedene Produktionsweisen zur Hybridherstellung beim
Raps erwédhnt. THOMPSON (1978) schlagt neben der Entwicklung von Einfachhybriden
beim Raps mit Hilfe der rezessiven Selbstinkompatibilitdt auch die Herstellung von
Dreiweghybriden vor. Zunéchst werden zwei Linien, die unterschiedliche S-Allele tragen
im Mischanbau kombiniert, die resultierende selbstinkompatible Heterozygote wird
schliefflich mit einem selbstkompatiblen Bestauber im Streifenanbau vermehrt. Die in
dieser Weise produzierten Hybriden reagieren vollkommen selbstkompatibel. Der Vortell
von Mehrweghybriden ist der geringere Saatgutbedarf der Hybrideltern. Bel der
dominant vererbten Selbstinkompatibilitét ist die Herstellung von Mehrweghybriden
sogar notwendig, um die Fertilitdt der Hybridsorte zu gewdhrleisten. Mit dieser
Produktionsmethode kann die Selbstfertilitét dennoch nur in einem Tell der Hybriden
wiederhergestellt werden. GoweRs (1975) verwendete dominant zur Selbstkompatibilitét
vererbte S-Allele zur Herstellung von Doppelhybriden beim Raps. Als Ausgangsmaterial
dienten selbstinkompatible Linien, die verschiedene S-Allele trugen und jeweils mit
einem selbstkompatiblen Bestduber im Streifenanbau kultiviert wurden. Die daraus

entstandenen Einfachhybriden sind im Mischanbau vermehrt worden. Die resultierende
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Doppelhybride enthielt zu einem Viertel selbstkompatible Pflanzen, die Ubrigen
Hybridpflanzen waren auf Fremdbestaubung angewiesen. GERTz (1991) schlagt die
Produktion von Dreiweghybriden beim Raps mit Hilfe der dominant vererbten
Selbstinkompatibilitét vor. Nach Kreuzung einer selbstinkompatiblen mit einer
selbstkompatiblen Linie entstent eine selbstinkompatible Einfachhybride. Diese wird
erneut im Streifenanbau mit einer selbstkompatiblen Linie vermehrt, woraus eine
Dreiweghybride entsteht, die zu 50 % aus selbstkompatiblen Pflanzen besteht. Die
dbrigen 50 % der Pflanzen sind auf die Bestdubung durch Insekten mit Pollen der
sel bstkompatiblen Hybriden angewiesen.

4.2 Material und Methoden

4.2.1 Faktorielle Kreuzungen

In drei Jahren wurden 75 Testhybriden in drel faktoriellen Kreuzungen hergestellt und in
Leistungsprifungen getestet. Funf ingezlichtete selbstinkompatible Linien sind mit funf
selbstkompatiblen Bestdubern in  alen Kombinationen gekreuzt worden. Die
selbstinkompatiblen Mutter wurden aus einer begrenzten Population von elf Linien
zufdlig ausgewahlt. Die Véter sind nach dem Kriterium gewahlt worden, nicht mit den
Muttern verwandt zu sein. Zur Herstellung der Hybriden wurden die Elternlinien in den
ersten beiden faktoriellen Kreuzungen (FK | und FK II) zusammen in Isolierkabinen im
Freiland angebaut, grofdtenteils in der DSV-Zuchtstation Thile, teilweise in Hannover.
Die Bestaubung wurde zur Blltezeit mit Hilfe von Fliegen gesichert. Das Hybridsaatgut
ist von den selbstinkompatiblen Linien geerntet worden. Im dritten faktoriellen
Kreuzungsschema (FK I11) sind die Hybriden in einer offen blihenden Freillandanlage
hergestellt worden, wobel enige Relhen der selbstinkompatiblen Linien in
Bestauberparzellen isoliert wurden.

Die in dieser Weise hergestellten Hybriden sind in Leistungsprifungen in Parzellen von
13 m2 in einer 6x6-Gitteranlage an den drei DSV -Prifstandorten Thile, Boldebuck und
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Leutewitz angebaut worden. Die Anzahl an Orten, Jahren und Wiederholungen fur die

einzelnen faktoriellen Kreuzungen sind der Tabelle 4.1 zu entnehmen.

Tab. 4.1: Prifbedingungen der faktoriellen Kreuzungen

Faktorielle Orte Jahre | Wieder-
Kreuzung holungen
FK | 1 2 2
FK 11 3 1 2
FK 11 1 1 2

Neben dem Trockenertrag pro Parzelle sind unter anderem der Protein-, Ol- und
Glucosinolatgehalt erfaldt worden. Der relative Trockenertrag wurde im Vergleich zum
Mittel von dre bis vier Standardsorten bestimmt. Der Trockenertrag wurde
varianzanalytisch mittels der Prozedur GLM des SAS Softwaresystems nach fixem
Modell ausgewertet. Fehlwerte in den FK | wurden iterativ geschétzt. Mit Hilfe der
Varianzkomponenten sind die additive Varianz (Va) (Formel 4.1) und die

Dominanzvarianz (Vp) (Formel 4.2) in Anlehnung an WRICKE und WEBER (1986)

geschétzt worden.
_ . (14F) 0% + (1+Fy) 6%
Va= 4R + (1+Fn)? (4.1
_ G%m

Vp=4 (1+F,) (1+Fm) (4.2
V 4: additive Varianz 6% : Varianzkomponente Mutter
Vp: Dominanzvarianz 6%y, : Varianzkomponente Vater
F . Inzuchtkoeffizient der M Utter 0%m : Varianzkomponente Mutter*Vater

Fn: Inzuchtkoeffizient der Véter
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Die Heritabilitéat ist in Anlehnung an BECKER (1993) geschétzt worden (Formel 4.3),
wobei die Formel an die jeweiligen Bedingungen der faktoriellen Kreuzungen in
Abhangigkeit von der Prifung an verschiedenen Orten oder in unterschiedlichen Jahren

angepaldt worden ist.

2
0%

h2 = _ . - 4.3
02y + 0%40/0 + 6%yjlj + 6240/ (0]) + 6% /(Qjr) (4.3)

62 Varianzkomponente Genotyp 0% Fehler

62%: Varianzkomponente Genotyp* Ort 0: Anzahl der Orte

0%. Varianzkomponente Genotyp* Jahr j:  Anzahl der Jahre

02%4. Varianzkomponente Genotyp* Ort* Jahr r:  Anzahl der Wiederholungen

Die Bestimmung der allgemeinen (gca) und spezifischen Kombinationseignung (sca) ist
von BECKER (1993) beschrieben worden. Die allgemeine Kombinationseignung einer
Linie berechnet sich aus der Differenz zwischen dem Mittel aller Kreuzungen mit dieser
Linie und dem allgemeinen Mittelwert. Der sca-Effekt einer Kreuzung ist die Differenz
zwischen dem Wert dieser Kreuzung und der Summe aus Mittelwert und den gca-
Effekten der beiden Eltern.

In den Leistungsprifungen 1999 wurde die Eigenleistung von vier selbstinkompatiblen
Linien und drel selbstkompatiblen Véatern bestimmt. Die relative Grof3e der Heterosis der
Hybriden wurde in Bezug auf das Elternmittel bestimmit.

4.2.2 Bestimmung der Auskreuzungsrate von Hybriden

Die Bestimmung der Auskreuzungsrate wurde an einer Stichprobe von jeweils 96

Pflanzen der untersuchten Hybriden durchgefhrt.

| soenzyme
Die Enzymsysteme GOT (Glutamat-Oxalacetat-Transaminase), ACP (Saure
Phosphatase) und LAP (Leucin-Amino-Peptidase), fir die von ESCH (1994)
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Polymorphismen in Rapsmaterial gefunden wurden, sind auch in diesen Untersuchungen
verwendet worden. Da die Methode zur Untersuchung der LAP nicht etabliert werden
konnte, waren nur die ACP und GOT zur Bestimmung der Auskreuzungsraten von

Hybriden nutzbar.

Extraktion

Zur Gewinnung eines Extraktes aus dem Blattmaterial der zu untersuchenden Pflanzen
wurden ca. 400 mg frische junge Laubblatter mit einer Blattpresse unter Zugabe von
400 ul 5 %-Saccharosel6sung homogenisiert. Der Extrakt wurde 10 min bei 4 °C und
15000 U/min zentrifugiert und der Uberstand in Mikrotiterplatten Gberfihrt. Dieser
Pflanzenextrakt konnte direkt auf die Gele zur elektrophoretischen Trennung aufgetragen
werden. Die Bestimmung der ACP war auch mit zuvor eingefrorenem Pflanzenextrakt

maoglich, zur GOT-Untersuchung konnte nur frischer Extrakt verwendet werden.

Elektrophorese

Zur Trennung der Isoenzyme GOT und ACP wurde die vertikale Polyacrylamidgel-
elektrophorese (PAGE) genutzt. Sie erfolgte in Desaphor-V A-Kammern (Fa. Desaga) mit
einer Trennstrecke von 15 cm. Zur Untersuchung der GOT diente as Gel- und
Elektrodenpuffer 125 mM Tris/19 mM Borsdure pH 8,9 zur Bestimmung der ACP ein
10 mM Tris/ 200 mM Borsaure pH 7,1 Puffer (beide nach STEGEMANN et al. 1983). Fur
die GOT wurden 8% T-3%C- und fur die ACP 6% T - 3 % C-Polyacrylamidgele
verwendet (T: Gesamtacrylamidkonzentration, C: Konzentration von N,N‘-Methyl-
bisacrylamid am Gesamtacrylamid). Die Polyacrylamidlésung wurde mit einer
Wasserstrahlpumpe entgast. Die Polymerisation erfolgte nach Zugabe von 6,6 % Temed
(N,N,N*,N‘-Tetramethylethylendiamin in Gelpuffer) und 6,6 % Ammoniumperoxo-
disulfat. Jeweils 15 pl Blattextrakt wurden in die 24 Taschen eines Gels aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte unter Kiihlung (4 °C) bel 50 mA pro Gel und einer maximalen
Spannung von 400 V fur die GOT und 360V fur die ACP. Die Trenndauer betrug zur
Bestimmung der GOT 4 h und fir die ACP 2,5 h.
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Farbung

GOT (verandert nach JAASKA 1981)
Nach der elektrophoretischen Trennung wurden die Gele 20 min in gekihltem
0,1 M Tris/HCI pH 7,5 umgepuffert und dann in einer Substratlésung bei 37 °C im
Wasserbad fur 10-15 min inkubiert.

Substratldsung: 68 ml  0,1M TriyHCL pH 7,5
1 g PVP-40
17 ml  0,2M L-Asparaginsaure pH 7,5
5m 0,2M o-Ketoglutarat pH 7,5
10 ml 0,1 M Ca(NOs),

Diese Substratlésung wurde abgegossen und durch die Farbeldsung ersetzt, in der die
Gele bis zum Abschlul? der Farbung bei 37°C verblieben.

Farbel 6sung: 150 mg o-Dianisidin tetrazotiert
7S5 m 01MTris/HCl pH 7,5

ACP (verandert nach JAAskA 1978)
Nach 25 minttigem Umpuffern in gekihltem 0,1 M Acetat/HCl pH 5,0 erfolgte die
Farbung bei 37°C im Wasserbad.

Farbel 6sung: 100 mg B-Naphtylacidphosphat
50 mg o-Dianisidin tetrazotiert
1 g PVP-40
50 mg MgCl,
100 ml 0,05 M Acetat/HCI pH 5,0
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Auswertung
Die Auswertung der Bandenmuster erfolgte direkt nach der Farbung. Die Gele wurden
zur Dokumentation in einer 70 % Ethanol/1% Glycerin-Losung entwassert und zwischen

Cellophanfolien getrocknet.

RAPD

DNA-Isolierung

Die DNA-Isolierung aus dem zu untersuchenden Pflanzenmaterial wurde gemal3 der in
2.4.2 beschriebenen Schnellmethode nach EDWARDS et al. (1991) durchgefthrt.

PCR-Reaktion

Die Amplifikation genomischer Sequenzen erfolgte durch die Polymerasekettenreaktion
(PCR) in einem Reaktionsvolumen von 20,1 ul nach EscH (1994) unter Nutzung von
Decamer-Oligonucleotiden mit zufélliger Sequenz aus den Kits M, N, O, P, Q, R, S und
Z der Fa. Operon Technologies, Alameda:

933 mM  TrigHCI pH 9
24,9 mM (NH4)2804
jel24 MM dATP,dTTP, dGTP, dCTP

1 U  Taq DNA-Polymerase (Eurogentec)
25 mM  MgCl,
15 ng  pro Primer
10-20 ng genomische DNA

Der PCR-Ansatz wurde mit Mineral 6l Uberschichtet, um Evaporation zu vermeiden. Die
PCR erfolgte in eilnem Thermocycler der Fa. Perkin Elmer Cetus unter folgenden

Bedingungen:

40 Zyklen 1min 92°C
1min 35°C
2min 72°C
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Elektrophorese und Auswertung
Die Elektrophoresebedingungen und Methoden zur Auswertung entsprachen den in 2.4.2
aufgefiihrten Verfahren. Die PCR-Produkte wurden allerdings in einem 2 %igem

Agarosegel aufgetrennt.

4.3 Ergebnisse
4.3.1 Faktorielle Kreuzungen
Die mittleren Trockenertrége der Hybriden und die daraus abgeleiteten allgemeinen

Kombinationseignungen der Eltern sowie die spezifischen Kombinationseignungen der
Hybriden sind fur die drel faktoriellen Kreuzungen in den Tabellen 4.2, 4.3 und 4.4

aufgefihrt.

Kombinationseignung in kursiver Schrift unten rechts dargestelt.

Der Trockenertrag ist oben links in den Tabelenfeldern und die

Tab. 4.2: Trockenertrage und K ombinationseignungen der Hybriden der FK |

TR L1 L2 L3 L4 L5 Mittelwert

sca gca

11-9 4,26 4,06 4,94 3,82 2,77 3,97
- 0,27 - 0,03 1,07 - 0,09 - 0,68 - 0,75

10-1 5,25 4,80 4,58 4,35 4,44 4,68
0,002 0,003 0,003| -0,27 0,27 -0,04

8-1 6,11 514 474 5,02 4,58 512
0,43 - 0,10 - 0,27 - 0,04 - 0,02 0,40

6-9 5,64 515 3,96 4,77 4,63 4,83
0,25 0,20 -0,76 | - 0,001 0,32 0,11

2-3 516 5,06 4,87 535 4,62 501
-041 - 0,07 -0,04 0,40 0,12 0,29

Mittelwert | 5,29 4,84 4,61 4,66 4,21 4,72

gca 0,56 0,12 -0,11 - 0,06 - 0,51

TR: Trockenertrag [kg/Parzell€]
sca: spezifische Kombinationseignung
gca: algemeine Kombinationseignung
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Tab. 4.3: Trockenertrage und Kombinationseignungen der Hybriden der FK |1

TR L6 L7 L8 L9 L 10 |Mittelwert

sca gca

11-9 3,11 3,52 3,43 2,85 3,50 3,28
0,07 0,06 - 0,02 - 0,42 0,31 - 0,87

10-1 4,29 4,48 4,48 4,78 4,15 4,44
0,10 -0,14 -0,12 0,35 - 0,19 0,28

8-1 3,64 4,70 4,48 4,42 4,31 4,31
- 0,42 0,21 0,003 0,12 0,10 0,15

9-9 4,35 4,73 4,47 4,37 4,54 4,49
0,10 0,06 - 0,19 -0,11 0,14 0,34

1-9 4,16 4,25 4,75 4,32 3,80 4,26
0,15 - 0,19 0,33 0,07 - 0,36 0,10

Mittelwert | 3,91 4,34 4,32 4,15 4,06 4,16

gca - 0,25 0,18 0,17 -0,01 - 0,10

TR: Trockenertrag [kg/Parzell€]
sca: spezifische Kombinationsei gnung
gca: algemeine Kombinationseignung

Tab. 4.4: Trockenertrage und K ombinationseignungen der Hybriden der FK 111

TR L11 L 12 L 13 L 14 L 15 | Mittelwert
sca gca
11-9 3,90 5,40 3,99 3,68 4,19 4,23
- 0,27 0,99 - 0,34 - 0,20 - 0,18 - 0,53
10-1 4,78 4,26 516 4,90 5,16 4,85
- 0,01 - 0,77 0,21 0,40 0,17 0,08
8-1 5,61 5,05 5,38 5,00 4,87 5,18
0,49 - 0,31 0,10 0,17 - 0,45 0,41
7-8 4,84 5,01 4,75 4,27 4,05 4,58
0,32 0,25 0,07 0,04 - 0,67 - 0,18
4-4 4,40 5,01 5,05 4,22 6,25 4,99
- 0,52 - 0,15 - 0,03 -041 1,13 0,22
Mittelwert 4,71 4,95 4,87 4,41 4,90 4,77
gca - 0,06 0,18 0,10 - 0,35 0,14

TR: Trockenertrag [kg/Parzell€]
sca: spezifische Kombinationsel gnung
gca: algemeine Kombinationseignung
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Tabelle 4.5 zeigt den relativen Trockenertrag der besten Hybriden der faktoriellen
Kreuzungen im Vergleich zum Mittel der Standardsorten. Die Ergebnisse der Hybriden
aus der ersten faktoriellen Kreuzung sind fur die beiden Prifjahre getrennt aufgefhrt, da

unterschiedliche Standardsorten verwendet wurden.

Tab. 4.5: Relativer Trockenertrag der besten Hybriden der drel faktoriellen Kreuzungen

Hybriden der FK | / 1996 Hybriden der FK | / 1999

Standardsorte/ | relativer Standardsorte/ | relativer
Hybride Trocken- Hybride Trocken-
ertrag [%0] ertrag [%0]
Synergy 107 Artus 91
Joker 90 Life 98
Capitol 106 Panther 111
Lisabeth 98
81xL1 120 8-1xL1 111
10-9x L1 119 11-9xL 3 106
2-3xL1 113 6-9xL1 101
6-9x L1 113 2-3xL 4 91

Hybriden der FK I Hybriden der FK 111

Standardsorte/ | relativer Standardsorte/ | relativer
Hybride Trocken- Hybride Trocken-
ertrag [%] ertrag [%]
Mohican 95 Artus 97
Capitol 9 Life 101
Joker 102 Panther 101
Life 109
9-9xL7 109 4-4x L 15 122
10-1xL 9 110 8-1xL 11 109
1-9xL 8 109 11-9x L 12 105
8xL7 108 8-1xL 13 105

Die relative Heterosis von zw6lf Hybriden in Bezug auf das Elternmittel wird in Tabelle
4.6 gezeigt. Unter den Elternlinien ist deren Eigenleistung aufgefiihrt, oben links in den
Tabellenfeldern ist der Trockenertrag der Hybriden dargestellt und unten rechts in
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kursiver Schrift dierelative Heterosis. Es war sowohl negative a's auch positive Heterosis
zu beobachten. Die drei besten Hybriden 2-3x L 1, 8-1x L 1 und 11-9x L 3 zeigten eine
Heterosis von 28 bis 60 %.

Tab. 4.6: Relative Heterosis in % (als Differenz zum Elternmittel)
von Hybriden der faktoriellen Kreuzungen | (1999)

TR L1 L2 L3
Heterosis[%] | 3,55 4,39 4,06

11-9 2,93 3,42 5,23

253 - 3,62 - 1,16 60,39
10-1 3,87 3,98 3,71

3,82 4,98 - 317 5,84
8-1 5,56 4,13 3,73

3,61 55,31 3,25 2,87
2-3 4,06 4,15 38

2,81 27,67 15,28 10,48

TR: Trockenertrag [kg / Parzell€]

In den Varianzanalysen ergab sich bel allen drel faktoriellen Kreuzungen ein
signifikanter Effekt sowohl der Mdtter as auch der Véter (gca-Effekt) sowie eine
signifikante Interaktion zwischen Mttern und Vétern (sca-Effekt) (Tabellen 4.7, 4.8 und
4.9). In den faktoriellen Kreuzungen | und Il wurde ein hoch signifikanter Einfluf3 der

Jahre, bzw. Orte festgestellt.

Tab. 4.7: Varianzanal ytische Auswertung des Trockenertrags der Hybriden der FK |

Varianzursache FG MQ F-Wert
Mutter 4 4,1036 8,74***
Vater 4 3,0556 6,51***
Mutter*Vater 16 0,8154 1,74*
Jahr 1 85,5625 182,30***
Fehler 73 0,4694

* signifikant bei p< 0,05  *** ggnifikant bei p < 0,001
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Tab. 4.8: Varianzanal ytische Auswertung des Trockenertrags der Hybriden der FK |1

Varianzursache FG MQ F-Wert
Mutter 4 8,6649 35,20* **
Vater 4 1,1348 4,61**
Mutter*Vater 16 0,4938 2,01*
Ort 2 35,7223 145,11***
Fehler 146 0,2462

* ggnifikant bei p<0,05 ** dgnifikant bei p<0,01 *** signifikant bei p < 0,001

Tab. 4.9: Varianzanal ytische Auswertung des Trockenertrags der Hybriden der FK 11

Varianzursache FG MQ F-Wert
Mutter 4 1,3589  24,03***
Vater 4 0,4728 8,36***
Mutter* Vater 16 0,6284  11,11***
Fehler 24 0,0566

*** ggnifikant bei p < 0,001

Die Schétzwerte der Varianzen und der Heritabilitét fir den Trockenertrag sind in
Tabelle 4.10 aufgefuihrt. Wahrend in den faktoriellen Kreuzungen | und Il mehr additive

Varianz als Dominanzvarianz geschétzt wurde, hatte die Dominanzvarianz in den FK [lI

den groften Anteil an der genotypischen Varianz.

Tab. 4.10: Schéatzwerte der Varianzen und der Heritabilitét fir den Trockenertrag

Varianzen/Heritabilitéat-Ertrag FK I FK I FK I
Additive Varianz (V a) 0,3208 | 0,2270 | 0,0768
Dominanzvarianz (Vp) 0,1161 | 0,0505 | 0,3776
Genotypische Varianz (V) 0,4369 | 0,2775 | 0,4544
Heritabilitét (h?) 0,5808 | 0,7770 | 0,9219
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4.3.2 Bestimmung der Auskreuzungsrate von Hybriden

Mit Hilfe der 1soenzymsysteme ACP und GOT wurde die Auskreuzungsrate von elf
Hybriden der faktoriellen Kreuzungen| und Il bestimmt. Die Eltern wurden zuvor auf
Unterschiede im Isoenzymbandenmuster untersucht. Bei der Untersuchung der GOT
zeigten die Véater L 3 und L 4 im Gegensatz zu den selbstinkompatiblen Mttern 2-3 und
6-9 zwel zusétzliche Banden in einem komplexen Bandenmuster (Abbildung 4.1a). Diese
Banden waren auch in den Hybriden zu finden nicht aber in den Selbstungsnachkommen
der Mutterlinie, den ,sibs’, wobel die schnellere Banden meist nur sehr schwach

ausgeprégt war (Abbildung 4.1b).

SI69xL 3
[ 1
H S H H H H

LA RTTTT

Sl 2-3
Sl 6-9

L3
L4

Laufrichtung

b

H: Hybride S:,Sib'

Abb. 4.1: Bandenmuster nach Bestimmung des Isoenzyms GOT

Bel der Bestimmung der ACP zeigten die Véter L 1, L 6 und L 7 drei Banden gleicher
Intensitét. Die Linien 9-9, 10-1 und 11-9 hatten abweichende Bandenmuster, die Linien
9-9 und 10-1 zeigten nur eine Bande, die der langsamsten Bande der V éter entsprach, die
Linie 11-9 hatte zwei zusétzliche noch langsamere Banden (Abbildung 4.2). Die
Hybriden zwischen den selbstinkompatiblen Linien und den selbstkompatiblen
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Bestdubern hatten demnach immer auch die zwe zusétzlichen Banden véterlichen

Ursprungs und konnten so zweifelsfrel von,sibs' unterschieden werden (Abbildung 4.2).

o o i SI10-1xL 1 SI11-9xL 6

— I o

— o — - © I~ [ | [ 1
N 7] 7] = — = H H S H H S S H

Laufrichtung

H: Hybride S.,Sib'

Abb. 4.2: Bandenmuster nach Untersuchung des Isoenzyms ACP

Die Auskreuzungsrate der Hybride 8-1x L 1 mit der besten Ertragsleistung in den
faktoriellen Kreuzungen| konnte nicht mit Hilfe von Isoenzymen bestimmt werden.
Deshalb wurden die beiden Elternlinien mit RAPD-Markern untersucht. Nach
Amplifikation genomischer DNA mit dem Operon-Primer Z 11 konnten Unterschiede
zwischen den Eltern festgestellt werden. Der Vater und somit auch die Hybriden zeigten
zwei zusétzliche Bande (Abbildung 4.3).

Die Werte der Auskreuzungsraten der untersuchten Hybriden sind in Tabelle 4.11
aufgefihrt.
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Sl 81
Sl 81

s — 800 bp

H: Hybride S:,Sib'

Abb. 4.3: Bandenmuster nach Amplifikation genomischer DNA
mit dem RAPD-Primer Z 11

Tab. 4.11: Auskreuzungsraten einiger Hybriden der faktoriellen Kreuzungen | und Il

Hybride Auskreuzungsrate [%]
ACP | GOT | RAPD

FK
SI11-9xL1| 771
SI10-1xL1| 851

SI81xL1 89,4
SI6-9xL3 99,1
SI2-3xL3 87,9
SI2-3xL4 92,7

FK 11

SI11-9xL 6| 333
SI10-1xL 6| 74,7
SI9-9xL6 81,1
SI11-9xL 7| 29,2
SI10-1xL7 | 729
SI9-9xL7 72,9
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44 Diskussion

Die varianzanalytische Auswertung des Trockenertrages zeigte in alen faktoriellen
Kreuzungen signifikante gca- und sca-Effekte (Tabellen 4.7, 4.8 und 4.9, S. 108, 109).
Bel der Schétzung der genotypischen Varianz ergab sich fir die faktoriellen Kreuzungen
| und 11 ein hoherer Anteil an additiver als an Dominanzvarianz (Tabelle 4.10, S. 109). In
der FK Il war nur ein geringer Anteil an Dominanzvarianz vorhanden. Im Gegensatz
dazu zeigte die faktorielle Kreuzung 111 einen sehr hohen Anteil von Dominanzvarianz an
der genotypischen Varianz. Die Heritabilitat war in der FK [11 mit 0,9219 ungewdhnlich
hoch. Diese Uberschdtzung der genotypischen Varianz, insbesondere der
Dominanzvarianz ist wahrscheinlich dadurch bedingt, dai3 die faktorielle Kreuzung Il1
nur in einem Jahr und an einem Ort geprift wurden. Die FK | und 11, die in mehreren
Jahren, bzw. an mehreren Orten geprift wurden, zeigten eine geringere Heritabilitét von
0,5808 und 0,777. Die Heritabilitét in der FK 11 ist jedoch ebenfalls relativ hoch. Diese
faktorielle Kreuzung zeigte aul3erdem eine geringe Dominanzvarianz. Die Ergebnisse der
FK Il lassen vermuten, dal3 auch in diesem Fall unginstige Versuchsbedingungen zu
Fehlschétzungen geflihrt haben kénnten. Nur eine Priifung an vielen Orten in mehreren
Jahren &3t anndhernd exakte Schatzungen der genetischen Varianzen zu.

BRANDLE und McVETTY (1989) fanden in diallelen Kreuzungen zwischen Linien, die
von drel Rapssorten abstammten, lediglich signifikante gca-Effekte. Trotz fehlender
spezifischer Kombinationseignung stellten sie eine Heterosis von bis zu 20 % in Bezug
auf den besten Elter fest. Bel Untersuchungen von Rapslinien verschiedener
geographischer Herkunft beruhte die Variabilitét innerhalb einer Herkunftsgruppe in der
Hauptsache auf additiven Effekten, in der gemischten Gruppe waren auch die sca-Effekte
signifikant und anndhernd so grol3 wie die gca-Effekte (LEFORT-BUSON et al. 1987).
GRANT und BEVERSDORF (1985) fanden in Hybriden zwischen kanadischen und
europdischen Linien ebenfalls signifikante sca-Effekte jedoch keine signifikanten
gca-Effekte.

Die Heterosis fur den Trockenertrag wurde in der vorliegenden Arbeit nur fir einige
Hybriden geschétzt (Tabelle 4.6, S. 108). Die beiden Hybriden mit der grof3ten Heterosis
von 55% (8-1xL 1) bzw. 60% (11-9xL 3) hatten auch eine hohe spezifische
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Kombinationseignung. Die Linie 8-1 zeigte Uber die Jahre hinweg immer eine gute
allgemeine Kombinationseignung, sie hatte in den faktoriellen Kreuzungen | und 111 die
hochste gca von allen Miittern, in den FK 11 war sie an dritter Stelle. Die Hybriden mit
dieser Linie zeigten Mehrertrdge von bis zu 20 % im Vergleich zu den Standardsorten.
Die hohe Heterosis der Linie 11-9 in Kombination mit L 3 ist um so bemerkenswerter, as
dal? diese Linie in alen faktoriellen Kreuzungen die schlechteste gca von sémtlichen
Linien hatte. In der richtigen Kombination konnte selbst diese Linie Hybriden mit
akzeptablen Ertrégen hervorbringen. In den FK | (1999) zeigte eine Hybride mit 11-9
5% und in den FK Il 6% Mehrertrag im Vergleich zum Standardmittel. Als
Standardsorten dienten im jewelligen Priufjahr aktuelle Hochleistungssorten, darunter
viele Hybridsorten, die mit Hilfe der mannlichen Sterilitdt hergestellt worden sind
(Synergy, Joker, Artus, Panther und Life). Die hier getesteten Hybriden, die mit
selbstinkompatiblen Linien produziert wurden, welche nicht der Linienleistung des
aktuellen Zuchtmaterials entsprachen, waren aso in zwei faktoriellen Kreuzungen
mindestens so gut wie die besten Standardsorten (FK 1/99 und FK 1) und Ubertrafen
diese in den Ubrigen beiden faktoriellen Kreuzungen sogar um 13 bis 21 % (Tabelle 4.5,
S. 107). Auch was die Qualitétseigenschaften angeht zeigten die SI-Hybriden eine sehr
gute Leistung. Sie entsprachen im Ol- und Proteingehalt dem Niveau der Standardsorten.
Die Glucosinolatwerte der Mehrzahl der Hybriden lagen unter 18 pumol/g.

In der Literatur wird vielfach von Heterosis fur den Kornertrag in Winter- und
Sommerraps berichtet (BARTKOWIAK-BRODA 1983, SERNYK und STEFANSSON 1983,
LEON 1991, RubpLOFF 1991 und BANKS und BEVERSDORF 1994). Insbesondere
Hybridkombinationen deren Eltern eine gewisse genetische Distanz aufweisen, zeigen
einen hohen Grad an Heterosis. ALl et a. (1995) stellten ausgehend von 30
Winterrapssorten eine positive, hoch signifikante Korrelation zwischen der Heterosis des
Samenertrages und der genetischen Distanz der Eltern, basierend auf morphologischen
Ertragsmerkmalen, fest. Die grofdte Heterosis betrug 33 %. Auch DIERS et a. (1996)
fanden eine signifikante Korrelation sowohl der genetischen Distanz, basierend auf
RFLP-Markern, as auch der allgemeinen Kombinationseignung mit dem Ertrag von
Winterraps. Es wurden aufRerdem mehrfach Linien unterschiedlicher geographischer

Herkunft untersucht. SHIGA (1976) beobachtete, dald Kreuzungen zwischen japanischen
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und europdischen Linien einen hoheren Ertrag zeigten als Kreuzungen innerhalb
japanischen Pflanzenmaterials. GRANT und BEVERSDORF (1985) fanden &hnliche
Ergebnisse in Sommerrapsmaterial: Hybriden zwischen kanadischen und européischen
Linien waren ertragreicher als Hybriden kanadischer Linien. LEFORT-BUSON et al. (1987)
untersuchten diallele  Kreuzungen innerhalb  europédischer und asiatischer
Herkunftsgruppen und faktorielle Kreuzungen zwischen diesen Gruppen. Die Hybriden
der Linien verschiedener geographischer Herkunft waren den anderen Hybriden im
Samenertrag Uberlegen und zeigten eine Heterosis von bis zu 45 %.

Hohe Auskreuzungsraten sind grundlegend fir |eistungsféahige Hybriden. GOweRs (1975)
stellte bel Rapshybriden, die mit Hilfe der Selbstinkompatibilitét hergestellt wurden,
Auskreuzungsraten von 97,4 bis 99,6 % fest. Fu et al. (1995) fanden @hnlich hohe Werte
von mehr as 96 % und WERNER et al. (1995) von 90 bis 97 %. Die Linie 8-1 zeigte in
den vorliegenden Untersuchungen in Kombination mit L 1 eine Auskreuzungsrate von
anndhernd 90 % (Tabelle 4.11, S. 112). Eine besonders hohe Auskreuzungsrate von 99 %
hatte die Hybride 6-9x L 3. Die untersuchten Hybriden der FK Il hatten insgesamt
niedrigere Auskreuzungsraten als die der FK |I. Auffallend schlecht waren die Hybriden
mit 11-9 as Mutter. Sie enthielten zu ca. 70 % ,sibs’. Unter Berlicksichtigung des
normalerweise auftretenden Fremdbefruchtungsanteils von selbstkompatiblem Raps von
ca. 33 % (BECKER 1992) scheint durch die Selbstinkompatibilitét demnach kaum eine
Erhéhung des Fremdbefruchtungsanteils stattgefunden zu haben. Auch die in den FK |
untersuchte Hybride mit 11-9 hatte die schlechteste Auskreuzungsrate. Diese Linie hat
wahrscheinlich eine weniger stark ausgepragte Selbstinkompatibilitét als die Ubrigen
selbstinkompatiblen Linien. In den Untersuchungen zur Selektion von Genotypen mit
stabil ausgeprégter Selbstinkompatibilitét zeigte eine der 11-9-Linien im Topcross als
einzige eine signifikant niedrigere Auskreuzungsrate (Abschnitt 2.3, Tabelle 2.15, S. 58).
Die Ubrigen Linien hatten unabhangig von der Abstammung von Pflanzen mit hohem
bzw. niedrigem Samenansatz eine aul3erordentlich hohe Auskreuzungsrate von 95 bis
100 %. Das ist ein Hinweis darauf, dal3 Linien, die rezessiv vererbte S-Allele tragen,
durchaus zur Herstellung von Hybriden mit hoher Auskreuzungsrate dienen kdnnen. Ein
ausreichendes  Pollenangebot  scheint  eine  Grundvoraussetzung fur  hohe

Auskreuzungsraten zu sein. In diesem Zusammenhang wéare ein Mischanbau der



116 KAPITEL 4 HERSTELLUNG UND PRUFUNG VON HYBRIDEN

Hybrideltern die ideale Produktionsweise. Ein solcher liefe sich mit Linien, die
unterschiedliche S-Allele tragen, verwirklichen. KoTT (1995) schléagt die Nutzung von
sich gegenseitig abschwéchenden S-Allelen der beiden verschiedenen S-Loci der
Ausgangsarten vor. Die Selbstinkompatibilitdt in diesen interspezifischen Hybriden wéare
folglich abgeschwécht und der Grad der Selbstung der Hybriden erhoht, was den Ertrag
auch bei schlechter Witterung sichert. Die Abschwéchung zwischen unterschiedlichen
S-Allelen wurde auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet und konnte bel der
Herstellung weiterer Hybriden berticksichtigt werden.

In den Untersuchungen der faktoriellen Kreuzungen wurden Linien mit hoher
dlgemeiner Kombinationseignung gefunden. Insbesondere 8-1 war eine der
leistungsfahigsten selbstinkompatiblen Linien. Sie zeigte in Kombination mit L 1 eine
auf3erordentliche Heterosis von 55 % und Spitzenertége von bis zu 120 % im Vergleich
zu aktuellen Hochleistungssorten. Diese Linie hatte eine stabil ausgepragte
Selbstinkompatibilitdt, die sich in einer hohen Auskreuzungsrate von 90 % aul3erte. Die
vielversprechenden Ergebnisse mit dieser Linie sind ein Beleg dafr, dal3 sich auch mit
rezessiven S-Allelen Linien entwickeln lassen, die eine stabile Selbstinkompatibilitét
zeigen und mit denen es moglich ist, leistungsstarke Hybriden mit der
Selbstinkompatibilitdt als Bestaubungsmechanismus herzustellen.

45 Zusammenfassung

Es wurden 75 Einfachhybriden in drel faktoriellen Kreuzungen hergestellt und in
Leistungsprifungen in mehreren Jahren und an mehreren Orten getestet.
Selbstinkompatible Mutterlinien wurden mit selbstkompatiblen Bestdubern kombiniert.
In Folge der in den Hybriden bestehenden Dominanz der Selbstkompatibilitét Uber die
Selbstinkompatibilitét, waren diese vollkommen sel bstfertil.

Die besten Hybriden hatten einen Mehrertrag von 10 bis 20 % im Vergleich zu aktuellen
Hochleistungssorten. Bei zwei Hybriden war eine Heterosis von 55 und 60 % vorhanden.
In alen drei faktoriellen Kreuzungen bestanden sowohl signifikante additive Effekte als

auch signifikante Dominanzeffekte fir den Ertrag. Die Auskreuzungsraten einiger
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Hybriden wurden mit Hilfe von Isoenzym- und RAPD-Markern bestimmt und erreichten
Hochstwerte von 80 bis 99 %.

Besonders hervorzuheben unter den selbstinkompatiblen Linien ist die Linie 8-1. Sie
hatte in alen drei faktoriellen Kreuzungen eine aulRerordentlich gute algemeine
Kombinationseignung. In Verbindung mit dem Vater L 1 zeigte sie einen Mehrertrag von
bis zu 20% gegeniber aktuellen Sorten, eine Heterosis von 55% und eine
Auskreuzungsrate von anndhernd 90 %.

Anhand dieser vielversprechenden Ergebnisse hinsichtlich der Heterosis und der
Auskreuzungsrate von Testhybriden wird die Eignung der rezessiv vererbten
Selbstinkompatibilitdt als Bestdubungsmechanismus bei der Herstellung hoch-
leistungsfahiger Rapshybridsorten bestétigt.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Selbstinkompatibilitét in Brassica
napus hinsichtlich ihrer Nutzung in der Hybridziichtung. Dabei wurde die Auslese neuer
SAllele, die Selektion auf stabile Auspréagung der Selbstinkompatibilitét und die
markergestitzte Selektion selbstinkompatibler Linien untersucht. Desweiteren wurden
Methoden zur Vermehrung von selbstinkompatiblen Inzuchtlinien geprift und
Testhybriden auf ihre Leistung und ihre Auskreuzungsrate hin analysiert.

In zwei Jahren konnten drei selbstinkompatible Linien aus aktuellem Zuchtmaterial mit
00-Qualitéat ausgelesen werden. Die selbstinkompatiblen Pflanzen traten zu einer
Haufigkeit von ca. 0,03% auf. Bei zwel selbstinkompatiblen Linien konnte eine
rezessive Vererbung in Bezug auf die Selbstkompatibilitdt nachgewiesen werden. Die
selektierten selbstinkompatiblen Linien wurden mit vorhandenen Linien diallel gekreuzt.
Dabei wurde festgestellt, dal3 die sieben gepriften Linien vier verschiedene S-Allele
hatten. In Untersuchungen der Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen
selbstinkompatiblen Linien zeigte sich ein modifizierender Einflu3 des genetischen
Hintergrundes. In Kombination mit einer Linie, die ein dominantes S-Allel hatte, war
gegenseitige Abschwéchung der Allele zu finden. Testhybriden, die in ener
Dreiwegkreuzung unter Nutzung drei verschiedener S-Allele, darunter das dominante
Allel, hergestellt wurden, waren zu 75 % selbstfertil.

Die Ausprdgung der Selbstinkompatibilitdt wurde von Umweltfaktoren beeinfluf3. In
einer  Topcrossanlage hatten selbstinkompatible Linien unabhangig von ihrer
Abstammung von Pflanzen mit geringem bzw. hohem Samenansatz eine auf3erordentlich
hohe Auskreuzungsrate von annghernd 100 %.

Es gelang mit Hilfe von in der Literatur beschriebenen Primern, welche von
hochkonservierten S-Locus-Sequenzen verschiedener Brassica-Arten abgeleitet waren,
einen kodominanten CAPS-Marker zu etablieren, der absolut mit der Selbst-
inkompatibilitét gekoppelt ist. Ein weiterer dominant/rezessiver CAPS-Marker zeigte
ebenfalls eine 100 %ige Kopplung. Mit Hilfe solcher molekularer Marker lassen sich

Ruckkreuzungsprogramme mit selbstinkompatiblen Linien 6konomisch durchfihren.
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Unter Nutzung des kodominanten CAPS-Markers konnten zudem drei von vier
untersuchten S-Allelen auf molekul argenetischem Niveau unterschieden werden.

Um selbstinkompatible Linien fir die Nutzung in der Hybridzichtung zu vermehren,
muf3 deren Selbstinkompatibilitdt zeitweise Gberwunden werden. Die in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Methoden einer Kochsalz- und einer Kohlendioxidbehandlung
fuhrten beide zu einer signifikanten Erhdhung des Samenansatzes. Zur Vermehrung
selbstinkompatibler Linien in begrenztem Umfang erscheint eine Bestaubung von Hand
nach manueller NaCl-Applikation auf die Narbe geeignet. Zur Produktion wvon
Hybridsorten werden gréf3ere Mengen an Saatgut bendtigt. In einem Freilandversuch in
isolierter Lage zeigte eine selbstinkompatible Linie unabhangig von einer Salzspritzung
einen hohen Samenansatz. In Abwesenheit von Fremdpollen neigte diese Linie demnach
zu Pseudokompatibilitét. Bei hohem Angebot an Fremdpollen wie im Topcross war die
Selbstinkompatibilitét jedoch stark ausgepragt, die resultierenden Hybriden hatten eine
sehr hohe Auskreuzungsrate.

In faktoriellen Kreuzungen wurden 75 Testhybriden hergestellt und in Leistungs-
prafungen in mehreren Jahren und an mehreren Orten untersucht. Es handelte sich dabel
um Einfachhybriden, wobei rezessiv selbstinkompatible Mutterlinien mit selbst-
kompatiblen Bestdubern kombiniert worden waren. In Folge der Dominanz der
Selbstkompatibilitét Uber die Selbstinkompatibilitdt waren die Hybriden vollkommen
selbstfertil. Die besten Hybriden hatten einen Mehrertrag von 10 bis 20 % im Vergleich
zu aktuellen Hochleistungssorten. Bei zwei Hybriden war eine Heterosis von 55 und
60 % vorhanden. Die Auskreuzungsraten einiger Hybriden wurden mit Hilfe von
Isoenzym- und RAPD-Markern bestimmt und erreichten Hochstwerte von 80 bis 99 %.
Besonders hervorzuheben unter den selbstinkompatiblen Linien ist die Linie 8-1. Sie
hatte in alen drei faktoriellen Kreuzungen eine aulRerordentlich gute algemeine
Kombinationseignung. In Verbindung mit dem Vater L 1 zeigte sie einen Mehrertrag von
bis zu 20% gegenuber aktuellen Sorten, eine Heterosis von 55% und eine
Auskreuzungsrate von anndhernd 90 %. Verschiedene Systeme zur Herstellung von
Hybriden werden diskutiert. Von grofem Vortell erscheint die Produktion von
Mehrweghybriden. Aufgrund der hohen Vermehrungsrate von Raps werden fur diese
Produktionsweise geringere Mengen an Saatgut der Hybrideltern bendtigt als zur
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Herstellung von Einfachhybriden. Die selbstinkompatiblen Linien kdnnten demnach
durch Salzbehandlung im Gewéchshaus vermehrt werden. Die vorliegenden
Untersuchungen haben gezeigt, dal3 es mdglich ist, verschiedene S-Allele aus
hochleistungsféhigem Rapszuchtmaterial zu selektieren. Unterschiedliche Selbst-
inkompatibilitétsallele konnen zur Produktion von Mehrweghybriden dienen, wobei sich
gegenseitig abschwéchende Allele von grofRem Vorteil sind, da be ihrer Nutzung
selbstfertile Hybriden entstehen. Nach Testkreuzung unter Verwendung sich gegenseitig
abschwéachender S-Allele wurden Hybriden gewonnen, deren Fertilitdt zu 75 %
wiederhergestellt war. Die vielversprechenden Ergebnisse der vorliegenden
Untersuchungen bekraftigen die Eignung der rezessiv vererbten Selbstinkompatibilitét als

Bestdubungsmechanismus bei der Herstellung lei stungsfahiger Rapshybridsorten.
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Tab. 1-10: Kreuzungen der F;-Pflanzen mit den Elterngenotypen — Aktivitdtsverhalten

Erlauterung:

In der oberen Reihe der obersten Zeile der Tabellen sind die S-Allel-Heterozygoten
aufgefihrt, in denen das Verhalten der S-Allele zueinander auf der Narbenseite (2) und
der Pollenseite (&) untersucht wurde. Unter den jeweiligen Heterozygoten sind die
getesteten S-Allele aufgefuhrt. Im Falle von S, unter S,S, bedeutet das, dal3 mit der
Testkreuzung SS; x S;S; die Aktivitdt des S,-Allels in der Heterozygoten S,S, auf
Narbenseite untersucht wird. Die S-Allel-Aktivitdt wurde nach der Forme 2.1 (S. 32)
berechnet. Wiederholungen sind untereinander aufgefihrt. In der Zeille S-Allelaktivitat
wurde der Mittelwert zwischen den Wiederholungen gebildet und in kursiver Schrift
dargestellt.

Pfeile: der obere Pfell charakterisiert die S-Allel-Wechselwirkung auf Pollenseite,
der untere Pfeil auf Narbenseite
Ss —» S Ssunterdriickt S, in seiner Aktivitét vollsténdig
S —=> 5 SiigtaktiverasS,
Sy - S Ssund Sysind in gleichem Mal3e aktiv
S <----- > S Syund S schwéchen sich gegenseitig ab
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Tab. 1
PSS &S P S dS, S
ss| s | s | s | s [s | s [5S
Mittl. Pollen- |0 0 167 (333 |0 233 [067 |O
schlauch- 1,67 |5
wachstum
Mittl. Anzahl |0 0 267 |9 4,3 21 12 0
Samen pro 8,67 |13,67
Schote
S-Alld- 100 100 85,73 59,45 (85,86 |23,28 |58,33 |100
Aktivitat 65 38,60
[%] 75,87 [49,03
Aktivitéts- S ———= S, S ——=2 S
unterschiede
Tab. 2
0SS, 3 S S QS S JS S
S S S S S S S S
Mittl. Pollen- 11,33 |1,67 |O 067 |1 233 |1 0,67
schlauch-
wachstum
Mittl. Anzahl 18,67 [9,67 |0 067 |233 (2233 |4 7,33
Samen pro
Schote
S-Alld- 67,12 |62,71 |100 95,59 89,05 18,91 |8356 |73,69
Aktivitat
[%]
Aktivitats- S, [l S, S, &£ S5

unterschiede
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Tab. 3
9 S« S & S« Sw 9 Sw S d Sw S«
S Sw S Sw S Sw S Sw

Mittl. Pollen- |0 1 0,67 |0 067 (233 |1 4,33
schlauch-
wachstum
Mittl. Anzahl |0 12 0 0 1 8,67 |767 |[18,33
Samen pro
Schote
S-Alld- 100 57,25 97,8 |[100 94,51 63,83 71,49 |25,45
Aktivitat
[%]
Aktivitats- S TS S, Sy =—— S
unterschiede

Tab. 4

PSS, dSS S, S 4SS
S S S S S S, S S

Mittl. Pollen- | 1,33 |6 567 [533 (067 |O 4 1
schlauch- 5,33 6
wachstum
Mittl. Anzahl | 5,67 [28,33 (23,33 |21,67 |0 0 30 0
Samen pro 16,33 26,3
Schote
S-Alld- 76,98 |0 463 |11,21 |[97,80 |100 0 96,71
Aktivitat 28,77 0
[ %] 19,99 0
Aktivitats- S S, ——/—/———* S

unterschiede
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Tab.5
9SS, Jss, 9SS, SEE
s | s | s [s | s |s | s |5
Mittl. Pollen- | O 067 (033 [067 |O 1,33 (433 |2
schlauch- 0,33 3,33
wachstum
Mittl. Anzahl |0 167 (233 |3 0 3 11,33 |7,67
Samen pro 0,33 13
Schote
S-Alld- 100 92,3 92,3 (87,93 |100 85,76 |48,47 |68,2
Aktivitét 97,8 46,3
[ %] 92,87 66,03
Aktivitéts- § IIIIIIII S S ——>
unterschiede
Tab. 6
oSS, Js,S, 0SS, ISS,
S [ Sw | s [ S| s | S| s | S
Mittl. Pollen- | O 4 0 0 0 0 0 0,33
schlauch- 5
wachstum
Mittl. Anzahl |0 18,67 |5 033 |0 033 |8 0
Samen pro 19,33
Schote
S-Alld- 100 2545 |80,27 98,91 |100 98,91 |73,69 |98,91
Aktivitét 19,99
[ %] 22,72
Aktivitéts- S, Tty Sy Sy T//—/——= S

unterschiede
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Tab. 7
RSy 35S PSS 38S
Sy S S S S S S S
Mittl. Pollen- |0 0 367 |0 0 5 367 |5
schlauch- 0,33
wachstum
Mittl. Anzahl |0 0 10,33 |0 0 25,33 |13 10,67
Samen pro 2,67
Schote
S-Alld- 100 100 53,96 |100 100 0,26 |45,18 |48,47
Aktivitat 90,13
[%] 72,05
Aktivitats- S S S S, > s,
unterschiede
Tab. 8
Q' S, Sw 3 S, Sw QSw S, 3 SuS
S Sw S Sw S Sw S Sw
Mittl. Pollen- 10,33 (4,33 |1 0,67 |333 [367 |5 0
schlauch- 4
wachstum
Mittl. Anzahl |0,67 |30,33 |14 2 3 533 |26 0
Samen pro 17
Schote
S-Alld- 96,71 |0 50,67 91,22 (79,18 |70,40 |0 100
Aktivitat 30,94
[ %] 55,06
Aktivitats- S <——= Su S, —T—— > S,

unterschiede
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Tab.9
?S S JdS'S 2SS dSS

S S, S S, S S, S S
Mittl. Pollen- 11,33 0,33 |5 0 1,33 |567 |4,67 |4,67
schlauch-
wachstum
Mittl. Anzahl |1,33 |0 27,67 |0 167 (1433 |14 11,33
Samen pro
Schote
S-Alld- 91,22 |9891 |0 100 90,13 |34,23 [38,6 |47,38
Aktivitat
[%]
Aktivitats- S, SS——— S S, S S,
unterschiede

Tab. 10
PSS, dSuS ?S Sy 3'S, Sw

Sw S Sw S Sw S, Sw S
Mittl. Pollen- 12,33 |5,67 (2,67 |533 |5 033 |533 |0
schlauch- 4,33 5 4,33
wachstum
Mittl. Anzahl 5,33 |155 |13 18 12,33 |0 21 0
Samenpro |9 23,33 15
Schote
S-Alld- 74,78 (30,38 [48,47 |23,28 |43,01 (98,91 |1341 |100
Aktivitat 56,16 6,84 36,43
[ %] 65,47 27,66 29,5
Aktivitéts- Sy =S, S —/—=2 S

unterschiede
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