Genetischer und molekularer Vergleich
verschiedener Formen der mannlichen Sterilitat
als Beitrag zur Etablierung von Hybridzuchtverfahren

- Allium schoenoprasum L.: Eine Pflanze mit Modellcharakter -

Vom Fachbereich Gartenbau
der Universitdt Hannover
zur Erlangung
des akademischen Grades eines

Doktors der Gartenbauwissenschaften
- Dr. rer. hort. -

genehmigte
Dissertation

von
Dipl.-Ing. agr. Thomas Engelke
geboren am 03.12.1968 in Holzminden

1999



Referent: Prof. Dr. Turan Tatlioglu
Korreferent: Prof. Dr. Dr. h.c. Wolfgang Friedt
Tag der Promotion: 16.02.1999
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VON DER ENTSTEHUNG DER GESCHLECHTER:

"Empedokles behauptet, dap méinnliche und weibliche Wesen entstanden seien, je nach
dem Einfluf3 von Wirme oder Kdlte. Daher werde berichtet, daf3 die ersten mdnnlichen
Wesen mehr im Osten und Stiden aus der Erde entstanden seien, die weiblichen mehr im

Norden."

AETIUS V,7






Kurzfassung

Genetischer und molekularer Vergleich verschiedener Formen der ménnlichen
Sterilitiit als Beitrag zur Etablierung von Hybridzuchtverfahren
- Allium schoenoprasum L.: Eine Pflanze mit Modellcharakter -

Die kerngenetischen méinnlichen Sterilititsfaktoren wi, st/ und s¢2 zeigen nichtallelische,
monogen rezessive Vererbung in ihren urspriinglichen Cytoplasmen. Diese neuen
Sterilitdten wurden im Hinblick auf eventuell vorhandene cytoplasmatische Erbfaktoren
charakterisiert. Durch RFLP-Analysen mit mitochondrialen Gensonden erfolgte zunéchst
ein Vergleich cytoplasmatisch méannlich steriler (CMS) und restorierter Genotypen des
bekannten CMS-Systems mit Pflanzen der wi-, st/- und s¢2-Sterilitdt sowie mit fertilen
Pflanzen verschiedener Herkiinfte. Neben dem (S)-Cytoplasma des CMS-Systems wurden
vier weitere Cytoplasmen differenziert. Eine mdgliche Funktion des a#p9-Gens bei der
Bildung der verschiedenen Cytoplasmatypen wird unter Beriicksichtigung der Entstehung
bekannter CMS-Sequenzen von anderen Pflanzenarten diskutiert.

Die Unterscheidung von cytoplasmatischer (CMS) und genischer (GMS) minnlicher
Sterilitdt wurde durch eine gezielte Einlagerung der kerngenetischen Sterilitdtsfaktoren in
die verschiedenen Cytoplasmatypen erreicht. Wihrend wi und st/ in vier verschiedenen
Cytoplasmatypen ausgeprigt werden, bedingt das Gen sz2 nach Einlagerung in ein anderes
Cytoplasma keine ménnliche Sterilitét. Folglich sind wi und st/ GMS-Formen, wéhrend an
der Auspriagung der st2-Sterilitit ein cytoplasmatischer Erbfaktor beteiligt ist. Dieser
wurde durch reziproke Kreuzungen verifiziert und das CMS-System durch Selektion von
Maintainer-Genotypen vervollstindigt. Im Gegensatz zu dem friiher beschriebenen CMS-
System wird keine der neuen Sterilititen durch hohe Temperaturen oder Tetracyclin
beeinflult. Vorteile des neuen CMS-Systems fiir die praktische Pflanzenziichtung und die
Vor- und Nachteile von Umwelteinfliissen auf die Expression der ménnlichen Sterilitét
werden diskutiert.

Die Sterilitdt der neuen CMS entsteht durch einen funktionellen Schaden des sporophy-
tischen Gewebes, wihrend die Mikrosporogenese normal verlduft. Bei der wi- und s¢!-
Sterilitdt kommt die Mikrosporogenese im Tetradenstadium zum Stillstand, begleitet von
einer Hypertrophie des Tapetums. Wahrend bei wi-sterilen Pflanzen die Kallosehiille der
Mikrosporen noch abgebaut wird, fehlt dieser Abbau bei der s¢/-Sterilitit.

Molekulare Untersuchungen bestétigten die maternale Vererbung der Mitochondrien. Die
mitochondriale Genomorganisation scheint nicht durch die kerngenetischen Sterilitits-
faktoren beeinfluflt zu werden.

Zwei mitochondrial kodierte Proteine unterscheiden sich bei dem sterilititsinduzierenden
Cytoplasma des neuen CMS-Systems (16,8 und 4,6 kDa) im Vergleich zu den
Normalcytoplasmen (17,8 und 4,4 kDa). Das kleinere Protein ist das Produkt des atp9-
Gens. Das Restorergen St2/st2 und das GMS-Gen Wi/wi beeinflussen die Translation der
mitochondrial kodierten Proteine in den untersuchten Organen (Wurzeln und Laub) nicht.
Im Laub wird ein zusétzliches Protein (27 kDa) im Vergleich zu den mitochondrial
kodierten Proteinen der Wurzel gebildet.

Zur weiteren Charakterisierung der temperaturabhéngigen Fertilitdtsrestoration des friither
beschriebenen CMS-Systems wurden mittels nichtradioaktivem Differentiell Display
unterschiedlich exprimierte mRNAs in sterilen und restorierten Klonteilen -eines
temperatursensitiven Genotyps nachgewiesen. Diese Arbeiten sollen die Grundlage zur
Isolierung des temperatursensitiven Restorergens legen.






Abstract

Genetic and molecular comparison of different forms of male sterility, making a
contribution to the establishment of hybrid-breeding methods
- Allium schoenoprasum L.: A plant with model qualities -

The nuclear sterility factors wi, st/ and st2 showed a nonallelic, monogenic recessive
inheritance in their original cytoplasms. These new male sterilities were further
characterised with respect to cytoplasmic factors which might be causally related to them.
Cytoplasmic male sterile (CMS) and restored genotypes of the known CMS-system are
compared with plants of the wi-, the s¢/- and the s¢2-sterility and additional fertile plants of
different origin by means of RFLP-analyses using mitochondrial gene probes. Besides the
(S)-cytoplasm of the CMS-system, four additional cytoplasms have been distinguished.
There is consequently a high degree of variability of the mitochondrial genome in chives.
A possible function of the atp9-gene in generating the different cytoplasm types is
discussed in relation to the origin of known CMS-sequences in other plant species.

The differentiation of cytoplasmic (CMS) and genic (GMS) male sterility was achieved by
a specific transfer of the nuclear male sterility factors to the different cytoplasm types.
While wi and st/ are expressed in four different cytoplasm types, st2 does not show itself
in a cytoplasm type differing from the original. Therefore, wi- and st/-sterilities are GMS,
but a cytoplasmic factor is needed for the occurrence of the sz2-sterility. This cytoplasmic
factor was verified by reciprocal crosses and the CMS-system was completed by the
selection of maintainer genotypes. In contrast to the previously described CMS-system,
none of these new sterilities were affected by high temperatures or tetracycline. The
benefits of a new CMS-system to practical breeding and the advantages and disadvantages
of the environmental effects on the expression of male sterility are discussed.

In contrast to the other male sterilities investigated, the microsporogenesis in the plants of
the new CMS-system is not altered but the male sterility is caused by a functional damage
of the sporophytic tissues. In wi and st/-sterile plants the microsporogenesis is stopped
during the tetrad stage of the microspores, accompanied by hypertrophy of the tapetum.
While in wi-sterile plants the callose wall surrounding the microspores is broken down like
in fertile plants, in s¢/-sterile plants the callose is left over.

The maternal inheritance of mitochondria is confirmed by further molecular investigations.
The mitochondrial genome organisation seems not to be altered by the nuclear sterility
factors.

Two mitochondrial encoded proteins of the sterility inducing cytoplasm of the new CMS
differ in size (16.8 and 4.6 kDa) from the corresponding proteins in normal cytoplasm
types (17.8 and 4.4 kDa). The smaller protein is the product of the atp9 gene. The restorer
gene St2/st2, as well as the GMS-gene Wi/wi, does not affect the translation of the
mitochondrial proteins in the investigated organs (roots and leaves). An additional
mitochondrial protein (27 kDa) is expressed in the leaves when compared to the proteins
which are expressed in the mitochondria derived from roots.

For further characterisation of the fertility restoration depending on high temperatures in
the previously described CMS-system, differences in the transcript patterns of sterile and
restored clones of a temperature sensitive genotype are detected by means of
nonradioactive differential display. The isolation of the temperature sensitive restorergene
should be possible on the basis of these investigations.
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Verzeichnis der Abkuirzungen

soweit nicht im Text erklart oder allgemein verstdndlich

A Adenin

ADP Adenosindiphosphat

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaar

BSA Rinder-Serumalbumin

C Cytosin

cpm Counts per minute

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid
DDT Dithiotreitol

DNA Desoxyribonukleinsiure

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure Dinatriumsalz
EGTA Ethylenglycol-bis-(3-Amino-Ethylether)N,N -Tetraessigsdure
G Guanin

GTP Guanosin 5 Triphosphat

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

M Molar

MBq Megabequerel

mg Miligramm

ml Milliliter

mM Millimolar

MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonséure
ug Mikrogramm

ul Mikroliter
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PVP-40 Polyvinylpyrrolidon

RAPD Random Amplified Polymorphic DNA
RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism
RNA Ribonukleinsdure
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SDS Natriumdodecylsulfat
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T Thymin

TBq Tausendbequerel

Temed N,N,N",N",-Tetramethylethylendiamin
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
tRNA transfer Ribonukleinsdure

U Uracil

Xg Erdbeschleunigung

Besondere Schreibweisen:

In der vorliegende Arbeit werden folgende germanisierte Fachausdriicke angelséchsischen

Ursprungs verwendet:

Gene zur Wiederherstellung der Fertilitdit werden als "Restorergene" und kreisformige
mitochondriale DNA-Molekiile als "Cirkel" bezeichnet. Verwandte Ausdriicke sind diesen

Schreibweisen angepalt.
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1 Einleitung

In einem Hybridzuchtprogramm werden zunédchst durch den Aufbau vitaler Inzuchtlinien
letale oder subletale Gene ausgemerzt. Bei vorliegender Kombinationseignung kann durch
anschliefende Kreuzung dieser Linien die Heterosis genutzt und somit eine leistungsstarke
Fi-Hybridsorte geziichtet werden. Ein weiterer Vorteil der Hybridziichtung gegeniiber
anderen Zuchtprogrammen besteht darin, dominant vererbte qualitative sowie quantitative
Eigenschaften leicht kombinieren zu konnen. Insbesondere gilt dies fiir Merkmale, die in
Repulsionskopplung vorliegen, wie beispielsweise die Resistenzgene gegen verschiedene
Mehltaurassen beim Spinat (BRANDENBERGER et al. 1992). Einige Merkmale werden aus-
schlieBlich durch die heterozygote Konstitution der beteiligten Gene ausgeprégt, wie zum
Beispiel Mischfarben oder bestimmte Bliitenformen des Sternphlox (Kuckuck 1979). Die
Individuen einer Hybridsorte sind genetisch weitgehend identisch, so dal3 einheitliche
Bestinde erzielt werden. Dies ist besonders bei maschinell bearbeiteten Kulturen, im
Vertragsanbau und bei Verpackung und Transport von Vorteil. Die Saatgutproduktion
kann aufgrund des hohen Heterozygotiegrades in den Hybridsorten nur durch Kreuzung
der Elternlinien erfolgen, so dall ein Nachbau nicht méglich, und folglich ein natiirlicher

Sortenschutz gegeben ist.

Bei der Herstellung einer Hybridsorte sind Befruchtungen des Saatgutelters durch eigenen
Pollen zu verhindern, weil die Sorte sonst durch inzuchtgeschwéchte Individuen verun-
reinigt wird. Dies kann in besonders effektiver Weise durch Nutzung ménnlich steriler
Pflanzen geschehen. Sie bilden keine funktionsfdhige Pollen oder setzen diese nicht frei,
thre Ovarien sind jedoch normal befruchtungsfihig, so dal ménnlich sterile Pflanzen
ziichtungstechnisch als rein weiblich betrachtet werden kénnen. Der Abbruch der Pollen-
entwicklung erfolgt bei verschiedenen Sterilitdtsformen wéhrend unterschiedlicher
Entwicklungsstadien. Am Anfang der vorliegenden Arbeit werden deshalb die Grundlagen
des Entwicklungsprozesses der Bliitenorgane kurz beschrieben und die Entwicklungs-
stadien erfaB3t, bei denen die hier untersuchten Sterilitdtsformen in Erscheinung treten.
Dabei wird auch auf die Bedeutung der mannlichen Sterilitdt in natiirlichen Populationen,

also fiir die Evolution, eingegangen.

Aufgrund ihrer Vererbung werden zwei Sterilitditsformen unterschieden, die cytoplas-

matische und die genische mannliche Sterilitit.

Cytoplasmatische méinnliche Sterilitit (CMS)

Die CMS ist gekennzeichnet durch die Interaktion zwischen einem Sterilititscytoplasma
(S) und Restorergenen im Kern (Rf/rf), die meistens im dominanten Zustand die Fertilitit

wiederherstellen konnen. In der &lteren Literatur wurde auch der Begriff genisch-
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cytoplasmatische Sterilitdt verwendet, um eine Abgrenzung zu solchen Sterilititsformen zu
ermoglichen, bei denen noch keine Restorergene gefunden wurden, und die folglich nur
cytoplasmatisch bedingt zu sein scheinen. Neben dem (S)-Cytoplasma existiert ein
weiterer Plasmatyp (N), der unabhédngig von der Konstitution am Restorerlocus fertile
Pflanzen bedingt. Unter der Voraussetzung einer konstant maternalen Vererbung des
Cytoplasmas ist es moglich, durch Bestdubung einer sterilen Pflanze (S)rfrf mit einer
Erhalterlinie (Maintainer: (N)rfrf) eine Nachkommenschaft zu erzeugen, die zu 100% aus
ménnlich sterilen Pflanzen besteht und als Mutterlinie (A-Linie) in der Hybridziichtung
genutzt werden kann (Abb.1.1). Werden bei einer Kulturart die Samen oder Friichte
geerntet, so ist es notwendig, dal die Restorergene bei der Vaterlinie im dominanten
Zustand vorliegen, um eine fertile Hybride zu erhalten. Werden dagegen nur die vegetati-
ven Teile der Kultur genutzt, ist eine Restoration der Fertilitét nicht notwendig.

Mainnlich sterile A-Linie  x  Maintainer B-Linie (wird durch Selbstbestdubung erhalten)

S) rfrf \ (N) rf fr

Mannlich sterile Linie x  Restorer C-Linie (wird durch Selbstbestdubung erhalten)

S)rf1f \ (S) Rf Rf oder (N) Rf Rf

restorierte Hybridsorte

(S) Rf1f

Abb. 1.1: Nutzung eines CMS-Systems zur Herstellung einer fertilen Hybridsorte.

Beim Schnittlauch konnte ein CMS-System etabliert werden, in das neben dem Restorer-
gen X/x, das im dominanten Zustand die Fertilitdt wiederherstellt (TATLIOGLU 1982), zwei
weitere Gene involviert sind, die einen fertilititsfordernden Einflufl haben. Das Gen 77/t
bedingt im dominanten Zustand eine Temperatursensitivitit der CMS, die bei konstant
hohen Temperaturen (24°C) zu fertilen Pflanzen fiihrt (TATLIOGLU 1987). Somit handelt es
sich bei dem 7-Gen um ein Temperatur-sensitives Restorergen. Das Gen A/a fiihrt im
rezessiven Zustand zu Tetracyclin-sensitiven CMS-Pflanzen, bei denen die Applikation
einer Tetracyclinlosung etwa 14 Tage vor der Bliite die Fertilitit fordert (TATLIOGLU und
WRICKE 1988; RUGE et al. 1993). Sowohl die durch hohe Temperatur als auch die durch
Tetracyclinbehandlung hervorgerufene Fertilitit ist reversibel (TATLIOGLU 1985, 1986)

Durch molekularbiologische Untersuchungen von CMS-Systemen verschiedener Pflanzen-
arten wurde gezeigt, dal der cytoplasmatische Sterilitdtsfaktor durch Umorganisationen im
mitochondrialen Genom entsteht, in deren Folge sich Verdnderungen im Transkriptions-
und Translationsmuster der Mitochondrien ergeben. Bei restorierten Pflanzen wird oftmals
die Synthese von zusétzlich gebildeten CMS-spezifischen mitochondrialen Proteinen durch
die meist dominanten Restorergene unterdriickt. Die Chloroplasten konnten als Erbtrager

der CMS ausgeschlossen werden, nachdem in fertilen somatischen Hybriden von
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Nicotiana (BELLIARD et al. 1978), Brassica (PELLETIER et al. 1983) und Petunia (CLARK et
al. 1985) das Chloroplastengenom des sterilen Elters und in sterilen Regeneraten das

Chloroplastengenom des fertilen Elters nachgewiesen wurde.

Die Untersuchung der mitochondrial kodierten Proteine bei der CMS des Schnittlauchs
ergab ein CMS-spezifisches 18kDa Polypeptid, dessen Synthese durch das dominante
Restorergen X/x reduziert wird (POTZ und TATLIOGLU 1993). Die Tetracyclinsensitivitit
der CMS konnte ebenfalls gekldrt werden. So wird wie in Bakterien und Hefen die
gesamte Proteinbiosynthese der Mitochondrien durch Tetracyclin gehemmt. Sensitive
Pflanzen, (S)xxaa, enthalten eine geringere Menge des CMS-spezifischen 18kDa Poly-
peptids, die durch die Behandlung unter einen Schwellenwert gedriickt wird, so daB3 die
sterilitdtsbedingende Wirkung verloren geht. Insensitive Pflanzen, (S)xxA4., haben dagegen
einen so hohen Gehalt des Polypeptids, daB3 der Schwellenwert durch die Behandlung nicht
unterschritten wird (SCHNEIDER und TATLIOGLU 1994; TATLIOGLU et al. 1995). Bei
Applikation hoherer Tetracyclinkonzentrationen gehen die Pflanzen ein. Das Gen fiir die
Tetracyclinsensitivitdt der CMS ist also ein unvollstindig wirkendes Restorergen, das nur
in Verbindung mit der Tetracyclinbehandlung phénotypisch zu fertilen Pflanzen fiihrt. Die
Wirkung der Temperaturbehandlung auf die mitochondriale Translation wurde ebenfalls
untersucht. Der Gehalt des mitochondrialen 18kDa Polypeptids bei Temperatur-sensitiven
und -insensitiven Pflanzen unter normalen Temperaturbedingungen (20°/12°C, Tag/Nacht)
ist etwa gleich hoch. Die Synthese des Proteins wird nur bei Temperatur-sensitiven Geno-
typen, (S)xxT., unter hohen Temperaturen (konstant 24°C) gehemmt (SCHNEIDER und
TATLIOGLU 1996a). Daraus ist zu folgern, daB3 das 7-Gen nur unter hohen Temperaturen

eingeschaltet wird, und es sich somit um ein Temperatur-sensitives Restorergen handelt.

Bezogen auf die molekularen Grundlagen der CMS, sind trotz der oben dargestellten
Kenntnisse bis heute einige Fragen offen geblieben. So ist iiber die Funktion der zusétz-
lichen CMS-spezifischen mitochondrialen Proteine bisher wenig bekannt, und auch die
molekularen Prozesse, die zur Beeinflussung der Mitochondrien durch das Kerngenom
fiilhren, sind weitgehend ungeklirt. Einige Kerngene konnen die Organisation mitochon-
drialer Gene verdndern und somit bei Nachkommen zu anderen mitochondrialen
Genomorganisationen fiihren, als aufgrund einer konstanten maternalen Vererbung zu
erwarten wiére. Ein Beispiel in Verbindung mit der ménnlichen Sterilitdt ist das Restorer-
gen von Phaseolus vulgaris, das die Elimination des die CMS-Sequenz tragenden
"Chromosoms" aus dem mitochondrialen Genom bewirkt (MACKENZIE und CHASE 1990).
Da die Konstanz der maternalen Vererbung des Cytoplasmas eine Voraussetzung fiir
Kreuzungsanalysen zur Unterscheidung von CMS und GMS ist, werden im Rahmen dieser
Arbeit diesbeziigliche Versuche beim Schnittlauch angestellt und der Einfluf3

kerngenetischer Sterilititsfaktoren auf die mitochondriale Genomorganisation untersucht.



20 1 Einleitung

Bei der Mehrzahl der untersuchten Pflanzenarten wirken die Restorergene auf die
mitochondriale Transkription oder Translation der CMS-Sequenzen. Die dabei
ablaufenden molekularen Prozesse sind ungeklirt. Ein wesentlicher Beitrag zum Verstidnd-
nis der molekularen Prozesse die zu CMS-Phénotypen und deren Restoration fiihren, ist
durch die Isolierung von Restorergenen zu erwarten. Bisher ist nur beim Mais mittels
"transposon-tagging" die Isolierung eines Restorergens (Rf2) gelungen. Dieses Gen zeigt
eine 70%ige Sequenzhomologie zu den Aldehyddehydrogenasen (Cul et al. 1996). Der
ProzeB3 der Fertilitdtsrestoration beim Mais ist dennoch ungeklirt (LEVINGS 1996). Das
Rf2-Gen steht in komplementdrer Wirkung zum Rf7/-Gen (LAUGHNAN und GABAY-
LAUGHNAN 1983), beeinflut die Expression des CMS-spezifischen mitochondrialen
Proteins aber im Gegensatz zu diesem nicht (DEWEY et al. 1987) und ist folglich nur

bedingt mit den Restorergenen anderer Pflanzenarten vergleichbar.

Auch die genetische Determination des Temperatureinflusses auf die Auspragung der CMS
ist nicht ausreichend geklédrt worden. Dieser Einflu3 kann sich bei manchen Pflanzenarten,
wie z.B. beim Raps (FAN und STEFFANSON 1986; RENARD et al. 1998) sehr nachteilig auf
die Hybridsaatgutproduktion auswirken, wenn es zu Befruchtungen innerhalb der A-Linie
kommt. Umgekehrt muf3 bei den Hybriden eine stabile Restoration erfolgen, wenn Samen
oder Friichte geerntet werden sollen. Ein aktuelles Beispiel fiir eine instabile Restoration
ist die Roggenhybridsorte "Farino® mit der nach einer flinfjdhriger amtlichen Priifung mit
konstant hohen Leistungen im ersten Anbaujahr, 1998, bereits 15% der Roggenanbau-
fliche in der Bundesrepublik bestellt wurde. Es traten in diesem Jahr erhebliche Ertrags-
einbuBBen (bis zu 80%) durch Schartigkeit (unbefruchteter Samenansatz) auf, in deren
Folge hoher Mutterkornbesatz beobachtet wurde. Die Schartigkeit wird auf einen un-
zureichenden Pollenflug zuriickgefiihrt (Presseinformation der Firma Lochow-Petkus vom
18.07.1998). Da andere Roggen-Hybridsorten keine entsprechenden Ausfille gezeigt
haben, ist zu vermuten, da3 in der Sorte 'Farino® die Restoration der CMS nur unzu-
reichend erfolgt ist. Die Ursache dafiir konnten die ungiinstigen Witterungsbedingungen
wihrend der Bliite in 1998 sein. In diesem Fall hétte in der Sorte "Farino® eine unbewul3te
Selektion umweltabhéngiger, wahrscheinlich Temperatur-sensitiver Restorergene statt-
gefunden. Weitere molekulare Untersuchungen der Temperatursensitivitit beim Schnitt-
lauch sowie des betreffenden Gens kdnnen zum Verstdandnis der Fertilitétsrestoration und
threr Umweltvariabilitdt auch bei CMS-Systemen anderer wirtschaftlich wichtiger
Pflanzenarten beitragen. In der vorliegenden Arbeit werden aus den genannten Griinden
grundlegende Arbeiten zur Isolierung des Temperatur-sensitiven Restorergens beim
Schnittlauch durchgefiihrt.

Genische ménnliche Sterilitit (GMS)

In der klassisch genetischen Analyse wurde bei der GMS kein maternal vererbter (also

cytoplasmatischer) Faktor nachgewiesen, sie wird ausschlieBlich durch meistens rezessive
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Kerngene bedingt. Um die Sterilitdt in der nichsten Generation zu erhalten, kann besten-
falls eine sterile Pflanze durch eine heterozygote bestdubt werden. In der Nachkommen-
schaft erfolgt eine Aufspaltung fertiler und steriler Pflanzen im Verhéltnis 1:1. Die Erzeu-
gung einer vollstindig ménnlich sterilen Linie ist nicht mdglich, und folglich sind der
Nutzung dieser Sterilititsform in der Hybridsaatguterzeugung Grenzen gesetzt.
Anwendung findet die GMS zur Erzeugung von Hybridsaatgut hauptsdchlich bei Zier-
pflanzen, besonders wenn die ménnliche Sterilitdt durch eine Umwandlung der Antheren in
Bliitenblitter bedingt ist, und somit gleichzeitig Bliitenfiillung erreicht werden kann (z. B.
bei Tagetes und Zinnia, KUCKUCK 1979). In der Regel ist aber die Selektion der sterilen
Pflanzen aus einer spaltenden Nachkommenschaft sehr aufwendig. Die GMS kommt
jedoch im Pflanzenreich etwa vier mal héaufiger vor als die CMS (KAUL 1988). Bei einer
Reihe von wichtigen Kulturpflanzen, wie z. B. der Tomate, dem Spinat oder Porree konnte
bisher nur GMS nachgewiesen werden; bei anderen Arten (Weizen, Raps) befriedigen die
vorhandenen CMS-Systeme in der Praxis aufgrund ihrer Instabilitit oder aufgrund von
Kopplung mit unerwiinschten Eigenschaften nicht. Die Ziichtung von Hybridsorten ist
jedoch auch bei diesen Pflanzenarten erwiinscht. Es stellt sich daher die Frage, ob die GMS
so zu beeinflussen ist, dal} sie ziichterisch wie eine CMS zu nutzen ist. Klar definierte

GMS-Systeme bilden die Voraussetzung, um diese Fragestellung bearbeiten zu kdnnen.

Beim Schnittlauch konnten neben dem CMS-System drei Kerngene (Wi/wi, Stl/stl,
St2/st2) nachgewiesen werden, die in rezessiver Form ménnliche Sterilitdt auslosen konnen
(TATLIOGLU 1994). In der vorliegenden Arbeit soll geklirt werden, ob diese drei Kerngene
genische ménnliche Sterilitdten bedingen, oder ob zusitzlich cytoplasmatische Faktoren an
der Ausprigung dieser Sterilititen beteiligt sind. Dazu sollen Cytoplasmatypen mit
variierenden mitochondrialen Genomorganisationen selektiert werden und in einer
klassisch genetischen Analyse durch Einlagerung der kerngenetischen Sterilitétsfaktoren in
diese verschiedenen Cytoplasmatypen eine Unterscheidung von CMS und GMS herbei-
geflihrt werden. Da das wi-Gen in zwei Cytoplasmen ausgeprigt wird, kann bereits davon
ausgegangen werden, dafl dieses Gen genische méannliche Sterilitdt bedingt (TATLIOGLU
1994; ENGELKE und TATLIOGLU 1996a).

Begriindet in der erwdhnten Tatsache, daB3 der Nutzung der GMS in der Hybridziichtung
Grenzen gesetzt sind, wurde der molekularbiologischen Erforschung dieser Sterilitdtsform
im Vergleich zur CMS bisher wenig Aufmerksamkeit geschenkt. Kenntnisse iiber die
molekularen Grundlagen der GMS konnten aber zu einer besseren Nutzbarkeit dieser
Sterilitdtsform in der Pflanzenziichtung beitragen. Im Mittelpunkt der molekularen Unter-
suchungen, die bei der GMS im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt werden sollen, steht
die Fragestellung, ob auch die GMS-Gene mit den Mitochondrien interagieren, indem sie
die mitochondriale Genomorganisation verdndern oder die Expression mitochondrialer
Gene beeinflussen. Hinweise, dall GMS-Gene die Mitochondrien beeinflussen konnten,

wurden bei Nicotiana sylvestris gefunden. Dort ergab die in organello Proteinbiosynthese
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ménnlich steril bliihender Regenerate aus Protoplastenkultur ein mitochondriales Protein-
muster, das sich von den fertilen Ausgangspflanzen unterscheidet und dem zuvor
bekannter CMS-Pflanzen gleicht (DE PAEPE et al. 1990). Die minnlich steril blithenden
Regenerate lieBen sich beziiglich ihrer mitochondrialen Genomorganisation jedoch nicht
von den Ausgangspflanzen unterscheiden und wurden deshalb der GMS zugeordnet.
Allerdings fehlt bei diesen Versuchen ein klarer klassisch genetischer Nachweis der GMS.
Andere Arbeiten, in denen die molekularen Grundlagen von CMS und GMS verglichen

werden, sind nicht bekannt.

Eine Mdglichkeit die pflanzenziichterische Nutzbarkeit von GMS-Systemen zu verbessern,
konnte in ihrer Beeinflussung durch gednderte Umweltbedingungen oder durch die
Applikation von Chemikalien erfolgen. Im Rahmen des Vergleichs von CMS- und GMS-
Systemen wird in der vorliegenden Arbeit die Wirkung von Temperaturvariationen und
Tetracyclinapplikationen auf die Ausprigung der drei neuen Sterilitdtsformen beim
Schnittlauch untersucht. Dabei wird auch der Bliitezeitpunkt als Indikator fiir Friihzeitig-

keit erfalt und seine ziichterische Bedeutung diskutiert.

Die oben dargestellten Fragestellungen zum Verstdndnis der ménnlichen Sterilitét
erfordern es, die Grundlagen und Nutzungsmoglichkeiten der ménnlichen Sterilitdt in
einem moglichst breitem Kontext zu diskutieren. Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag
dazu leisten, indem durch einen Vergleich der am Schnittlauch erlangten Kenntnisse mit
anderen Pflanzenarten Gemeinsamkeiten und Unterschiede dieser fiir die Pflanzenziichtung
so wichtigen Merkmalsausprigung herausgearbeitet werden. Dazu werden neben
cytologischen Untersuchungen, klassisch genetischen Analysen und Priifung von Umwelt-
bzw. Behandlungseinfliissen auf die méannliche Sterilitit zusétzlich weite Bereiche der
Mitochondriengenetik betrachtet; im engeren Sinne sind dies die Variabilitit des mito-
chondrialen Genoms, dessen Vererbung und Expression sowie die Beeinflussung dieser
Prozesse durch das Kerngenom. Die nachfolgenden Kapitel bauen inhaltlich aufeinander
auf, jedes Kapitel ist aber durch eine eigene Einleitung und Diskussion in sich abge-
schlossen und versténdlich.
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2 Grundlagen des Entwicklungsprozesses der

Blutenorgane hoherer Pflanzen

2.1 Einleitung

Ist bei einer Pflanze die Umstimmung vom vegetativen zum generativen Wachstum
erfolgt, so bedarf es einer Abfolge von Prozessen, an deren Ende eine "perfekte" Bliite
gebildet wird. Eine solche Bliite besteht aus vier Organtypen, die in den meisten Fillen
konzentrisch, in Wirteln, angeordnet sind: Von aullen nach innen sind dies die Sepalen
(Kelchblitter), Petalen (Bliitenblétter), Stamina (Staubblétter) und Karpetalen (Frucht-
blatter).

Die Initiation der Bliitenmeristementwicklung erfolgt durch Meristemidentititsgene.
Mutationen dieser Gene flihren beispielsweise zur Verlaubung. Solche Gene sind Leafy
und Ap! in Arabidopsis (WEIGEL et al. 1992; MANDEL et al. 1992) sowie Floricaula und
Squamosa bei Anthirrhinum (COEN et al. 1990; HUUSER et al. 1992). Die Initiation der
verschiedenen Organtypen innerhalb des Bliitenmeristems wird durch Cadastralgene
definiert, da diese die Expressionsbereiche der nachgeschalteten Organidentititsgene
festlegen. Eine Mutation dieser Organidentitétsgene hat immer den Wechsel zweier Organ-
typen zur Folge, eine Doppelmutante trégt nur noch einen Organtyp. Aus dieser Beobach-
tung wurde ein Modell entwickelt, daB die beteiligten Gene in drei Funktionsklassen
einordnet (COEN und MEYEROWITZ 1991, Abb. 2.1).
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Abb. 2.1: Modell zur Beschreibung der ABC-Funktionen der Organidentitiatsgene.

sep = Sepalen, car = Karpetalen, pet = Petalen, sta = Stamina, weitere Erlauterungen im Text.
(nach Coen und Meyerowitz 1991, verdndert).



24 2 Grundlagen des Entwicklungsprozesses der Bliitenorgane

Nach dem Modell aus Abbildung 2.1 fiihren die A-Funktionsgene zur Bildung von Sepalen
und die C-Funktionsgene zur Bildung von Karpetalen. Werden beide gleichzeitig expri-
miert, bestehen die beiden dulleren Wirtel aus Sepalen, die beiden inneren aus Karpetalen.
Die A- und C-Funktionsgene haben gleichzeitig eine Cadastralfunktion auf die B-
Funktionsgene, die nur im zweiten und dritten Wirtel exprimiert werden. Zusammen mit
den A-Funktionsgenen entstehen dort Petalen, in Verbindung mit den C-Funktionsgenen
die Stamina. In einer "perfekten" Bliite werden alle drei Funktionsklassen in jeweils zwei
Wirteln exprimiert, womit sich die bereits erwidhnten Mutationsphinotypen, die immer
mindestens zwei Wirtel betreffen, erkldren lassen. Gene fiir alle drei Funktionen konnten
als homolge Paare bei Arabidopsis und Antirrhinum isoliert und spéter auch in anderen
Pflanzenarten nachgewiesen werden (zusammengefalit in AINSWORTH et al. 1998). Die
Organidentititsgene kodieren fiir Transkriptionsfaktoren, die als MADS-Box Familie
zusammengefat werden (benannt nach den ersten vier identifizierten Genen, zusammen-
gefait in SHORE und SHARROCKS 1995; THIESSEN und SEIDLER 1995). Die von den
MADS-Box Genen kodierten Proteine haben alle einen konservierten Aminosdurebereich
am N-Terminus, der sie zur Anlagerung an DNA und zu Interaktionen mit anderen
Proteinen befdhigt (SCHWARZ-SOMMER et al. 1990, SHORE und SHARROCKS 1995). Eine
zweite konservierte Region ist die K-Box, die ebenfalls Protein-Proteininteraktionen
ermoglicht (MA et al. 1991).

Diese ersten Gene der Entwicklungsschritte der Bliite sind unerldBlich, und die Tatsache,
dal homologe Formen auch in Koniferen nachgewiesen wurden, macht ihren frithen

Ursprung in der Evolution deutlich (TANDRE et al. 1995; AINSWORTH et al. 1998).

Am Ende der Kaskade der Gene der Bliitenentwicklung stehen die geschlechtsdeterminie-
renden Gene, deren determinierende Form zum Abbruch der bereits initiierten Organ-
entwicklung fiihrt. In diesem Fall sind in der Regel die betroffenen Organtypen noch
rudimentér erkennbar und die iibrigen Bliitenorgane voll funktionsfdhig. Im folgenden
wird die Entwicklung der ménnlichen Sexualorgane beschrieben und dazu Ergebnisse
cytologischer Untersuchungen dargestellt, die den Verlauf der Mikrosporogenese und
deren Abbruch bei den in der vorliegenden Arbeit behandelten Sterilititsformen wi, st/
und s¢2 beschreiben. Die praktischen Arbeiten dazu wurden im Rahmen einer Diplomarbeit
von Frau SUSANNE HULSMANN durchgefiihrt.

2.2 Material und Methoden

2.21 Pflanzenmaterial

Als Ausgangsmaterial fiir die cytologischen Untersuchungen dienten neben fertilen
Pflanzen (Abb. 2.2a), ménnlich sterile Pflanzen des bekannten CMS-Systems (Abb. 2.2b),
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die mit méinnlich sterilen Pflanzen der wi- (Abb. 2.2¢), der s¢/- (Abb. 2.2d) und der st2-

Sterilitdt verglichen wurden.

a) fertiler Phanotyp b) Cytoplasmatisch mannlich steriler
Phénotyp

c) wi-Sterilitat
Antheren plinktchenférmig, bei
dlteren Bliten dunkel verfarbt

d) st1- Sterilitat:
dhnlich der CMS, aber groRere
Antheren und langere Filamente

e) st2-Sterilitat
Filamente stark verkiirzt, Antheren
stark verkleinert, Farbe ahnlich den
Bliitenblattern

Abb. 2.2: Charakteristische Phanotypen eines fertilen (a) und eines cytoplasmatisch mannlich sterilen
(b) Genotyps sowie der drei neuen Sterilitatsformen wi (c), st (d) und st2 (e).
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2.2.2 Farbetechniken fur cytologische Untersuchungen der
Mikrosporogenese

Fiir die cytologischen Untersuchungen wurden Bliitendolden mit dem Technovit-System
Kulzer fixiert, eingebettet, und anschlieBend Mikrotomschnitte durchgefiihrt (beschrieben
bei RUGE et al. 1993; HULSMANN, pers. Mitteilung). Die Farbung der Schnitte erfolgte mit
0,003% Toluidin-Blau: RNA wird lila, DNA blau-griin, Polyphosphate, -Sulfate und
verschiedene Sduren (Bestandteile des Cytoplasmas) rotlich-lila und Phenole und Lignine
blau-griin gefarbt (O'BRIAN und MCCULLY 1981). Zur Anfarbung von Kallose wurde eine
Fluoreszenzfiarbung mit 0,1% Anilin-Blau durchgefiihrt (HULSMANN, pers. Mitteilung).

2.3 Ergebnisse

2.3.1 Der Mikrosporogeneseverlauf bei der wi-, st1- und st2-Sterilitat im
Vergleich zu fertilen Schnittlauchpflanzen

Zunichst wird die Mikrosporogenese einer fertilen Schnittlauchpflanze dargestellt, um

anschlieend die Stadien der Entwicklung zu erfassen, die bei den Sterilitidtsformen wi, st/

und s¢2 zum Abbruch der normalen Funktion fithren.

Die Struktur einer Anthere mit ihren zwei Theken, die jeweils zwei Pollensidcke enthalten,
ist in der Abb. 2.3 (Antherenansicht im Tetradenstadium) dargestellt. Weiterhin sind dort
die Stadien der Mikrosporogenese abgebildet: In den Pollensécken befinden sich die
diploiden Pollenmutterzellen, aus denen durch meiotische Teilungen die Mikrosporen
entstehen. Diese sind wihrend der Teilungen von der Kallosewand der Pollenmutterzellen
umgeben, so dal} die charakteristischen Diaden und Tetraden gebildet werden. Der Pollen-
sack ist mit dem Tapetum, einem Nidhrgewebe, ausgekleidet, das beim Schnittlauch und
der Zwiebel nur einkernig, in vielen anderen Arten aber mehrkernig ist. Das Tapetum
scheidet Kallase ab, so dal} die Mikrosporen aus dem Tetradenverband entlassen werden,
und Sporopollenin, das die Exine der Mikrosporenwand bildet. Das Nahrgewebe wird nach
dem Tetradenstadium zuriickgebildet, teilweise ist es gar nicht mehr erkennbar, teilweise
liegt es aber weiterhin strukturiert vor. In den Mikrosporen erfolgt eine mitotische Teilung,
die zu einer vegetativen und einer generativen Zelle innerhalb des Pollenkorns fiihrt. Der
generative Kern teilt sich zu einem spiteren Zeitpunkt noch ein weiteres mal, so daf3 der
Pollen letztlich einen vegetativen und zwei generative Kerne besitzt. Mit der Entlassung
der Mikrosporen aus dem Tetradenverband verdndert sich auch das sporophytische
Gewebe, indem sich die Antheren vergréBern, und die Trennung der beiden Pollensécke
einer Theke aufgehoben wird. Das Mesothecium ist weitgehend abgebaut, wéhrend die
Zellwiande des Endotheciums faserige Verdickungsleisten bilden (vergl. Abb. 2.3:
Antherenansicht im Pollenstadium). Sinkt der Tugor im Endothecium, so fithren die
unelastischen Verdickungsleisten zum Aufreien der Anthere, so da der Pollen

ausgeschiittet wird.
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Abb. 2.3: Die Entwicklung der Pollen in einer fertilen
Pflanze
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In der Abbildung 2.4 sind Mikrosporogenese-Stadien dargestellt, die sich bei der wi-
Sterilitét von denen der fertilen Pflanzen (Abbildung 2.3) unterscheiden.

b

Abb. 2.4: Abbruch der Mikrosporenentwicklung bei der wi-Sterilitat.

A: Im Gegensatz zu den fertilen Pflanzen wird im Tetradenstadium kein Sporopollenin fiir die Exine
gebildet.

B: Das Tapetum beginnt sich stark zu vergroBern und bildet ungewohnliche dunkle Einschliisse sowie
Vakuolen.

C + D: Die Kallose des Tetradenstadiums wird abgebaut, jedoch entwickeln sich die Mikrosporen nicht
weiter, das Tapetum l6st sich von der Antherenwand und verkiimmert.

Die in Abbildung 2.4 dargestellten Ergebnisse zeigen, dal die wi-Sterilitit auf dem
Abbruch der Mikrosporogenese beruht, der direkt im Anschlull an das Tetradenstadium
erfolgt.



2 Grundlagen des Entwicklungsprozesses der Bliitenorgane 29

In der Abbildung 2.5 sind Stadien der Mikrosporogenese dargestellt, die sich bei der s¢1-

Sterilitiat von denen der fertilen Pflanzen (vergl. Abb. 2.3) unterscheiden.
TS o B ol S e —

Abb. 2.5: Abbruch der Mikrosporenentwicklung bei der st7-Sterilitat.

A: Im Gegensatz zu den fertilen Pflanzen wird im Tetradenstadium kein Sporopollenin fiir die Exine
gebildet.

B: Das Tapetum beginnt sich durch Vakuolenbildung stark zu vergroBern und von der Antherenwand
abzuldsen.

C: Die Kallosewand wird im Tetradenstadium nicht abgebaut.

D: Das Tapetum und die Mikrosporen bleiben im Zentrum der fast leeren Anthere liegen. Die duBeren
Zellwandschichten, Epidermis und Endothecium, sind normal entwickelt.

Die in Abbildung 2.5 dargestellten Ergebnisse zeigen, dal bei der st/-Sterilitit ein
Abbruch der Mikrosporogenese im Tetradenstadium erfolgt. Im Gegensatz zur wi-Sterilitét

wird die Kallosewand nach dem Tetradenstadium nicht abgebaut.
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In der Abbildung 2.6 sind Antheren im Pollenstadium von einer sz2-sterilen Pflanze einer

fertilen Pflanzen der gleichen Nachkommenschaft gegeniibergestellt.

Abb. 2.6: Pollenbildung in den Antheren einer st2-sterilen (A) und fertilen Pflanze (B) aus einer
spaltenden Nachkommenschaft.

Ep = Epidermis, En = Endothecium, Me = Mesothecium, Ta = Tapetum.

Bei der sz2-Sterilitdt verlduft die Mikrosporogenese im Gegensatz zu den oben
beschriebenen Sterilititen bis zum Pollen wie bei den fertilen Pflanzen. Allerdings ergeben
sich Unterschiede betreffend des sporophytischen Gewebes. Besonders deutlich wird dies
beim Endothecium, da die Bildung der faserigen Verdickungsleisten der Zellwidnde bei den
sterilen Pflanzen unterbleibt. Zwischen Endothecium und Tapetum ist eine weitere
Zellschicht erkennbar. Wahrscheinlich handelt es sich dabei um das Mesothecium, das bei
den fertilen Pflanzen aus langgestreckten Zellen besteht und bereits im Tetradenstadium
degeneriert (vergl. Abb. 2.3). Die charakteristischen Unterschiede zwischen
Epidermiszellen und den Zellen des Endotheciums werden nicht ausgebildet, und die
Pollen kénnen nicht entlassen werden. Bei der sz2-Sterilitdt handelt es sich demnach um
einen funktionellen Schaden der Anthere. Die Pollen lassen sich mit Karminessigsidure
anfdrben, so daB sie hochstwahrscheinlich befruchtungsfahig sind (vergl. Abb. 2.7).

Abb. 2.7: Mit Karminessigsaure gefarbte Pollen
einer st2- mannlich sterilen Pflanze.
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24 Diskussion

241 Einordnung der mannlichen Sterilitaten in die Entwicklungsstadien
der Blutenbildung

Nachdem die Bildung des Bliitenmeristem initiiert, und die Organbereiche determiniert
sind (vergl. 2.1), durchlduft die Antherenentwicklung zwei Phasen (GOLDBERG et al.
1993). Wihrend der ersten Phase wird die Morphologie der Anthere etabliert, indem die
Zellen und Gewebe differenziert werden. Am Ende dieser ersten Phase sind die Differen-
zierungsprozesse der Gewebe weitgehend abgeschlossen, und die Pollenmutterzellen
haben die meiotischen Teilungen durchlaufen, so dal die Tetraden vorliegen. Wiahrend
sich die Mikrosporen in der zweite Phase weiter differenzieren, beginnt das sporophytische
Gewebe nach einer kurzen Phase starken Wachstums mit der Degeneration und Umbildung
von Zellen, die letztlich die Freisetzung der Pollen ermoglicht. Diese Phasen miissen mit
thren Differenzierungs-, Umdifferenzierungs- und Dedifferenzierungsprozessen in einer
genauen chronologischen Reihenfolge durchlaufen werden, damit am Ende befruchtungs-

fahige Pollen die Anthere verlassen konnen.

Storungen in dem beschriebenen Ablauf fithren zur minnlichen Sterilitdt. Erfolgen diese
Storungen sehr friih in der Entwicklung des Bliitenmeristems, so werden gar keine
Antheren gebildet, sondern es kommt zu homeotischen Mutationen, bei denen die
Antheren durch andere Bliitenorgane ersetzt sind. Solche homeotischen Mutationen
werden durch die in 2.1 beschriebenen Gene bedingt, konnen aber auch durch Verédnderun-
gen im Cytoplasma hervorgerufen werden. Insbesondere bei Nicotiana sind bei intra-
generischen Kreuzungen (HICKS et al. 1977) und nach Protoplastenfusionen (KOFER et al.
1992) solche cytoplasmatisch bedingten "homeotic-like mutants" beschrieben worden, bei
denen Verdnderungen spezifischer mitochondrialer DNA-Fragmente nachgewiesen
wurden. Aber auch die petaloide CMS der Mohre (THOMPSON 1961) ist ein Beispiel, bei
dem die Mitochondrien eine Stérung der Differenzierung zu einem sehr frithen Zeitpunkt

in der Entwicklung der Stamina bewirken.

Das andere Extrem sind Sterilititsformen, bei denen zwar die Gewebe der Antheren
differenziert, und die Pollenentwicklung ermdglicht wird, deren Freisetzung aber durch
Storungen der oben beschriebenen zweiten Phase der Antherenentwicklung verhindert
wird. Eine solche Sterilitdtsform stellt die sz2-Sterilitdt dar. Wie die folgenden Kapitel der
vorliegenden Arbeit zeigen werden, ist an der Ausprigung dieser Sterilititsform ein
cytoplasmatischer Erbfaktor beteiligt (ENGELKE und TATLIOGLU 1998), so daB3 es sich hier
um eine CMS handelt. Dies macht deutlich, dal3 die Mitochondrien am Ablauf sehr friiher,

aber auch sehr spéter Entwicklungsstadien beteiligt sind.

Zwischen diesen Extremen kann der Abbruch der Entwicklung zu jedem beliebigen Zeit-

punkt erfolgen, wenn Mutationen der beteiligten Gene den chronologisch festgelegten
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Ablauf stéren. Hiufig erfolgt dies im AnschluB an das Tetradenstadium, also beim Uber-
gang in die zweite Phase der Stamenentwicklung, wie bei der wi- und der s¢/-Sterilitéit. Bei
der frither beschriebenen CMS vom Schnittlauch (vergl. Kapitel 1) kommt die Mikro-
sporogenese ebenfalls im AnschluB3 an das Tetradenstadium zum Stillstand (RUGE et al.
1993). Bei dieser Sterilitdtsform wird aber im Gegensatz zur wi- und s¢/-Sterilitdt die
Pollenwand ausgebildet, so daB3 in Quetschpréparaten normal geformte Pollenhiillen zu
sehen sind, die sich aber im Gegensatz zu befruchtungsfidhigen Pollen nicht mit Karmin-
essigsdure anfirben lassen. Das Tapetum zeigt bei dieser CMS unterschiedliche Formen
der Entwicklung von frither Degeneration am Anfang des Tetradenstadiums {iiber ein
normales Wachstum, bei dem das Tapetum in der Folge aber nicht wieder reduziert wird,
bis hin zu einem hypertrophiertem Wachstum (HULSMANN, pers. Mitteilung). Eine solche
Variationsbreite der Tapetumentwicklung wurde auch in verschiedenen Herkiinften der
CMS bei der Zwiebel gefunden; spéiter wurde nachgewiesen, dafl diese verschiedenen
Formen wie beim Schnittlauch auch innerhalb einer Inzuchtlinie auftreten konnen

(zusammengefal3t in HOLFORD et al. 1991a).

24.2 Die Bedeutung von CMS und GMS fiir die Evolution

Durch Mutationen zur maénnlichen Sterilitit und damit zur Schaffung weiblicher
Individuen wird die Allogamie (Fremdbefruchtung) in einer hermaphroditischen Popula-
tion gefordert und mit ihr die Heterozygotie, die genetische Variabilitdt und der genetische
Austausch. Dies kann in natiirlichen Populationen einen Selektionsvorteil bewirken, da
Inzuchtdepression vermieden wird, und die Anpassungsfahigkeit und damit das langfristige
Uberleben der Art gesichert wird. Dieser Selektionsvorteil entsteht jedoch nur, wenn bei
den hermaphroditischen Pflanzen hochgradig Selbstbestdubung stattfindet. Zur Erhaltung
einer solchen gynodiozischen Population (bestehend aus weiblichen und hermaphro-
ditischen Pflanzen) muf3 die Sexfunktion der weiblichen Pflanzen erhoht sein, indem die
durch den Verlust der ménnlichen Organe freigewordenen Ressourcen genutzt werden
(CHARLESWORTH und CHARLESWORTH 1978a).

Eine Mutation zur weiblichen Sterilitdt wird sich in einer sonst hermaphroditischen
Population hingegen kaum erhalten, da die Verbreitung der Mutation iiber den Pollen
durch die Selbstbestdubung der Hermaphroditen behindert wird. Ebenso wird sich eine
Mutation zur vollstindigen méannlichen Sterilitdt eher behaupten, als eine partielle ménn-
liche Sterilitdt (CHARLESWORTH und CHARLESWORTH 1978b).

Sind hingegen weibliche Pflanzen in der Population vorhanden, haben Mutationen, die die
Weiblichkeit der Hermaphroditen reduzieren und gleichzeitig die Mannlichkeit fordern
einen Selektionsvorteil. Dies gilt in diesem Stadium der Evolution auch fiir multiple Loci
mit kleinen Effekten, so dall keine vollstindige weibliche Sterilitdt in einem Schritt
erreicht werden muf3 (CHARLESWORTH und CHARLESWORTH 1987). Individuen, in denen
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beide Geschlechter von Mutationen betroffen sind, haben cinen Fitness-Verlust. Aus
diesem Grund haben weibliche Sterilitdtsmutationen, die in enger Repulsionskopplung zu
dem Locus der méinnlichen Sterilitdtsmutation auftreten, einen Vorteil. Aus dem gleichen
Grund erfolgt eine Selektion auf Gene oder Chromosomen-Umlagerungen, die crossing
over zwischen den Loci verhindern (WESTERGAARD 1958; CHARLESWORTH 1991). Auf
diese Weise entstechen Proto-Geschlechtschromosomen. Da die initialen minnlichen
Sterilitdten meist rezessiv vererbt werden, 146t sich durch den Vorteil der komplementéren
Dominanz erkléren, warum in der Regel XY-Typen ménnlich sind, also ménnliche Hetero-

gametie hiufiger vorkommt als weibliche (PARKER 1990).

In der Folge werden Mutationen, die einen Vorteil fiir den heterogametischen und starken
Nachteil fiir den homogametischen Sextyp darstellen, auf dem Proto-Y-Chromosom ange-
reichert. Folglich weitet sich die Region mit reduziertem genetischen Austausch aus (BULL
1983 in DELLAPORTA und CALDERON-URREA 1993). Erfolgt eine erhdhte Transkription
vom X-Chromosom bei Herabsetzung der Transkription des Y-Chromosoms wird letzteres
degenerieren, da Mutationen, die nicht die méinnliche Fertilitdt betreffen, durch die Kom-

pensation des X-Chromosoms keinem Selektionsdruck unterliegen.

Erfolgt eine Kompensation von Mutationen, die die ménnliche Fertilitit betreffen, durch
Autosomen, so wird die Geschlechtsauspragung nicht mehr von dem Y-Chromosom
sondern von Dosiseffekten, also von dem Verhiltnis des X-Chromosoms zu den Autoso-
men, bestimmt (PARKER und CLARK 1991).

Ein Beispiel, an dem sich die Entwicklungsschritte zur Di6zie nachvollziehen lassen ist der
Spargel (Asparagus officinalis), bei dem die Sex-Chromosomen noch homomorph sind
und erst durch eine Trisomenanalyse von LOPTIEN (1979) unterschieden werden konnten.
In diesem System ist die Degeneration des Y-Chromosoms also noch nicht weit fort-
geschritten. Dies mag die Lebensfahigkeit von YY-Ménnchen erkldren. Bei den weiblichen
Bliiten des Spargels bricht die Entwicklung der Stamina ab, sie kollabieren. Dies kann ein
Hinweis darauf sein, dal am Anfang der Entwicklung zur Didzie eine Mutation zur
vollstdndigen ménnlichen Sterilitdt gestanden hat, wie es oben gefordert wurde. CAPORALI
et al. (1994) diskutieren, daB3 ein starker Anstieg der Rnase-Aktivitit in den Antheren die
Degeneration bedingt. In den ménnlichen Bliiten werden hingegen Ovarien gefunden, die
nicht degenerieren, und deren Entwicklung in unterschiedlichen Entwicklungsstadien zum
Stillstand kommt (LAZARTE und PALSER 1979; GALLI et al. 1993; CAPORALI et al. 1994;
MACHON et al. 1995). Selten treten sogar noch andromondézische Pflanzen auf, bei denen
sich die Ovarien bei einigen Bliiten voll entwickeln. Die weibliche Sterilitdt ist also nicht
vollsténdig, und es spalten noch modifizierende Gene (FRANKEN 1970; MARKS 1973). Bei
den hermaphroditischen Bliiten findet Selbstbestaubung statt, die Nachkommen zeigen
aber starke Inzuchtdepression (GALLI et al. 1993; MACHON et al. 1995). Auch diese

Voraussetzungen des oben dargestellten Modells sind also beim Spargel zu beobachten.
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Im Gegensatz zur GMS fiihrt CMS nicht zur Didzie, sondern zu einer stabilen Gynodiozie,
da es keine Kopplung zwischen dem cytoplasmatischen Erbfaktor der CMS und weiblicher
kernbedingter Sterilitdt geben kann. Die CMS-Pflanzen bendtigen zur Erhaltung der
Sterilitdit Maintainer, die selbst nicht weiblich steril werden konnen, da sonst in der

Population keine Befruchtung mehr moglich wire (Ross 1978).
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3  Variabilitat der mitochondrialen Genom-
organisation als Voraussetzung fur die
Entstehung von Normal- und Sterilitats-
Cytoplasmen

3.1 Einleitung

Das mitochondriale Genom der hdheren Pflanzen iiberschreitet mit 200kb in Brasssica
hirta (LEBACQ und VEDEL 1981) bis iiber 2400kb in der Familie der Cucurbitaceae (WARD
et al. 1981) die GroBe der mitochondrialen Genome der Tiere und der Pilze erheblich. Bei
Arabidopsis thaliana wurde das mitochondriale Genom vollstindig sequenziert. Es umfaft
etwa 367kb und 57 identifizierte Gene, die nur 10% der GenomgroBe erkldren. Werden
weiterhin Introns, duplizierte Sequenzabschnitte sowie importierte DNA aus dem Kern-
oder Chloroplastengenom berticksichtigt, so verbleiben noch immer etwa 60%, die schein-
bar funktionslos sind (UNSELD et al. 1997). Theorien, die die Genomgrofenvariation im
Verhiltnis zu den konservativen kodierenden Bereichen des mitochondrialen Genoms
erklaren konnen, sind die fiir das Kerngenom aufgestellte "skeletal DNA"-Hypothese und
die "selfish DNA"-Hypothese. Nach der "selfish"-Hypothese wird der unspezifischen DNA
keine Funktion zugeordnet. Sie entsteht durch Kopien, die sich im Genom verteilen
konnen, wenn keine negativen phdnotypischen Effekte auftreten und somit kein
Selektionsdruck gegen diese DNA besteht (ORGEL et al. 1980). Die "skeletal DNA"-
Hypothese geht dagegen davon aus, dal quantitative nichtgenische Funktionen der DNA
vorliegen, die die Genomorganisation beeinflussen (BERNARDI und BERNARDI 1986). Ein
hoherer DNA-Gehalt konnte beispielsweise die Stabilitdt des Chromatins bei der Faltung
fordern (ZUCKERKANDEL, pers. Mitteilung in ORGEL et al. 1980) oder durch die
Vergroflerung der Kernmembranoberfliche den Transport der mRNA aus dem Kern
begiinstigen (CAVALIER-SMITH 1980). Fiir solche quantitative Effekte im mitochondrialen
Genom spricht die bei Saccharomyces nachgewiesene Tatsache, dal intergenische
Sequenzen fiir die Weitergabe der Mitochondrien an die Nachkommen von Bedeutung sind
(PISKUR 1989).

In der Tabelle 3.1 ist ein Vergleich der kodierenden Information des mitochondrialen
Genoms von A. thaliana mit dem Lebermoos (Marchantia polymorpha), der Griinalge
Prototheka wickerhamii, der Rotalge Chodrus chrispus, dem Pilz Podospera anserina,
dem Menschen (Homo sapiens), der einzelligen Griinalge Chlamydomonas reinhardtii und

dem Malariaerreger Plasmodium falsiparum aufgefiihrt.
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Tabelle 3.1: Vergleich der kodierenden Information von Arabidopsis thaliana und anderen Spezies

A.t. Mp. P.w. C.c. P.a. H.s. Cr. Pf.
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Fortsetzung von

Tabelle 3.1: Vergleich der kodierenden Information von Arabidopsis thaliana und anderen Spezies

At Mp. Pw. C.c P.a. H.s. Cr. Pf

Ribosomale RNAs

rrn$ + + + - - - - -

rrnl8 + + + + + + + +

rrn26 + + + + + + + +
Transfer RNAs 22 29 26 23 27 22 3 -
Intronic orfs" 0/1 2/8 2/0 - 6/0 - 1 -
Andere orfs

orfX + + + + - - - -

orfB + + + + - - - -

orf25 + + + + - - - -

A.t. = Arabidopsis thaliana; M.p. = Marchantia polymorpha; P.w. = Prototheka wickerhamii; C.c. =
Chodrus chrispus; P.a. = Podospera anserina; H.s. = Homo sapiens; C.r. = Chlamydomonas reinhardtii; P.f.
= Plasmodium falsiparum.

+ = intaktes Gen; - = kodierende Region fehlt; Pg = Pseudogen

@ zusitzliches Pseudo-cob-Gen; ° zwei verschiedene Kopien; © Nomenklatur ist unklar, deshalb ist die
Abkiirzung ccb (Cytochrom-C-Biogenese) mit der Zahl der kodierten Aminosduren versehen; ¢ ¢ unterteilt in
zwei Leserahmen; ' erste Zahl = Introns der Gruppe I, zweite Zahl = Introns der Gruppe II.

(aus UNSELD et al. 1997).

Wie in Tabelle 3.1 zu sehen ist, unterscheiden sich die aufgefiihrten Spezies beziiglich der
Zahl der Gene, die das mitochondriale Genom enthilt. Doch auch innerhalb der Gruppe
der hoheren Pflanzen kann sich die Anzahl der kodierenden Bereiche der Mitochondrien
unterscheiden. Nach der Endosymbiontentheorie ist die Eukaryontenzelle aus einer kern-
haltigen Vorlduferzelle hervorgegangen, die prokaryontische Organismen aufgenommen
hat, welche sich im Laufe der Evolution zu den Organellen entwickelten (SCHWARTZ und
DAYHOFF 1978; LANG et al. 1997). Dabei wurden Genfunktionen an den Zellkern abgetre-
ten, und die genetische Autonomie der Organellen ging schrittweise verloren. Oftmals
werden deshalb in den Organellen nur noch Teilsequenzen der Gene gefunden (SCHUSTER
und BRENNICKE 1987). So ist der iiberwiegende Teil der am Aufbau der Mitochondrien
beteiligten Polypeptide kernkodiert. Dieser ProzeB ist bei den verschiedenen Arten
ungleich weit fortgeschritten. Die Ubertragung von Genfunktionen wird besonders bei der
coxIl-Untereinheit (Cytochromoxidase) der Leguminosen deutlich (NUGENT und PALMER
1991; COoVELLO und GRAY 1992). Bei der Erbse liegt das Gen im mitochondrialen und im
Kerngenom vor, wird aber nur in den Mitochondrien exprimiert. In der Sojabohne und der
Gartenbohne befinden sich ebenfalls Kopien des Gens in beiden Genomen, aber nur das
nukleare Gen wird exprimiert. In der Mung- und der Pferdebohne ist das Gen in seiner

funktionellen Form nur noch im Kerngenom vorhanden.
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Der Gentransfer zwischen den Kompartimenten kann aber auch in anderer Richtung
erfolgen. Sequenzen nuklearer Herkunft wurden unter anderem im mitochondrialen Genom
von Oenothera berteriana nachgewiesen (SCHUSTER und BRENNICKE 1987). Sequenzen
plastidiarer Herkunft wurden ebenfalls im mitochondrialen Genom gefunden (STERN und
PALMER 1984, SCHUSTER und BRENNICKE 1987, 1988), vor allem sind dies Gene, die fiir
tRNAs kodieren (sogenannte "plastid-like tRNAs", JOYCE und GRAY 1989).

Die mitochondrialen Gene der Pflanzen sind nicht in einem einheitlichen DNA-Molekiil
organisiert. Das mitochondriale Genom kann in mehreren cirkuldren oder linearen
Molekiilen unterschiedlicher GroBe vorliegen (erstmalig durch Restriktionskartierungen
bei Brassica campestris gezeigt, PALMER und SHIELDS 1984). In verschiedenen Pflanzen-
arten konnten unter Verwendung der Pulsfeld-Gelelektrophorese kleinere, native DNA-
Molekiile nachgewiesen werden, als nach dem Mastercirkel der jeweiligen Pflanze zu
erwarten wére (BENDICH und SMITH 1990). Diese kleineren Molekiile werden als Subcirkel
bezeichnet und entstehen durch Rekombinationsereignisse zwischen sich wiederholenden

Sequenzen.

Die Entstehung von kurzen sich wiederholenden Sequenzen ("short repeats", weniger als
200bp) wurde von ANDRE et al. (1992) mit reverser Transkription von mRNA und
anschlieender Insertion erklirt. Eine Rekombination zwischen "short repeats" kann zu
neuen Konfigurationen fithren. LEVY et al. (1991) fanden in der Maisvarietit 'Black
Mexican Sweet” (BMS) ein cirkulidres 120kb Molekiil, dessen Entstehung auf eine
derartige Rekombination zwischen "short direct repeats" zurlickgefiihrt wird. Da eine
Rekombination zwischen kurzen homologen Sequenzbereichen aber ein seltenes Ereignis
ist, setzt der dauerhafte Nachweis des 120kb Molekiils dessen autonome Replikation
voraus. Solche autonom replizierenden Molekiile werden von den Autoren als "Chromo-
somen" bezeichnet und sind auch bei anderen Pflanzenarten nachgewiesen worden, z. B.
bei der Petunie (FOLKERTS und HANSON 1991) und dem Reis (YAMATO et al. 1992;
NARAYANAN et al. 1993). "Long repeats" (iiber 200bp) sind bei dem 120kb Molekiil vom
'BMS’-Mais nicht vorhanden. Durch Rekombination von "short repeats" konnen aber
solche "long repeats" gebildet werden. So fanden SMALL et al. (1989) beim Vergleich des
(N)- und (Ru)-Plasmas beim Mais eine 12kb Verdoppelung. Die Autoren haben daraus ein
Drei-Schritt Modell abgeleitet, bei dem durch Rekombination von "short repeats" lange

sich wiederholende Sequenzen ("long repeats") entstehen konnen (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Drei-Schritt Modell fiir die Entstehung von "long direct repeats" im mitochondrialen Genom.

I. Durch eine seltene Rekombination zwischen kurzen "direct repeats” (R1) im urspriinglichen "Master-
Cirkel" entsteht ein Paar von subgenomischen Cirkeln (A und B).

ll. Eine weitere Rekombination zwischen zwei anderen kurzen "direct repeats"” (R2) fiihrt zu einem
zusiatzlichen Paar subgenomischer Cirkel (C und D).

lll. Zwei "Subcirkel” (B und C) kénnen nun durch die homologen Bereiche (gestreift) rekombinieren
und einen neuen "Master-Cirkel"” bilden. Dieser beinhaltet eine Duplikation (gestreift), und ihm fehlt ein
Bereich gegeniiber dem urspriinglichen "Master-Cirkel" (schwarz). Dasselbe Ereignis kann in einem
Schritt durch ein doppeltes "crossover" zwischen zwei Kopien des Ausgangscirkels" entstehen. Dies
ist aber ein sehr seltenes Ereignis.

(aus SmALL et al. 1989)

"Long repeats" konnen analog zu den "short repeats" auch durch den Einbau von cDNA
nach reverser Transkription entstehen (ANDRE et al. 1992).

Die Rekombination von "long repeats" war schon 1984 von LONSDALE in einem Modell
beschrieben worden. Nach dem Orientierungssinn werden dabei "direct" und "inverted
repeats" unterschieden. Ein Rekombinationsereignis zwischen "inverted repeats" fiihrt zu
einem "flip-flop", einer Sequenzinversion. Rekombination zwischen "direct repeats" hat

ein "loop-out" zur Folge, bei dem zwei kleinere Produkte entstehen.

PALMER und SHIELDS (1984) stellten bei Brassica campestris erstmalig die vollstindige
Restriktionskarte des mitochondrialen Genoms einer hoheren Pflanze vor. Dort existieren
neben dem 218kb Mastercirkel mit der vollstindigen Sequenz des mitochondrialen
Genoms noch zwei subgenomische Cirkel mit 135 und 83kb. Sie entstehen durch ein
"loop-out", an dem ein 2kb langes "direct repeat" beteiligt ist. Im mitochondrialen Genom
von Brassica hirta sind keine "long repeats" vorhanden. Ein Rekombinationsereignis ist
somit nicht zu erwarten. Tatsdchlich wurde in vivo nur das "Master-Chromosom" und

keine Subgenome gefunden (PALMER und HERBORN 1987).

Bei einigen Pflanzenarten konnte ein kausaler Zusammenhang von Rekombinations-

ereignissen im mitochondrialen Genom und der CMS festgestellt werden. Zuerst gelang
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dies beim Mais und der Petunie. Im T- (Texas) Cytoplasma von Mais ist das T-urf Gen mit
der CMS assoziiert. Dies ist ein chimires Gen, das sich aus Sequenzen des rrn26-Gens,
des atp6-Gens und des Gens fiir die Chloroplasten-tRNA von Arginin zusammensetzt
(DEWEY et al. 1986). Auch in der Petunie bedingt ein chimires Gen die CMS. In dieser als
pcf-Gen ("Petunia CMS associated fusion", YOUNG und HANSON 1987) bezeichneten
Sequenz ist eine Teilsequenz des atp9-Gens mit Abschnitten des coxII-Gens und einem
undefinierten offenen Leserahmen (urf-S) verschmolzen. PRUITT und HANSON (1989)
haben aus Sequenzvergleichen mit dem coxII-Gen folgendes Modell zur Entstehung des
pcf-Gens abgeleitet: Ein Transkript des coxIl-1-Gens wurde nach dem "splicing" revers
transkribiert und die entstandene ¢cDNA durch Rekombination in das mitochondriale
Genom integriert. Wihrend dieses Prozesses sind Deletionen und "repeats" im Vergleich

zum Exon 2 des coxII-Gens durch verschobene Basenfehlpaarungen entstanden.

Obwohl die CMS-Sequenzen im T-Cytoplasma vom Mais und in der Petunie beide
chimiren Ursprungs sind, zeigen sie keine Sequenzhomologie (NIVISION und HANSON
1989). Dies war ein erster Hinweis, da3 die mit der CMS assoziierten Sequenzidnderungen
in verschiedenen Pflanzenarten nicht identisch sind. Auch die Sequenzen bei
verschiedenen Sterilitdtscytoplasmen innerhalb einer Pflanzenart kdnnen sich unter-
scheiden. So wird beispielsweise beim C- (Charrua) Cytoplasma vom Mais die atp6-C
Sequenz (zusammengesetzt aus Teilsequenzen des atp9- und atp6-Gens sowie einem
offenen Leserahmen unbekannten Ursprungs) als Ursache fiir die CMS diskutiert (DEWEY
et al. 1991).

Mitochondriale Genome, die ausschlielich aus dem Hauptgenom mit seinen Master- und
Subcirkeln bestehen, werden als homogen bezeichnet und von heterogenen Genomen
abgegrenzt, bei denen noch zusitzliche kleinere lineare oder cirkulire DNA-Sequenzen
existieren (LONSDALE 1984). Die genetische Bedeutung dieser Plasmide und Episome ist
unbekannt. Charakteristisch fiir die linearen Plasmide sind ihre terminalen "inverted
repeats" und ein kovalent gebundenes Polypeptid am 5'-Ende (HEMBLEBEN 1990).
Beispielsweise enthilt das S- (USDA) Cytoplasma vom Mais im Gegensatz zum T- und C-
Cytoplasma zwei lineare doppelstrangige Episome, S1 (6397bp) und S2 (5453bp), die ein
identisches terminales "inverted repeat" (208bp) besitzen (PRING et al. 1977; LEVINGS und
SEDEROFF 1983; PAILLARD et al. 1985). Dieses "inverted repeat" kommt auch in der
hochmolekulargewichtigen mitochondrialen DNA vor und ist Bestandteil einer mit R
bezeichneten 2kb-Sequenz. Rekombinationen zwischen den episomalen und dem
integrierten "208bp-repeat" filhren zu neuen Organisationen des mitochondrialen Genoms
(SCHARDL et al. 1984) und kdénnen eine Reversion zur Fertilitdt zur Folge haben (ESCOTE
et al. 1985; ESCOTE-CARLSON et al. 1988; SMALL et al. 1988). Die R-Sequenz selbst ist
wiederum chiméren Ursprungs (ndher beschrieben in 3.4.3) und enthidlt zwei offene
Leseraster, von denen einer oder beide die CMS bedingen (ZABALA et al. 1997).
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Die Kopienzahl der mitochondrialen DNA-Molekiile kann sehr unterschiedlich sein, und
substdchiometrische Molekiile, sogenannte "sublimons" (SMALL et al. 1989), kdnnen zum
Verstindnis der Vererbung der Mitochondrien und fiir Rekombinationsereignisse von
Bedeutung sein. Verdnderungen in der Stéchiometrie der einzelnen mitochondrialen DNA-
Molekiile werden héufig bei in vitro-Kulturen beobachtet, insbesondere bei Kallus- oder
Protoplastenkulturen. Beispielsweise wurden bei Nicotiana sylvestris nach Protoplasten-
kultur einer fertilen Ausgangspflanze zwei CMS-Pflanzen regeneriert, bei denen grof3e
Deletionen im mitochondrialen Genom stattgefunden hatten (HAKANSSON et al. 1988, LI et
al. 1988). CHETRIT et al. (1992) haben aus dem Vergleich der Restriktionsfragmente
fertiler Pflanzen (T-Linie) mit denen der sterilen Pflanzen ein Modell erarbeitet, bei dem
durch zwei Rekombinationsereignisse Subgenome entstehen, von denen Teile wéihrend der
Regeneration der Pflanze durch geringe Replikationsraten wieder verloren gegangen sind.
Zwar unterscheiden sich die Deletionen der sterilen Pflanzen, gemein ist ihnen aber das
Fehlen eines 16,2kb langen Sequenzabschnitts (CHETRIT et al. 1992). Der fehlende
Sequenzabschnitt beinhaltet zwei der vier Exons des nad7-Gens (PLA et al. 1995). Die
zundchst als vollstindig deletiert angesehenen Sequenzabschnitte konnten mittels PCR
auch in den sterilen Pflanzen nachgewiesen werden, sie liegen folglich noch als
"sublimons" vor (PLA et al. 1995). Ebenso konnten die deletierten mitochondrialen Cirkel
mittels PCR auch bei den fertilen Ausgangspflanzen nachgewiesen werden (LELANDAIS et
al. 1998). Folglich hat die Protoplastenkulturphase nicht die Rekombination ausgeldst,
sondern das stochiometrische Verhdltnis bereits vorliegender DNA-Cirkel verdndert.
Neben dem NAD7-Polypeptid fehlen bei den ménnlich sterilen N. sylvestris-Pflanzen zwei
weitere Untereinheiten des Komplexes I der Atmungskette. Dabei handelt es sich um das
NADO-Polypeptid und die kernkodierte 38kDa Untereinheit (GUTIERRES et al.1997). Bei
Nicotiana sylvestris ist also im Gegensatz zu den oben genannten Beispielen die CMS
durch einen Genverlust oder den Verlust regulatorischer Sequenzen begriindet und nicht
durch die Entstehung neuer Sequenzen. Bei diesem Beispiel ist aber auch das vegetative
Wachstum der CMS-Pflanzen stark herabgesetzt, so daB sich diese CMS-Form in einer
natiirlichen Population nicht behaupten kdnnte (LELANDAIS et al. 1998).

Verianderungen in der Stochiometrie der mitochondrialen DNA-Cirkel kommen auch in
natiirlichen Nachkommenschaften vor und sind nicht auf in vitro-Kulturen beschrénkt.
Beispielsweise konnten bei der Petunie in fertilen Pflanzen mittels der PCR Fragmente
amplifiziert werden, die mindestens in Teilen mit der CMS-bedingenden Sequenz (urfS der
pcf-Sequenz) identisch sind (SOFERMAN-AVSHALOM et al. 1993). Solche Nachweise
konnen fiir das Verstidndnis der Evolution von CMS-Sequenzen bedeutsam sein. Ein
weiteres Beispiel ist die CMS von Phaseolus vulgaris. Hier ist die CMS-Sequenz (pvs,
ndher beschrieben in Abschnitt 3.4.3) auf einem 210kb-Cirkel lokalisiert, der schon
substochiometrisch bei der Mutterpflanze vorgelegen hat, in deren Nachkommenschaft die
CMS-Pflanze ausgelesen wurde (Abb. 3.2). In Nachkommenschaften dieser CMS trat bei
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einigen Pflanzen eine Reversion zur Fertilitit auf. Bei diesen Revertanten ist der 210kb-
Cirkel wieder auf seinen substdchiometrischen Gehalt reduziert (Abb. 3.2; JANSKA et al.
1998). Auf die Bedeutung von Kerngenen, die derartige Verdnderungen im mitochon-

drialen Genom beeinflussen konnen, wird in Kapitel 6 eingegangen.

Ausgangslinie Revertante

Abb. 3.2: Entstehung von maénnlicher Sterilitit und spontaner Reversion zur Fertilitdt durch stéchio-
metrische Verdnderungen im mitochondrialen Genom von Phaseolus vulgaris.

In der fertilen Ausgangslinie liegt neben dem 393kb-Cirkel substochiometrisch eine dreiteilige Konfi-
guration vor (durchbrochene Linien: 394kb, 257kb, 210kb). Dieses stochiometrische Verhiltnis ist bei
den CMS-Pflanzen (CMS-Sprite) durch Amplifikation der dreiteiligen Konfiguration und Supression
des 393kb-Cirkels umgekehrt. Die im Vergleich zum 393kb-Cirkel der Ausgangspflanze verdanderten
Bereiche sind rot unterlegt und durch die Buchstaben A-D unterteilt. Identische Bereiche in den
verschiedenen Cirkeln tragen die gleichen Farben. Das 210kb-Molekiil enthélt mit dem Bereich D einen
Sequenzabschnitt, der bei allen librigen Cirkeln fehlt. In diesem Abschnitt befindet sich die CMS-
bedingende pvs-Sequenz. Die iibrigen Sequenzen dieses Cirkels sind auch auf dem 394kb- oder dem
257kb-Cirkel vorhanden. Bei der Revertante ist der 210kb-Cirkel auf ein substochiometrisches Niveau
reduziert, die Funktion der librigen Gene wird durch die beiden verbliebenen Cirkel gewdhrleistet.
Weiterhin sind die repeats (R1 und R2) mit ihrem Orientierungssinn angegeben, sowie mit J-7 und J-12
zwei Bereiche, die zwischen verschiedenen Ausgangslinien im 393kb-Cirkel variieren (nach JANSKA et
al.1998, verandert).

Die beschriebenen Beispiele zeigen die Bedeutung, die Rekombinationen im mitochon-
drialen Genom und Verdnderungen in der Stochiometrie der mitochondrialen DNA-Cirkel

fiir die Entstehung von Sterilitdtscytoplasmen haben. Aber auch bei Normalcytoplasmen
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treten Rekombinationen auf, so daB sich diese beziiglich der Organisation ihrer mitochon-
drialen Gene unterscheiden konnen. Die Differenzierung von Normalcytoplasmatypen
kann fiir die Kldrung von Abstammungsfragen sehr wichtig sein. Beispielsweise konnte
beim Mais durch den Nachweis und die genaue Analyse eines neuen (N)-Cytoplasmas
festgestellt werden, daB dieses Cytoplasma den "Urtyp" reprasentiert. Weiterhin wurde ein
Wildgras (Teosinte) gefunden, in dem dieser Cytoplasmatyp ebenfalls vorkommt, und das
deshalb als Ursprung fiir den Kulturmais angesehen werden muf3 (FAURON und CASPAR
1994).

Zur Selektion von Pflanzen, die sich beziiglich der Organisation ihrer mitochondrialen
Gene unterscheiden, haben sich Southern-Hybridisierungen mit mitochondrialen Genen als
eine geeignete Methode erwiesen. Beim Schnittlauch wurden entsprechende Unter-
suchungen bereits von MANNSCHEDEL (1989) und PoTz (1992) durchgefiihrt. Dabei
wurden solche Pflanzen zusammengefalit, die aufgrund klassisch genetischer Analysen das
Sterilitdts- bzw. das Normalcytoplasma tragen. Die erhaltenen Hybridisierungsmuster
lieBen sich unterscheiden und wurden anschlieBend mit Hybridisierungsmustern von
Pflanzen aus anderen Provenienzen verglichen. Dabei wurden weitere Polymorphismen
gefunden und entsprechend neue Cytoplasmatypen benannt. Allerdings traten bei diesen
Untersuchungen teilweise Phdnomene auf, die nicht zu erkldren waren. So wurden
beispielsweise zundchst als (N)-typisch beschriebene Fragmente spiter auch im (S)-
Cytoplasma nachgewiesen. Eine Erkldrungsmoglichkeit flir diese unbefriedigende
Situation besteht darin, dal bei den Untersuchungen nicht konsequent Einzelpflanzen
eingesetzt wurden. Es ist daher zu vermuten, da3 mindestens fiir die Charakterisierung des
(N)-Cytoplasmas Pflanzen mit verschiedenen mitochondrialen Genomorganisationen
herangezogen wurden. Dies hat zur Folge, dafl in dem mit (N) beschriebenen Cytoplasma-
typ Fragmente hybridisiert haben, die auf verschiedene Cytoplasmatypen zuriickgehen.
Eine Abgrenzung zu den zusitzlich beschriebenen Cytoplasmatypen ist somit nicht mehr
eindeutig moglich. Aus den genannten Griinden wird im folgenden eine Southern-Analyse
mit mitochondrialen Gensonden von Einzelpflanzen beschrieben, deren Ziel es war, eine
genaue Abgrenzung von Pflanzen vorzunehmen, die sich beziiglich ihrer mitochondrialen
Genomorganisation unterscheiden, um diese Pflanzen anschlieBend in klassisch gene-

tischen Analysen einzusetzen.

3.2 Material und Methoden

3.2.1 Pflanzenmaterial

Die Pflanzen wurden im Oktober aus Gewéchshaus- und Freilandbestinden zusammenge-
stellt und die Ruhephase durch Absenkung der Temperatur auf 10°/8°C (Tag/Nacht)
induziert (nach KRUG und FOLSTER 1976). Mit Temperaturerhohung auf 20°/14°C begann

im Februar die neue Vegetationsperiode. Die ersten gedffneten Bliiten konnten im April
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geerntet werden. Sie wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C

gelagert. Im Juli wurden zusitzlich Blitter von einigen Freilandpflanzen geerntet.

Beziiglich der wi-Sterilitdt standen spaltende Nachkommenschaften zur Verfiigung, die
aufgrund von Kreuzungen mit Mutterpflanzen verschiedener Herkunft entstanden waren
(TATLIOGLU 1994 und pers. Mitteilung). Diese Mutterpflanzen entstammten den Sorten
"Wilau®, ‘Grolau’, "Gigantic’ und dem Basismaterial des Instituts (Pflanze 111). Um zu
bestimmen, ob sich die Cytoplasmatypen in diesen Nachkommenschaften unterscheiden,
wurden jeweils zwei sterile und zwei fertile Pflanzen untersucht. Beziiglich der s#/- und
der st2- Sterilitdt waren vor Beginn der vorliegenden Arbeit spaltende Nachkommen-
schaften hergestellt worden, die in miitterlicher Linie alle auf die urspriingliche ménnlich
sterile Pflanze zuriickgehen. Eine Variation des vorliegenden Cytoplasmatyps war unter
der Voraussetzung einer konstanten maternalen Vererbung des Cytoplasmas also nicht zu
erwarten. Es wurden zur Bestimmung des vorliegenden Cytoplasmatyps sterile und fertile
Genotypen aus jeweils einer Nachkommenschaft ausgewéhlt. Neben den genannten spal-
tenden Nachkommenschaften der drei neuen Sterilitditen wurden auch cytoplasmatisch
ménnlich sterile und restorierte Genotypen sowie fertile Pflanzen des Basismaterials in die
Untersuchungen einbezogen. Die untersuchten Pflanzen sind in der nachfolgenden Tabelle

zusammengefafit.

Tabelle 3.1: Pflanzenmaterial fiir die Untersuchungen zur mitochondrialen Genomdiversitat

Cytoplasmatische wi-Sterilitat, st1-Sterilitdt | st2-Sterilitdt
méinnl. Sterilitét Pflanzen in miitterlicher Linie zuriickgehend auf
"Wilau® "Grolau’ "Gigantic’ 111
steril (S)xx: steril wiwi: steril stlstl: | steril st2st2:
2010/9 1000926  11013/103 11038/17 11061/20 7003/95 10040/16
7044/5 10015/73  11013/121 11038/68 11061/106
restoriert (S)X.: fertil Wi.: fertil St1.: fertil Sz2.:
7044/6 10009/3 11013/64 11038/26 11061/19 7003/3 10040/12
10015/53 11013/78 11038/38 11061/98

fertile Pflanzen des Basismaterials*:
WI1115/47, Gr. 7, Gr. 9, 111, 2023/1, 2023/16, 2035/1, 4099/1

* Beli einigen dieser Pflanzen war in fritheren Untersuchungen die Konstitution am Restorerlocus X/x geklart
worden (TATLIOGLU 1982). Entsprechende Kreuzungsanalysen wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wiederholt bzw. erweitert, die Ergebnisse sind in Kapitel 4 dargestellt.

3.2.2 Isolierung von Gesamt-DNA, Restriktion, Agarose-Gelelektrophorese
und Blotting

Isolierung von Gesamt-DNA mit der ""Serum separation tube technique':

Diese Methode (BENTZEN et al. 1990, verdndert) nutzt die gleichen Extraktionsmethoden
wie die von SAGHAI-MAROOF et al. (1984) beschriecbene CTAB-Methode. Durch den
Einsatz der "Serum separation tubes (SST)", Rohrchen mit integriertem Serumtrenner (Fa.

Becton-Dickinson), kann aber mit kleineren Volumina gearbeitet werden. Das
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Pflanzenmaterial wurde in einer Schwingmiihle (Fa. Retsch) gemorsert, alle dabei
genutzten Gerdte wurden zuvor in fliissigem Stickstoff gekiihlt. Das gemorserte

Pflanzenmaterial kann bei -80°C gelagert werden.

Zum Aufschlufl der Zellen werden zu etwa 150mg gemdrsertem Pflanzenmaterial in einem
SST 500ul 2x CTAB und Iml 1x CTAB gegeben und fiir 60-90min im Wasserbad bei
65°C inkubiert. AnschlieBend erfolgt die Phenol-Extraktion mit 1,5ml fiir 10min und
15min Zentrifugation bei 3000xg (4°C). Der Serumtrenner lagert sich dabei zwischen die
Phasen. Der Uberstand wird in ein neues SST dekantiert und die Phenol-Extraktion
wiederholt. Nach der Zentrifugation wird in das Rohrchen 1,5ml eines Phenol-Chloroform-
Isoamylalkoholgemisches (25:24:1) gegeben, erneut 10min geschiittelt und wie oben
zentrifugiert. Das Chloroform soll die Denaturierung der Proteine und die Phasentrennung
erleichtern, der Isoamylalkohol verhindert das Schaumen und das Ausbilden einer inten-
siven Interphase (BERTRAM und GASSEN 1991). AnschlieBend kann eine RNAse-
Behandlung fiir 20min bei 37°C mit 0,15 units RNAse durchgefiihrt werden. Es schlief3t
sich eine einmalige Chloroform-Extraktion an (analog der Phenol-Extraktion). Nach
erfolgter Zentrifugation wird der Uberstand in ein Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt, 1,5ml
Isopropanol und 150ul 3M Na-Acetat zugegeben, und die DNA fiir mindestens 20min bei -
20°C prazipitiert (besser liber Nacht). Es folgt eine 15min Zentrifugation bei 9000xg
(4°C). Das DNA-Pellet wird mit Iml 70%igem Ethanol abgeldst, in ein Eppendorf-
Reaktionsgefd {iiberspiilt und erneut fiir 15min bei 9000xg (4°C) zentrifugiert.
Anschliefend erfolgt die Trocknung im Vakuum und die Losung des Pellets in einer

entsprechenden Menge (ca. 200ul) sterilem bi-dest. Wasser oder TE-Puffer.

Der DNA-Gehalt wurde photometrisch iliber die Extinktion bei 260nm bestimmt. Nach
SAMBROOK et al. (1989) entsprechen einer optischen Dichte (OD) von 1 50ug doppel-
stringige DNA pro ml. Danach konnten zwischen 150 und 450ug pro Probe extrahiert
werden. Zur Uberpriifung der Verunreinigung der DNA durch Polysaccharide wurde der
Quotient aus der OD 260 und der OD 230 gebildet, er schwankte zwischen 1,8 und 2,4.
Die Berechnung des Quotienten OD 260/280 fiir die Verunreinigung durch Polypeptide
ergab Werte zwischen 1,8 und 1,9 (bei beiden Quotienten sind Werte >1,8 optimal).

Verwendete Chemikalien:

- 1x CTAB: - Phenol, Chloroform, Isoamylalkohol.
1% (w/v) CTAB - Isopropanol, 3M Na-Acetat und 70%iges (v/v)
50mM Tris/HCI1 Ethanol.
(1)?;;\14MNE21T A - TE-Puffer (Tris-EDTA), pH=8,0:
1% (wiv) PVP-40. }?anME]T;}S N
-2x CTAB:

Entsprechend 1x CTAB, mit doppelten Konzen-
trationen der einzelnen Komponenten.



46 3 Variabilitat der mitochondrialen Genomorganisation

Restriktion, Elektrophorese und Ubertragung der DNA auf eine Trigermembran

Fiir einen Restriktionsansatz wurden 15ug DNA und 20 units Restriktionsenzym (Fa.
Gibco BRL) eingesetzt. Die enzymatische Reaktion erfolgte in Puffersystemen nach
Angabe des Herstellers fiir mindestens 2h bei 37°C in einem Endvolumen von 30ul. Die

Restriktion wurde durch Zugabe von 3ul Bromphenolblau-Ladepuffer gestoppt.

Die Restriktionsfragmente wurden in 0,8%igen Agarosegelen in 1x TAE-Puffer bei 2V/cm
Gelldnge fiir 14-16h elektrophoretisch getrennt. Durch Zugabe von Ethidiumbromid zur
Gellosung (0,5ul/ml) ist die DNA unter einem Transilluminator (UV-Licht, 302nm) sicht-
bar. Als Molekulargewichtsmarker diente mit HindlIll restringierte DNA des Phagen
Lambda oder eine 1000bp-Leiter (Fa. Gibco BRL). Die Dokumentation der Gele erfolgte

durch Aufnahme mit einer Video-Dokumentationsanlage.

Die Ubertragung der DNA auf eine Hypobond™-N* Nylon-Membran (Fa. Amersham)
erfolgte mit einem Vakuum-Blotter (Fa. Pharmacia). Dazu wird das Gel fiir 10min in
0,25M HCI geschwenkt und anschlieBend in 0,4M NaOH bei 60mbar geblottet. Nach
40min wird die Membran entnommen und fiir 10min in 2x SSC gewaschen, um Agarose-
reste zu entfernen. Eine Fixierung der DNA auf der Membran ist bei diesem alkalischen

Blotten nicht notwendig.

Verwendete Chemikalien:

- Restriktionsenzyme und Puffersysteme (Fa. 30% (v/v) Glycerin
Gibco BRL) 0,25% (w/v) Bromphenolblau
- Molekulargewichtsmarker: - Agarose, Ethidiumbromid.
100pg Lambda-DNA - 1x TAE-Puffer:
75ul steriles bi-dest. H,O Stammlosung (50x):
50 units HindlIIl 2,0M Tris
Puffer nach Angabe des Herstellers. 1,0M Eisessig
Restriktion fiir 2h bei 37°C, 0,1IM EDTA
lOmin bpi 65°C, auf Eis abkiihlen. - 0,25M HCI; 0,4M NaOH.
Aliquotierung: 5ul (=1,25ug DNA) + 2ul
- 2x SSC:
Bromphenolblau-Ladepufter. i
FragmentgroBen (in kb): Stammlsung (20x):
se ' 3M NaCl

23,1;9,4; 6,6;4,4; 2,0
- 1000bp-Leiter (Fa. Gibco BRL)
- Bromphenolblau-Ladepuffer:

0,3M Najz-Citrat

3.2.3 Beschreibung der heterologen mitochondrialen Gensonden

Die verwendeten heterologen Gensonden wurden aus Zea mays (Dr. D. M. LONSDALE,
University of Cambridge) oder Oenothera berteriana und Arabidopsis thaliana (Prof. Dr.
A. BRENNICKE, Universitit Ulm) gewonnen, und dem Institut fiir Angewandte Genetik,

Hannover zur Verfiigung gestellt. Sie sind in Tabelle 3.2 ndher beschrieben.
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Tabelle 3.2: In Southern-Hybridisierungen verwendete mitochondriale Gensonden
Gen GroBe Vektor Ligationsschnittstelle Herkunft
coxlIl 2,40 kb pBR 322 EcoRI Z. mays
coxIIl 1,10 kb pUC 8 EcoRI-Pstl O. berteriana
nadl 2,20 kb pBR 322 BamHI O. berteriana
nad3 1,00 kb pBluescript EcoRI O. berteriana
atpA 1,90 kb pBR 328 Pstl-Hind111 O. berteriana
atp6 1,66 kb pBluescript BamHI A. thaliana
atp9 1,84 kb pBluescript BamHI A. thaliana
cob 0,68 kb pBR 328 Pstl-HindIll Z. mays
rrnl8 1,88 kb pBluescript Apal A. thaliana
rrn26 4,80 kb pUC 8 Smal Z. mays

3.2.4 Transformation von Escherichia coli, Klonierung und Isolierung der
Inserts

Transformation der Plasmide in Escherichia coli

Fiir die Transformation der Plasmide wurden kompetente Zellen von Escherichia coli (XL-
1-Blue MRF) der Firma Stratagene nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Der Trans-
formationsansatz (100ul) wurde auf festem LB-Medium in Petrischalen ausplattiert. Zur
Selektion waren dem Medium 20pug/ml Ampicillin zugesetzt. Die Ampicillinresistenz ist
vektorkodiert, so dal3 nur transformierte Bakterien auf dem Selektionsmedium wachsen.
Zusitzlich erfolgte eine Weif/Blau-Selektion. Dazu wurden 40ul einer 2%igen (w/v) X-
Gal-Losung (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactosid) pro Petrischale ausgestrichen
und 30min bei Raumtemperatur inkubiert. Vor dem Ausplattieren des Transformations-
ansatzes wurden diesem 20ul einer 100mM IPTG-Losung (Isopropylthiogalactosid)
zugesetzt. Der verwendete Stamm von E. coli kann aufgrund einer Deletion keine aktive B3-
Galactosidase synthetisieren. Durch Transformation mit reiner Plasmid-DNA (also ohne
Inserts) wird diese Deletion kompensiert (" -Komplementation). Das farblose X-Gal wird
von der B-Galactosidase gespalten, wobei ein blau gefdrbtes Indigo-Derivat entsteht. Blau
gefarbte Kolonien enthalten demnach zwar das Plasmid, nicht aber das mitochondriale
Insert. Bei rekombinierten Plasmiden, bei denen eine Insertion der mitochondrialen Fremd-
DNA erfolgt ist, kann durch die Insertion das " -Peptid nicht mehr synthetisiert werden,
eine Komplementation erfolgt also nicht. Somit bleiben die Kolonien wei}. Nach
Inkubation bei 37°C iiber Nacht wurden Bakterien mit rekombinierten Plasmiden (weil3e
Kolonien) abgenommen und erneut iiber Nacht in 3ml fliissigem LB-Medium vermehrt.
Zur Erhaltung wurde die Suspension mit 80%igem (v/v) sterilen Glycerin im Verhiltnis

1:1 versetzt und bei -80°C gelagert.

0,5% (w/v) Hefeextrakt
0,5% (w/v) NaCl
- LB-Medium, fest:
wie oben, aulerdem 1,5% (w/v) Agar.

- Ampicillin, X-GAL, IPTG, Glycerin.

Verwendete Chemikalien:
- Kompetente Zellen von Escherichia coli (XL-1-
Blue MREF, Fa. Stratagene).
- LB-Medium, fliissig (Luria-Bertani):
1% (w/v) Casein (enzymatisch hydrolysiert)
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Klonierung und Isolierung der Plasmide

Die Vermehrung der E. coli Bakterien erfolgte in LB-Medium, dem 25ug/ml Ampicillin
zugesetzt war. Dazu wurden in einem 250ml Erlenmeyer-Kolben 100ml des Mediums mit
10ul der Glycerinkulturen beimpft und fiir 15h bei 200upm auf einem Schiittler bei 37°C
inkubiert. Die Kulturen wurden in Zentrifugenbechern auf Eis abgekiihlt und fiir Smin bei
4800xg zentrifugiert. Die Isolierung der Plasmide erfolgte mit dem Plasmid Midi Kit 100
der Firma Qiagen. Das erhaltene DNA-Pellet wurde in 100ul TE-Puffer gelost und eine
Konzentrationsbestimmung wie unter 2.1 beschrieben durchgefiihrt. Der Ertrag an
Plasmid-DNA schwankte zwischen 30 und 130ug mit Reinheitsquotienten im optimalen
Bereich.

Verwendete Chemikalien:

- LB-Medium, fliissig; Ampicillin (siche oben).
- Plasmid Midi Kit 100 (Fa. Qiagen).

- TE-Puffer (wie unter 3.2.3).

Riickgewinnung der Inserts

Zur Riickgewinnung der Inserts wurde die rekombinierte Plasmid-DNA mit den jeweiligen
Restriktionsenzymen (sieche Tab. 3.2) versetzt. Dazu wurden 10 units Enzym (Fa. Gibco
BRL) pro ugDNA im Puffersystem nach Angabe des Herstellers zugegeben und fiir Sh bei
37°C inkubiert. Die elektrophoretische Auftrennung von Plasmid und Insert erfolgte mit
einem UV Band-Elutor E91 der Firma Biometra. Dazu werden die Restriktionsansitze mit
6x Probenpuffer (vom Hersteller) und sterilem bi-dest. Wasser auf 160 pl in 1x Proben-
puffer eingestellt. Die Agarosekonzentration und die anzulegende Spannung richten sich
nach der FragmentgroBe (Herstellerangabe). Das Insert wird mit 230ml Fokussierlosung
(vom Hersteller) in einer dafiir vorgesehenen Geltasche aufgefangen und mit einer Pipette
entnommen. Das Eluat wird mit 575ul 100%igem (v/v) Ethanol versetzt und die DNA {iber
Nacht bei -20°C prézipitiert und 15min bei 9000xg zentrifugiert. Es folgen zwei Wasch-
vorgédnge mit 70%igem Ethanol und 5min Zentrifugation bei 9000xg. Das im Vakuum
getrocknete DNA-Pellet wird in 200ul sterilem bi-dest. Wasser resuspendiert. Zur
Konzentrationsbestimmung wurde eine Verdiinnungsreihe mit ungeschnittener DNA des
Phagen Lambda hergestellt (10, 20, 30, ... 100, 150ng) und neben 10ul der geldsten Insert-
DNA in ein 0,8%iges Agarosegel mit 0,5ug/ml Ethidiumbromid aufgetragen. Unter UV-
Licht (302nm) kann aus dem Vergleich der Leuchtintensitit der Insertproben mit der
Verdiinnungsreihe die Konzentration der Insert-DNA geschitzt werden. Es konnten im
Mittel iiber 1000ng Insert-DNA isoliert werden.

Verwendete Chemikalien:

- Restriktionsenzyme und Puffersysteme (Fa. Gibco BRL).

- Agarose, Ethidiumbromid, 1x TAE-Puffer (wie unter 3.2.2).

- Probenpuffer und Fokussierlosung (Fa. Biometra).

- 100%iges und 70%iges (v/v) Ethanol.

- Hindlll-restringierte Lambda-DNA, Bromphenolblau-Ladepuffer (wie unter 3.2.2).
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3.2.5 Radioaktive Markierung, Southern-Hybridisierung und
Autoradiographie

Die Hybridisierung erfolgte in Glasrohren, die in einem Hybridisierungsofen (Fa.

Bachofer) rotierten. Dazu werden pro Rohre bis zu drei Nylonmembranen in 30ml

Hybridisierungsldsung iiber Nacht bei 65°C prahybridisiert.

Die radioaktive Markierung der Sonden erfolgte mittels "random priming" mit dem
Oligolabelling Kit der Fa. Gibco BRL. Dazu werden 50ng Sonden-DNA fiir S5Smin bei 95°C
denaturiert und auf Eis abgekiihlt. Die Radioaktivitit wird in Form von 1850MBq a32P-
dCTP (Fa. Amersham, 110TBg/mmol) zugefiihrt, nachdem 15ul des Reaktionspuffers,
jeweils 2ul der drei iibrigen Oligos, 1pul Klenow-Enzym ad 70ul steriles bi-dest. Wasser
hinzugefiigt wurden. Der Ansatz wird fiir 3h bei 25°C inkubiert und anschlieend die nicht
inkorporierten Nukleotide mittels einer "Nuctrap Push Column" (Fa. Stratagene)
abgetrennt. Vor und nach dem eigentlichem Ansatz wird die Sdule mit 70pul 1x STE
gespiilt. Nach erneuter Denaturierung fiir Smin bei 95°C und 5min auf Eis wird das Eluat
(100-140pl) auf zwei Hybridisierungsrohren verteilt und diese im Hybridisierungsofen bei
65°C iiber Nacht inkubiert.

Zur Abtrennung der nicht spezifisch gebundenen Sonden-DNA werden die Membranen
zweimal 15min mit 150ml 2x SSC, 0,5% SDS und einmal mit 1x SSC, 0,1% SDS bei 65°C
gewaschen. Fuji RX-Rontgenfilme werden auf die in Frischhaltefolie eingeschweil3ten
Membranen gelegt und bei -80°C fiir 2-14 Tage (entsprechend der verbliebenen Aktivitét)
exponiert. Nach Rehybridisierung der Membranen durch Aufkochen fiir 15min in 0,5%
SDS konnen sie fiir weitere Southern-Hybridisierungen eingesetzt werden.

Verwendete Chemikalien:

- Hybridisierungslosung: - 1x STE:
0,25M NaHPOy4 10mM Tris HCI
0,25M NaCl 100mM NaCl
ImM EDTA ImM EDTA.
7% (v/v) SDS - 20x SSC (wie unter 3.2.3).
- Oligolabelling Kit (Fa. Pharmacia), a32P-dCTP - Fuji-X-Ray Réntgenfilme.

(Fa. Amersham).
- Nuctrap Push Columns (Fa. Stratagene).

3.3 Ergebnisse

3.3.1 Nachweis von funf Cytoplasmatypen, die sich beziiglich ihrer
mitochondrialen Genomorganisation unterscheiden

Bei der Restriktion von Gesamt-DNA entstehen so viele Fragmente, daB3 sie in den

Agarosegelen nicht als einzelne Banden sichtbar sind. Bei gelungener Restriktion zeigen

sich vielmehr gleichméBig gefarbte Spuren. Die Identifizierung einzelner Fragmente

erfolgt erst durch Southern-Hybridisierung mit den mitochondrialen Gensonden. Im

folgenden sind solche Hybridisierungsmuster dargestellt.
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Abb. 3.3: Hybridisierungsmuster von fertilen Pflanzen
des Basismaterials sowie von Pflanzen aus spaltenden
Nachkommenschaften der wi- und der st7-Sterilitdt im
Vergleich zu sterilen und restorierten CMS-Genotypen
nach Restriktion mit Dral und Hybridisierung mit cob
(oben) und atpA (unten).

Nach Restriktion der Gesamt-
DNA mit Dral und Hybridisie-
rung der Sonde cob ergaben
sich die in Abbildung 3.3
gezeigten Hybridisierungs-
muster. Es  lassen  sich
aufgrund der unterschiedlichen
Mobilitdt  der  detektierten
Restriktionsfragmente, sowie
durch deren Zahl insgesamt
fiinf Cytoplasmatypen unter-
scheiden, von denen hier vier
aufgefiihrt sind. Die beiden
rechten Spuren (neben der kb-
Leiter) zeigen die Hybridisie-
rungssignale des Sterilitits-
cytoplasmas der CMS, die bei
dem sterilen, (S)xx, und dem
restorierten  Genotyp, (S)X.,
identisch sind. Daneben sind
die Hybridisierungsmuster der
beziiglich der st/-Sterilitét
spaltenden Nachkommen-
schaft, sowie die zweler
beziiglich der  wi-Sterilitét
spaltenden Nachkommen-
schaften zu sehen. Unter-
schiede zwischen sterilen und
fertilen Genotypen innerhalb
dieser Nachkommenschaften

treten nicht auf, bei der

wi-Sterilitdt sind aber Unterschiede zwischen den beiden Nachkommenschaften zu

sehen. In den drei linken Spuren sind fertile Pflanzen des Basismaterials aufgefiihrt.

Die Hybridisierungsmuster der Pflanzen Gr.7 und 2035/1 sind identisch, aber von den

drei zuvor beschriebenen Mustern verschieden. Die Signale der Pflanze Gr.9 gleichen

denen der Pflanzen der Linie 10009. Die im unteren Teil der Abbildung gezeigten

Hybridisierungsmuster der Enzym/Sondenkombination Dral/atpA bei den gleichen

Pflanzen lassen eine Differenzierung der vorliegenden Cytoplasmatypen nicht zu.
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Abb. 3.4: Hybridisierungsmuster von fertilen

Pflanzen des Basismaterials sowie von Pflanzen aus
spaltenden Nachkommenschaften der wi- und der
st1-Sterilitdt im Vergleich zu sterilen und restorierten
CMS-Genotypen nach Restriktion mit Hindlll und
Hybridisierung mit coxlll (oben) und atp9 (unten).

In der nebenstehenden
Abbildung 3.4 sind Hybridisie-
rungsmuster nach Restriktion
der Gesamt-DNA mit HindIll

und Hybridisierung mit den

Sonden coxIll und atp9
aufgefiihrt. Die Mobilitdt der
von coxIll detektierten

Fragmente bei Gr.7, 2035/1,
den Linien 11038 und 7003
2010/9

unterscheidet sich nicht. Bei

sowie der Pflanze
Verwendung anderer Sonden
ergibt sich jedoch ein
polymorphes Muster, das eine
Unterscheidung der Cytoplas-
matypen erlaubt. Als ein
solches  Beispiel ist das
Hybridisierungsmuster von
atp9 gezeigt. Hier 146t sich das
Sterilitdtscytoplasma der CMS
(rechte Spur neben der kb-
Leiter) von dem Cytoplasma
der Linien 7003 und 11038,
dem Cytoplasma der Linie
10009 und von  dem
Cytoplasma der  Pflanzen
2035/1 und Gr.7 unterschei-
den. Das Hybridisierungs-
muster bei  Gr.9 und 111
gleicht dem der Linie 10009.

Die Sonde atp9 detektiert

deutlich mehr Fragmente als die iibrigen verwendeten Sonden. Die Intensitdt der

Signale ist sehr unterschiedlich. Die Abbildung macht jedoch deutlich, das bei den

verschiedenen Einzelpflanzen mit

identischen Hybridisierungsmustern, diese

quantitativen Intensitdtsunterschiede der einzelnen Fragmente konservativ und nicht

zufallig sind.
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Abb. 3.5: Hybridisierungsmuster von fertilen
Pflanzen des Basismaterials, wi-steriler Pflanzen
und Pflanzen aus einer spaltenden Nachkommen-
schaft der st2-Sterilitdt im Vergleich zu einem CMS-
Genotyp nach Restriktion mit EcoRl und
Hybridisierung mit cob (oben) und coxll (unten).

Alle  durchgefiihrten = Enzym/Sondenkombinationen bei den  verschiedenen
Einzelpflanzen sind tabellarisch im Anhang (Tabelle 11.1 und 11.2) aufgefiihrt. Es
lieBen sich insgesamt 5 Cytoplasmatypen unterscheiden. In Tabelle 3.3 sind die
Einzelpflanzen diesen fiinf Cytoplasmatypen zugeordnet.
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Tab. 3.3: Zuordnung der untersuchten Einzelpflanzen zu den fiinf Cytoplasmatypen

Cytoplasmatyp (1) Cytoplasmatyp (2)  Cytoplasmatyp (3) Cytoplasmatyp (4)  Cytoplasmatyp (5)

Pflanzen des fertilen Basismaterials sowie cytoplasmatisch ménnlich sterile und restorierte Pflanzen:

W1115/47 Gr.7 2010/9 (S)xx 2023/1
Gr.9 2035/1 7044/5 (S)xx 2023/16
111 7044/6 (S)X. 4099/1
Spaltende Nachkommenschaften der wi, st/ und s¢2-Sterilitat:
10009/26 wiwi 11038/17 wiwi 10040/16 st2st2
10009/3 Wi. 11038/26 Wi. 10040/12 St2.
11013/103 wiwi 7003/95 stistl
11013/64 Wi. 7003/3 Stl.
11061/20 wiwi
11061/98 Wi.

Das Sterilititscytoplasma (S) des CMS-Systems wurde mit (4) bezeichnet. Die wi-Sterilitét
war im Cytoplasmatyp (1) aufgetreten und bereits durch Kreuzungen in den Cytoplasma-
typ (2) eingelagert worden. Die st/-Sterilitdt liegt im Cytoplasmatyp (2) vor, die st2-
Sterilitdt im Cytoplasmatyp (5). Bei dem fertilen Basismaterial konnten Pflanzen mit den
Cytoplasmatypen (1) und (5) identifiziert werden und zusitzlich bei Gr.7 und 2035/1 der
Cytoplasmatyp (3). Qualitative oder quantitative Unterschiede zwischen den Hybridisie-
rungsmustern der Einzelpflanzen, die zu einem Cytoplasmatyp zusammengefal3t wurden,

ergaben sich nicht.

34 Diskussion

3.41 Der methodische Ansatz

Southern-Hybridisierungen mit mitochondrialen Gensonden gegen Gesamt-DNA haben
sich als eine effiziente Methode zur Unterscheidung verschiedener Cytoplasmatypen
erwiesen. Die Isolierung der DNA kann mit der vorgestellten Methode aus Bliiten und
Blattern erfolgen. Bei Bliiten ist jedoch ein gréBerer Anteil mitochondrialer DNA im
Vergleich zur Kern- oder Chloroplasten-DNA zu erwarten. Tatséchlich sind die Hybridi-
sierungssignale der DNA aus Bliiten intensiver. Die von KRUG und FOLSTER (1976)
beschriebene Ruheinduktion im Herbst hat sich fiir die Bliitenbildung als nachteilig
erwiesen. Die Pflanzen zogen das Laub wihrend der Wintermonate im Gewiachshaus nicht
vollstidndig ein, und die Bliite erfolgte im nichsten Friihjahr sehr ungleichmifig. Pflanzen,
bei denen die Ruheinduktion im Freiland erfolgt, konnen schon Anfang Januar wieder
angetrieben werden und bilden in kurzer Zeit eine Vielzahl von Bliiten. Dies erleichtert die
Durchfiihrung der Versuche erheblich.

Die Hybridisierung mit mitochondrialen Sonden gegen Gesamt-DNA ist gegeniiber der

Restriktion von mitochondrialer DNA methodisch einfacher. So wird weniger Pflanzen-
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material bendtigt, und eine klare Auswertung der Hybridisierungsmuster ist aufgrund der
geringen Zahl der detektierten Fragmente moglich. Hinweise auf Hybridisierungen der
mitochondrialen Sonden mit dem Kerngenom ergaben vergleichende Untersuchungen von
Gesamt- und mitochondrialer DNA beim Spinat nicht (RUGE 1996). Zudem ist unwahr-
scheinlich, daB bei den Stringenzbedingungen fiir die Waschschritte und der Expositions-
zeit der Rontgenfilme Hybridisierungen mit Kern-DNA sichtbar sind, mindestens wiren
aber starke quantitative Unterschiede im Vergleich zu den mitochondrialen Signalen zu
erwarten. Dies ist dadurch begriindet, dal eine hohere Kopienzahl der DNA der
Mitochondrien im Vergleich zur Zellkern-DNA vorliegt, die ausschlieBlich durch die zwei
homologen Chromosomen reprasentiert wird. Weiterhin wiirden nicht bei allen Pflanzen
eines Cytoplasmatyps identische Signale nachgewiesen, wenn diese durch
Hybridisierungen mit dem Kerngenom bedingt wiren, da in diesem Falle Aufspaltungen zu
erwarten wiren (insbesondere gilt dies fiir die in Kapitel 6 untersuchten Pflanzen, bei
denen die Vererbung des mitochondrialen Genoms iiber zwei Generationen verfolgt

wurde).

Der Informationsgehalt, der sich aufgrund der Auswertung der Hybridisierungen im
Vergleich zur Sichtbarmachung der gesamten Restriktionsfragmente der mitochondrialen
DNA nach Ethidiumbromidfirbung ergibt, ist geringer. Da aufgrund der geringen
Empfindlichkeit dieser Firbetechnik jedoch groflere Mengen mitochondrialer DNA zu
isolieren sind, ist die Analyse von Einzelpflanzen mit dieser Methode in der Regel nicht
moglich. Die Einzelpflanzenanalyse war fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersu-
chungen jedoch ein wichtiges Kriterium (vergl. 3.1). Ein Vorteil der Hybridisierungen fiir
eine erste Unterscheidung von Cytoplasmatypen besteht darin, da3 nur Bereiche des mito-
chondrialen Genoms beriicksichtigt werden, die fiir dessen Informationsgehalt wichtig
sind. Die nichtkodierenden Bereiche konnen jedoch fiir weiterfithrende Untersuchungen
bedeutend sein, etwa flir den Nachweis von sich wiederholenden Sequenzen ("repeats").
Eine bessere Mdoglichkeit zur Visualisierung mitochondrialer DNA-Fragmente konnten
STEINBORN et al. (1992) durch radioaktive Endmarkierung der Restriktionsfragmente
erreichen. Bei dieser Methode sind nur geringe Mengen (wenige Gramm) Pflanzenmaterial
notwendig, um die Restriktionsfragmente der mitochondrialen DNA sichtbar machen zu
konnen. Eine entsprechende Markierung der mitochondrialen DNA von Hunden mittels
Biotinolierung wurde von TSCHUIDA und IKEMOTO (1993) beschrieben und stellt eine

sinnvolle Alternative zu den radioaktiven Nachweismethoden dar.

In den meisten Féllen ist nur ein indirekter Zusammenhang zwischen den nachgewiesenen
Polymorphismen und einer sterilititsinduzierenden Eigenschaft des Cytoplasmas gegeben,
da die Umstrukturierungen oftmals groBere Bereiche des mitochondrialen Genoms
betreffen, und die gefundenen Polymorphismen folglich nicht ausschlieBlich auf CMS-

spezifische Verdnderungen zuriickzufiihren sind. In der praktischen Pflanzenziichtung sind
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solche unspezifischen Polymorphismen jedoch als Marker nutzbar, wenn in einer Popula-
tion ein bestimmter Cytoplasmatyp selektiert werden soll. Gibt es Sonden, die mit einem
Cytoplasmatyp hybridisieren, mit einem anderen jedoch nicht, kann ein "dot-blot"-
Verfahren zur Differenzierung angewendet werden. Dies wurde von WEIHE et al. (1991)
fiir die Zuckerriibe beschrieben. Dabei wird Pflanzenextrakt auf eine Membran getropft
und hybridisiert. Aufgrund der Ja/Nein-Reaktion beziiglich der Schwirzung des Rontgen-
films kénnen Normal- und Sterilititscytoplasma unterschieden werden. Diese vereinfachte
Hybridisierungsmethode erspart die DNA-Isolierung, Restriktion und Elektrophorese. Fiir
weitere molekulare Untersuchungen ist es jedoch notwendig, die spezifischen Sequenzen

eines Sterilitidtscytoplasmas zu kennen.

Zunehmend gewinnen auch PCR-gestiitzte Methoden zur Unterscheidung von Cytoplas-
matypen an Bedeutung, bei denen ein kausaler Zusammenhang zwischen nachgewiesenen
Polymorphismen und der Sterilitdtseigenschaft des Cytoplasmas nicht zwangslaufig
vorliegen mul3, die also ebenfalls als Marker angesehen werden konnen. Bei dem
Sterilitatscytoplasmas von Allium cepa wurde eine Insertion plastiddrer DNA in der Nédhe
des 5'-Ende des cob-Gens nachgewiesen, von der Primer abgeleitet wurden, die zur
Amplifikation eines im Vergleich zum Normalcytoplasma verschieden groflen Fragments
fiihren (SATO 1998). Bei Beta vulgaris (LORENZ et al. 1994), Daucus carota (NAKAJIMA et
al. 1997) und Sorghum bicolor (JAISWAL et al. 1998) wurde die RAPD-Technik (mit
Zufallsprimern) zur Unterscheidung verschiedener Cytoplasmatypen eingesetzt.

Die Sensitivitdt der PCR ist verglichen mit Southern-Hybridisierungen hoch. Wie in der
Einleitung zu diesem Kapitel beschrieben wurde, kann die Kopienzahl der mitochondrialen
DNA-Molekiile sehr unterschiedlich sein. Substochiometrische Molekiile ("sublimons")
sind mit den Hybridisierungen nur schwer nachweisbar. Solche schwach hybridisierenden
Fragmente sind in Abb. 3.4 nach Hybridisierung mit der Sonde a#p9 zu sehen. Bei
molekulargenetischen Untersuchungen kénnen die "sublimons" zum Verstdndnis der
Vererbung der Mitochondrien und von Rekombinationsereignissen von Bedeutung sein.
Fiir die Selektion von Cytoplasmatypen sind die "sublimons" jedoch von untergeordneter
Bedeutung, da sie keinen phénotypischen EinfluB besitzen und somit fiir die

Unterscheidung von Normal- und Sterilititscytoplasmen nicht von Bedeutung sind.

3.4.2 Die Variabilitat des mitochondrialen Genoms vom Schnittlauch im
Vergleich zu anderen Pflanzenarten

Bei der relativ geringen Zahl der untersuchten Pflanzen wurden in der vorliegenden Arbeit

fiinf Cytoplasmatypen nachgewiesen, die sich beziiglich der Organisation ihrer mitochon-

drialen Gene unterscheiden. Der Schnittlauch gehdrt demnach zu den Pflanzenarten, bei

denen eine hohe Variabilitit des mitochondrialen Genoms vorliegt. Verglichen damit

scheint die Variabilitit des mitochondrialen Genoms bei der zur gleichen Gattung

gehorenden Zwiebel (Allium cepa) eher gering zu sein. Die genetische Kontrolle einer
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CMS bei der Zwiebel wurde bereits 1943 durch JONES und CLARKE weitgehend charak-
terisiert. Die Autoren wiesen nach, daf die Sterilitdt auf einen cytoplasmatischen Faktor
(S) zuriickzufiihren ist, und die Fertilitdt durch das Gen Ms/ms im dominanten Zustand
restoriert wird. Neben dem (S) und dem Normalcytoplasma (N) wurde ein zweites
Sterilitdtsplasma (T) identifiziert (BERNINGER 1965), bei dem die Restoration entweder
durch das dominante Allel am Locus 4/a oder durch die komplementire Wirkung der
dominanten Allele an den Loci B/b und C/c kontrolliert wird (SCHWEISGUTH 1973). Bei
dem Vergleich von mitochondrialen Restriktionsfragmenten und nach Southern-
Hybridisierungen mit mitochondrialen Gensonden konnte das (S)-Cytoplasma eindeutig
vom (N)- und (T)-Cytoplasma unterschieden werden (DE COURCEL et al. 1989; HOLFORD
et al. 1991b). Die Autoren diskutieren eine alloplasmatische Herkunft des
Sterilitdtscytoplasmas (S). Die Einlagerung aus einer unbekannten Art wird auch durch
Untersuchungen des Chloroplastengenoms gestiitzt, bei denen in keiner nah verwandten
Art der Zwiebel bestimmte plastiddre Restriktionsfragmente des (S)-Cytoplasmas nach-
gewiesen werden konnten, deren Existenz aber in einer triploiden viviparen Zwiebel-
hybride ("Pran’) unbekannten Ursprungs gezeigt wurde (HAVEY 1993). Eine eindeutige
Unterscheidung des (N)- und des (T)-Cytoplasmas beziiglich der mitochondrialen
Genomorganisation ist bisher nicht gelungen. Beide Cytoplasmen wurden von DE
COURCEL et al. (1989) zu einer Gruppe (M) zusammengefal3t, in der sich zwar einige
Unterschiede im Restriktionsfragmentmuster der mitochondrialen DNA finden lieBen, eine
eindeutige Zuordnung bestimmter Fragmente zu einem der beiden Cytoplasmatypen war
aber nicht moglich (HOLFORD et al. 1991b). Auch das Chloroplastengenom von (T) und
(N)- Cytoplasma lieB sich nicht unterscheiden, so dafl hier wahrscheinlich eine auto-
plasmatische Mutation zur Entstehung des Sterilitdtscytoplasmas gefiihrt hat (DE COURCEL
et al. 1989; HOLFORD 1991b; HAVEY 1993). Zur Unterscheidung dieser Cytoplasmen wiére
der Einsatz einer Endmarkierungsmethode der Restriktionsfragmente (vergl. 3.4.1)
sinnvoll. Aufgrund der geringen Unterschiede zwischen dem mitochondrialen Genom von
(T)- und (N)-Cytoplasma miiite bei einem genauen Vergleich der Fragmente dieser
Cytoplasmen nach Restriktion der mitochondrialen DNA mit verschiedenen Endo-

nukleasen eine Eingrenzung auf CMS-spezifische Unterschiede leicht moglich sein.

In anderen Pflanzenarten sind zum Teil eine Vielzahl von Cytoplasmen nachgewiesen
worden. Insbesondere bei der Sonnenblume konnten von der eigens zu diesem Zweck
gegriindeten Arbeitsgruppe der FAO mehr als 40 CMS-Quellen nachgewiesen werden
(SERIEYS 1996), von denen mindestens ein Teil verschiedene CMS-Mechanismen hat
(HORN et al. 1996; HORN und FRIEDT 1997). Allerdings ist zu beriicksichtigen, dal3 bei
Helianthus die Mehrzahl der CMS-Systeme durch interspezifische Kreuzungen mit
Wildarten entstanden ist. Es gibt jedoch auch Pflanzenarten, bei denen eine duflerst geringe
Variabilitit des mitochondrialen Genoms vorliegt. Zu diesen zéhlt der Spinat. Bei einer

umfangreichen Untersuchung der mitochondrialen Genomdiversitit von 25 verschiedenen
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Herkiinften, darunter Spinacia tetranda, S. turkestanica, S. oleracea var. inermis, var.

spinosa und var. oleracea, konnten nur bei sechs Herkiinften Polymorphismen nach-

gewiesen werden, die sich zudem auf nur 1-3 Enzym/Sondenkombinationen beschrankten
(RUGE 1996).

3.4.3 Ubereinstimmungen bei der Entstehung von CMS-Sequenzen in

verschiedenen Pflanzenarten

In der Einleitung zu diesem Kapitel wurde bereits darauf hingewiesen, da3 die mitochon-

drialen Verdnderungen in verschiedenen CMS-Systemen nicht vollig identisch sind. Im

folgenden werden die bereits bekannten CMS-Sequenzen und ihre Entstehung beschrieben

und anschliefend diskutiert, ob es dennoch eine eventuelle Konformitét gibt.

Die TURF2H3-Sequenz im T-Cytoplasma vom Mais ist durch mindestens sieben
Rekombinationsereignisse entstanden. Sie beinhaltet neben Sequenzabschnitten
unbekannter Herkunft eine Teilsequenz der 5'-flankierenden Region des atp6-Gens, die
wiederholt im mitochondrialen Genom des T-Cytoplasmas vorkommt, an die sich
Sequenzen der 5'-flankierenden Region, der 3'-flankierenden Region sowie des
kodierenden Bereichs des r7n26-Gens anschlieBen. Weiterhin sind Homologien zu
einem Chloroplastengen fiir die tRNA von Arginin vorhanden und zwei offene
Leserahmen, orf13 und orf25 (DEWEY et al. 1986). In fertilen Revertanten fehlt stets
der orf13, wihrend der orf25 erhalten bleiben kann (WISE et al. 1987b; ROTTMANN et
al. 1987, FAURON et al. 1990; FAURON et al.1992). Folglich bedingt der orf13 die CMS.

Beim C- (Charrua) Cytoplasma vom Mais wird die atzp6-C Sequenz als Ursache fiir die
CMS diskutiert. Sie ist zusammengesetzt aus Teilsequenzen des atp9- und atp6-Gens

sowie einem offenen Leserahmen unbekannten Ursprungs (DEWEY et al. 1991).

Die R-Sequenz im S- (USDA)-Cytoplasma beim Mais zeigt neben der Homologie zu
den "inverted repeats" der S-Episome (vergl. 3.1) weitere Homologien zu Teil-
bereichen eines R1-Plasmids des (RU)-Cytoplasmas, zu einem M1-Plasmid von Zea
luxurians, zum atp9-Gen und seiner 3'-flankierenden Region sowie zu einer 3'-
flankierenden Region des orf221 und beinhaltet letztlich Abschnitte ohne Homologie
zu bekannten Sequenzen. Diese komplexe chimdre Sequenz enthélt zwei offene

Leseraster, von denen einer oder beide die CMS bedingen (ZABALA et al. 1997).

Bei dem "Polima’-Cytoplasma von Brassica napus wurde die chimire Sequenz mit
orf224 bezeichnet (SINGH und BROWN 1991). Sie setzt sich aus Teilsequenzen des
orf158 (auch als orfB bezeichnet) und des rps3-Gens sowie einer weiteren nicht
identifizierten Sequenz zusammen und wird mit dem atp6-Gen kotranskribiert (HANDA
et al. 1995).
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Ein weiteres Sterilititscytoplasma von B. napus, das "Nap'-Cytoplasma, enthélt einen
orf222, der 79% Sequenzhomologie zum orf224 des 'Polima’-Cytoplasmas besitzt und
mit dem nad5-Gen kotranskribiert wird (L"HOMME et al. 1997).

Da sowohl das "Nap'- als auch das "Polima’-Cytoplasma nicht zu einer stabilen
Sterilitdtsauspragung in B. napus fiilhren (FAN und STEFFANSON 1986), wurde das nach
OGURA (1968) benannte Sterilitdtscytoplasma aus Raphanus sativus durch Proto-
plastenfusion in B. napus Ubertragen und bedingt auch in dieser Art ménnliche
Sterilitdt (BANNEROT et al. 1974; PELLETIER et al. 1983). Zu dem CMS-induzierenden
orf138 des 'Ogura’-Cytoplasmas sind keine Sequenzhomologien gefunden worden
(BONHOMME et al. 1992; KRISHNASAMY und MARKAROFF 1993).

Der orf263 des 'Tour-Cytoplasma aus B. fournefortii, der in Verbindung mit den
Kerngenomen von B. juncea und B. napus ménnliche Sterilitit bedingt (alloplas-
matisch), schlieft sich an die 3'-Region des a#p6-Gens an und enthélt Sequenz-
homologien zum nad5-Gen und zur downstream-Region des atp9-1-Gens aus dem

"Tokumasu’-Cytoplama von R. sativus (LANDGREN et al. 1996).

Bei der Petunie ist in dem pcf-Gen ("Petunia CMS associated fusion", YOUNG und
HANSON 1987) eine Teilsequenz des atp9-Gens mit Abschnitten des coxII-Gens und
einem undefinierten offenen Leserahmen (urf-S) verschmolzen. Das pcf~-Gen wird mit
dem nad3-Gen kotranskribiert (RASMUSSEN und HANSON 1989).

Das von LECLERCQ (1969) beschriebene CMS-System von Helianthus ist nach einer
interspezifischen Kreuzung von H. petiolaris und H. annus entstanden. Die
Unterschiede im  Restriktionsfragmentmuster von  Sterilitits- (Petl) und
Normalcytoplasma beschrinken sich auf einige wenige polymorphe Restriktions-
fragmente, die durch etwa 17kb des mitochondrialen Genoms erklirt werden koénnen
(SICULELLA und PALMER 1988), die restlichen 94% der mitochondrialen DNA sind
identisch. Die Isolierung dieses Genomabschnitts ergab eine 11kb-Inversion und eine
5kb Insertion bei dem Petl- verglichen mit dem fertilen Cytoplasma. Die Insertions-
sequenz beinhaltet den orfH522, der homologe Sequenzabschnitte zum or/B und dem
atp9-Gen sowie unbekannte Sequenzen enthilt und mit dem atpA-Gen kotranskribiert
wird (KOHLER et al. 1991).

Auch bei Phaseolus vulgaris schlieBit sich die sterilitdtsbedingende Sequenz, ein 3,7kb-
Abschnitt, an die 3'-Region das afpA-Gens an. Diese als pvs-Sequenz (Phaseolus
vulgaris sterility) bezeichnete Region zeigt Homologien zu einer plastiddren Transfer-
RNA fiir Alanin, sowie zum cob und coxII-Gen und beinhaltet mehrere offene
Leserahmen (CHASE und ORTEGA 1992; JOHNS et al. 1992).

Beim CMS-Bo (Chinsura boro II) Reis besteht die wurf~rmc-Sequenz aus dem
5" flankierenden und einem Teil des kodierenden Abschnitts des a#p6-Gens. Die sich
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anschlieenden Sequenzen zeigen keine Homologie zu bekannten Genen (KADOWAKI
et al. 1990). In spéteren Untersuchungen wurde der Zusammenhang dieser Sequenz mit
der CMS in Frage gestellt, da die Sequenz nicht in allen CMS-Pflanzen nachweisbar ist
(IWABUCHI et al. 1993). Die Frage, ob die verschiedenen CMS-Linien die gleiche CMS
bedingen, oder ob verschiedene Systeme vorliegen, ist in den genannten Artikeln nicht
geklart. In letzterem Falle miiften die Nachkommenschaften aus Kreuzungen der
sterilen Pflanzen mit Restorer- und Maintainerlinien unterschiedliche Aufspaltungen
ergeben. Statt einer solchen kldrenden klassisch genetischen Analyse wurde eine
zweite atp6-Sequenz als Ursache der CMS angenommen, deren kodierender Bereich
sich nicht von dem atp6-Gen unterscheidet, deren Transkripte aber durch das Restorer-
gen der untersuchten Linien beeinflult (prozessiert und editiert) werden (IWABUCHI et
al. 1993). Weiterhin wurde ein orf79 beschrieben, der sich an die 3'-flankierende
Region des atp6-Gens anschlieft und homologe Bereiche zum coxI und coxII-Gen
besitzt (AKAGI et al. 1994). Es konnte sein, dal der orf79 mit dem atp6-Gen
transkribiert wird und anschlieBend von diesem durch Prozessierung getrennt wird
(PRING et al. 1998).

In einem CMS-System von Sorghum, Typ 9E und A4, wurde ein im Vergleich zu
anderen Cytoplasmen verdndertes coxI-Gen nachgewiesen (BAILEY-SERRES et al.
1986).

In einem anderen CMS-System bei Sorghum (IS1112C) ist der orf107 mit der CMS
assoziiert, der sich aus 5°-flankierenden und kodierenden Bereichen des azp9-Gens, aus
3"-flankierenden Bereichen des a#p6-Gens und aus einem Bereich mit Homologien zu
dem oben beschriebenen orf79 aus Reis zusammensetzt (TANG et al. 1996a). In der
gleichen CMS-Linie wurde eine weitere chimire Region nachgewiesen, die homologe
Bereiche zum a#p6/urf13 vom Mais hat, an die sich Teile des urf209 und Sequenzen
aus dem 5°-flankierenden Bereich des atp6-Gens anschlielen. Die in dieser chiméiren
Region liegenden orf265 und orf130 kommen nur in der genannten CMS-Linie vor, ein
Einflul des Restorergens auf die Transkription und damit ein inhaltlicher Zusammen-
hang mit der CMS konnte bisher nicht festgestellt werden (TANG et al. 1996b).

Bei dem Cytoplasma aus Triticum timopheevi, das in Verbindung mit dem Zellkern
von Triticum aestivum in der Weizenziichtung als CMS-Quelle genutzt werden kann
(WILSON und ROSS 1962), wird der orf256 als Ursache der CMS diskutiert (RATHBURN
und HEDGCOTH 1991). Dieser besitzt neben Sequenzen unbekannter Herkunft solche
aus der 5 -flankierenden Region und dem kodierenden Bereich des cox/-Gens. Ein
EinfluB des Restorergens auf die Transkripte wurde nicht nachgewiesen (SONG und
HEDGCOTH 1994a), Antikorper gegen ein Polypeptid, das einem Teil der von dem
orf256 kodierten Aminosduresequenz entspricht, detektierten ein 7kDa Protein, daf3
ausschlieBlich in den sterilen Pflanzen vorkommt (SONG und HEDGCOTH 1994Db).
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e Beim Owen-Sterilitdtsplasma der Zuckerriibe werden Umstrukturierungen an den 5°-
Enden des atpA und des atp9-Gens, die zu Differenzen im Transkriptmuster steriler
und fertiler Pflanzen flihren, als Ursache der CMS diskutiert (XUE et al. 1994).

e Bei Lolium perenne wurde beim Vergleich der Linie CMS9B290 mit der fertilen Linie
LPSB21 ein zusétzlicher orf~-C9 nachgewiesen, der aus sechs Kodons des atp9-Gens
und weiteren 118 Kodons einer unbekannten Sequenz besteht (KIANG und KAVANAGH
1996).

Beim Vergleich der aufgefiihrten CMS-Sequenzen féllt auf, dal Teile der kodierenden
oder flankierenden Regionen sehr hiufig aus den Genen des Komplexes V (ATP-Synthase-
Komplex oder F|Fo-ATPase-Komplex) bestehen. Insbesondere gilt dies filir das a#p9-Gen,
das beim C- und S-Mais, dem "Tour'-Cytoplasma von Brassica, dem pcf-Gen der Petunie,
dem orf107 in IS1112C-Sorghum dem Petl-Plasma von Helianthus, dem Owen-Plasma
der Zuckerriibe, und bei Lolium perenne an der Entstehung der CMS beteiligt ist. Aber
auch Bereiche des afp6- und des atpA-Gens sind hdufig in den chimdren CMS-Sequenzen
enthalten, oder es erfolgt eine Kotranskription (a#p6: T- und C-Mais, "Polima’- und "Tour’-
Cytoplasma von Brassica, ‘Bo’-Reis, orf107 in IS1112C-Sorghum; atpA: Petl-Cytoplasma
bei Helianthus, Phaseolus vulgaris, Owen-Plasma der Zuckerriibe und bei alloplas-
matischen Nicotiana-Hybriden (HAKANSSON und GLIMELIUS 1991)).

Beim Schnittlauch ist die Bestimmung einer CMS-induzierenden Sequenz noch nicht
erfolgt. Dennoch erscheint es nach dem Vergleich der fiinf Cytoplasmatypen beziiglich
ithrer Hybridisierungssignale wahrscheinlich, da3 auch beim Schnittlauch das ap9-Gen an
der Entstehung einer solchen Sequenz beteiligt sein konnte. Bei allen Cytoplasmatypen
hybridisiert das azp9-Gen mit einer deutlich hoheren Zahl an Fragmenten als alle iibrigen
Sonden (vergl. Abb. 3.4). Daraus folgt, dall das azp9-Gen oder Teilsequenzen dieses Gens
in einer hoheren Kopienzahl im mitochondrialen Genom des Schnittlauchs als die {ibrigen
untersuchten Gene vorkommt. Dies weist auf eine hohe Rekombinationshiufigkeit dieses

Gens hin.

Als Hinweis, dal das a#p9-Gen tatsidchlich hdufiger von Rekombinationsereignissen
betroffen ist als die iibrigen Gene der Mitochondrien, kdnnen auch Untersuchungen an
verschiedenen Brassica-Cybriden von LANDGREN und GLIMELIUS (1994) gewertet werden.
Diese durch Protoplastenfusion erzeugten intragenerischen (innerhalb der Gattung
Brassica) und intergenerischen (innerhalb der Familie Brassicaceae) Hybriden zeigten
spezifische DNA-Fragmente, die bei den Ausgangspflanzen nicht vorhanden und folglich
durch Rekombinationen entstanden sind. Bei den verschiedenen Hybriden waren 40 - 86%
der Fragmente mit dem a#p9-Gen assoziiert und 29-80% mit dem atpA-Gen. Zum
Vergleich waren die Gene cob und coxII gar nicht und das r7n18-Gen nur mit 0-5% an der
Bildung neuer Fragmente beteiligt. Ahnliche Ergebnisse erzielten WALTERS und EARLE

(1993) bei der Untersuchung von Brassica oleracea Kalli nach Protoplastenfusion mit dem
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"Ogura’-Cytoplasma. Von 258 untersuchten Kalli zeigte etwa ein Drittel Rekombinationen

in einer Region nahe des a#p9-Gens.

Die hohere Rekombinationshdufigkeit bestimmter Abschnitte des mitochondrialen Genoms
im Vergleich zu anderen kann entweder durch eine hohere Kopienzahl dieser Abschnitte
bedingt sein, oder durch spezifische Sequenzen, die die Rekombination fordern. Jedoch
filhren nicht alle "repeats" zwangsldufig zu Rekombinationsereignissen. In der Petunien-
linie 3704 und in Raphanus sativus liegt das atp9-Gen zweimal vor, Hinweise auf eine
Rekombination zwischen diesen homologen Sequenzen fehlen aber (ROTHENBERG und
HANSON 1987; MARKAROFF und PALMER 1988). Ebenso rekombinieren "repeats" im
mitochondrialen Genom der Petunie nicht (PRUITT und HANSON 1989). Auch in Oenothera
berteriana existieren entsprechende nicht rekombinierende Sequenzen (SCHUSTER und
BRENNICKE 1987). Warum manche "repeats" im Gegensatz zu anderen zur Entstehung von
Subgenomen fiihren, ist bislang ungekldrt. HANSON und FOLKERTS (1992) diskutieren
verschiedene Theorien: Die stindige Neubildung von Subgenomen durch aktive
Rekombination von "long repeats" ist nur ein Modell. Ebenso konnte die Rekombination
ein eher zufilliges Ereignis sein, und die Erhaltung der Subgenome dann durch autonome
Replikation erfolgen. (Auch die Erhaltung der "Chromosomen", die durch Rekombination
von "short repeats" entstanden sind, wird mit autonomer Replikation der Subcircle erklért,
vergl. 3.1.) Als Alternative diskutieren HANSON und FOLKERTS spezifische Sequenzen, die
zu aktiven Rekombinationsereignissen fithren. Sollte es solche spezifischen Sequenzen
geben, konnen diese aber nur wenige Basenpaare umfassen, da ein Vergleich verschie-
dener rekombinierender "repeat"-Gruppen keine Hinweise auf homologe Abschnitte
zwischen diesen Gruppen liefert. HANSON und FOLKERTS ergidnzen, dall diese kurzen

spezifischen Sequenzen vielleicht nur in groBBeren homologen Bereichen wirksam werden.

Eine andere Moglichkeit das gehdufte Auftreten der Gene des Komplexes V in Verbindung
mit den CMS-Sequenzen zu erklédren, besteht in der Annahme, dal Mutationen dieser Gene
toleriert werden, wihrend Mutationen anderer Gene eher letal wirken. Uber die Funktion
der Proteine, die von den CMS-spezifischen Sequenzen kodiert werden, ist wenig bekannt.
In der Regel liegen aber von den Genen, aus denen sich die CMS-Sequenzen zusammen-
setzen, noch intakte Kopien vor, so daBl die CMS nicht auf einem Informationsverlust
beruht, sondern durch zusitzlich gebildete Proteine entsteht (einzige Ausnahme ist der
Verlust von Teilen des nad7-Gens bei Nicotiana sylvestris, vergl. 3.1). Diese zusitzlichen
Proteine werden vielleicht eher toleriert, wenn sie Eigenschaften der Proteine des
Komplexes V haben. Moglicherweise konnen Kerngene, die regulatorisch auf die
mitochondrial kodierten Proteine des Komplexes V wirken, auch die chimiren CMS-
spezifischen Proteine beeinflussen. Dies wiirde erkldren, warum es in den verschiedenen
Pflanzenarten und bei Vorliegen verschiedener CMS-Sequenzen in der Regel Kerngene

gibt, die mit diesen Sequenzen interagieren konnen, so daf} Sterilitit oder Fertilitét
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ausgeprigt wird. Beispielsweise sind bei der Hefe (Saccharomyces cerevisiae) Kerngene
bekannt, die eine Funktion bei der Translationsregulierung (aep2 = atp13) und bei der
Stabilisierung (aepl = ncal) des Produkts des azp9-Gens haben (LAW et al. 1995). Ob
solche Kerngene tatséchlich auch eine regulatorische Wirkung auf die CMS-Sequenzen
besitzen und somit indirekt die Etablierung solcher Sequenzen in den verschiedenen

Pflanzenarten ermdglicht haben, miissen kiinftige Forschungsergebnisse zeigen.

Neben einer indirekten Anhdufung von Rekombinationsprodukten durch die Kontrolle
ithrer Transkription oder Translation ist auch ein direkter EinfluB von Kerngenen auf die
Organisation der mitochondrialen Gene denkbar. Solche Kerngene, die direkt die
mitochondriale Genomorganisation beeinflussen konnen, werden in Kapitel 6.4

beschrieben.
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4 Klassisch genetischer Nachweis von CMS
und GMS durch Einlagerung kerngenetischer
Sterilitatsfaktoren in verschiedene
Cytoplasmatypen

41 Einleitung

Neben dem CMS-System, das in Kapitel 1 beschrieben wurde, konnten zunéchst in der
Sorte "Wilau® (RAUBER 1989) und spdter sowohl in einer Maintainer-Selbstungs-
nachkommenschaft als auch in einer dénischen Provenienz sterile Pflanzen ausgelesen
werden (POTZ 1992). Zur Kldrung der Vererbung dieser mit wi-, s¢/ und stz2 bezeichneten
Sterilitdten wurden vor Beginn der vorliegenden Arbeit sterile Pflanzen mit Maintainern
des CMS-Systems bestdubt. Da in der F, ausschlieBlich fertile Pflanzen auftraten, handelt
es sich bei den Sterilitditen nicht um die bekannte CMS. In der F, wurden Aufspaltungen
steriler und fertiler Pflanzen im Verhéltnis 1:3 festgestellt, so daB3 in den Ursprungs-
cytoplasmen fiir alle drei Sterilititen ein monogen rezessiver Erbgang angenommen
werden mull (TATLIOGLU 1994). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Selbstungen
fertiler F»-Pflanzen durchgefiihrt, um den monogenen Erbgang in der F; zu bestétigen und
um dominante und heterozygote F,-Pflanzen unterscheiden zu kénnen. Weiterhin wurden
Komplementationstests vorgenommen, um nachzuweisen, dal es sich tatsdchlich um drei
verschiedene Sterilitdtsloci handelt und nicht um allelische Zustdnde eines Gens. Bei der
wi- und der st/-Sterilitdt waren bereits vor Beginn der vorliegenden Arbeit entsprechende
Kreuzungen zwischen rezessiven, also sterilen Genotypen der einen Sterilitdt und hetero-
zygoten Genotypen der anderen Sterilitdt durchgefiihrt worden. Da sich die Genotypen in
den Nachkommenschaften zum fertilen Wildtyp komplementieren konnten, war somit
bekannt, daf3 diese Sterilitdten durch verschiedene Loci bedingt werden (TATLIOGLU 1994).
In der vorliegenden Arbeit wurden ergidnzend Komplementationstests zwischen den
entsprechenden Genotypen der wi- bzw. der s¢/-Sterilitdit und denen der s¢2-Sterilitét
durchgefiihrt.

Um weiterhin zu kldren, ob zusitzlich cytoplasmatische Faktoren an der Ausprigung der
drei Sterilititen beteiligt sind, wurden die kerngenetischen Sterilitdtsfaktoren in die in
Kapitel 3 beschriebenen Cytoplasmen eingelagert. Dies erfolgte entsprechend dem
Kreuzungsmodell aus Abbildung 4.1. Dazu wird der weibliche Elter als Triager des neuen
Cytoplasmas kastriert und durch eine am Sterilititslocus heterozygote Pflanze bestdubt.

Die F;-Generation besteht aus fertilen Pflanzen, die unter der Voraussetzung der
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maternalen Vererbung das neue Cytoplasma tragen, und von denen die Hélfte heterozygot
am kerngenetischen Sterilitdtslocus sind. In der F, treten folglich in den Nachkommen-
schaften dieser heterozygoten F;-Pflanzen sterile Pflanzen im Verhéltnis 1:3 auf, wenn der
kerngenetische Sterilitdtsfaktor auch in diesem neuen Cytoplasma die Sterilitidt auspriagen
kann. Wird die beschriebene Aufspaltung steriler und fertiler Pflanzen in der F, nicht
beobachtet, so muf} ein cytoplasmatischer Erbfaktor vorhanden sein, und es liegt ein CMS-

System vor. In diesem Falle ist das neue Cytoplasma ein Maintainer-Cytoplasma.

P: myMsMs X (u)Msms
1 1
Fy: (n) Ms Ms (n) Ms ms
fertil fertil
Fy: (n) Ms Ms 1(n)MsMs — |
—fertil
2 (n) Ms ms
1 (n) ms ms - steril, wenn ausschliefSlich kerngenetisch

bedingt (GMS)

- fertil, wenn zusétzlich cytoplasmatischer

Erbfaktor vorhanden (CMS)

Abb. 4.1: Kreuzungsschema zur Einlagerung eines kerngenetischen Sterilitdtsfaktors Ms/ms aus dem
Ursprungscytoplasma (u) in ein neues Cytoplasma (n).

Um weitere Informationen tiber die bei den Einlagerungen verwendeten maternalen Eltern
zu gewinnen, wurden diese zusdtzlich mit Temperatur-insensitiven CMS-Pflanzen
gekreuzt und Selbstungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen liefern
Auskunft iiber eventuell vorliegende weitere rezessiv vererbte Sterilitdtsgene und iiber die
Konstitution dieser Pflanzen beziiglich des Restorergens X/x sowie des Temperatur-
sensitiven Restorergens 77¢.

4.2 Material und Methoden

4.2.1 Pflanzenmaterial

Zur Bestitigung der monogen rezessiven Vererbung der kerngenetischen Sterilitétsfaktoren
wi, stI und st2 in den jeweiligen Ursprungscytoplasmen wurden in spaltenden
Nachkommenschaften (F,) Selbstungen der fertilen Pflanzen vorgenommen:

o fiir die wi-Sterilitit in der Linie 11013

o fiir die s¢/-Sterilitét in der Linie 10053

o fiir die s#2-Sterilitét in der Linie 10040.
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Zur Durchfiihrung der Komplementationstests wurden rezessive und heterozygote Geno-
typen der drei Sterilitdten ausgewahlt:
e wi-Sterilitit: rezessiver Genotyp: 10015/58
heterozygoter Genotyp: 8015/65
o st1-Sterilitét: rezessive Genotypen: 10053/25, 27, 39
heterozygote Genotypen: 9001/11, 9002/9
o st2-Sterilitét: rezessiver Genotyp: 10040/67
heterozygote Genotypen: 10040/4, 11, 17, 22,26 37, 47, 52, 58.

Die beziiglich der wi- bzw. sti-Sterilitdt heterozygoten Genotypen 8015/65, 9001/11 und
9002/9 sind F;-Pflanzen aus Kreuzungen steriler Pflanzen mit Maintainern der CMS.
(TATLIOGLU 1994). Die rezessiven Genotypen der drei Sterilitdten (10015/58, 10053/25,
27, 39 und 10040/67) sind den spaltenden F,-Generationen entnommen. Die heterozygoten
Genotypen der beziiglich der sz2-Sterilitdt spaltenden F,-Linie 10040 wurden von den
homozygot dominanten Genotypen dieser Nachkommenschaft unterschieden, indem

Selbstungen durchgefiihrt, und die F3 analysiert wurde.

Zur Einlagerung in andere Cytoplasmen dienten als maternale Eltern solche Pflanzen, die
verschiedene mitochondriale Genomorganisationen aufwiesen (vergl. Kapitel 3). Als
paternale Eltern wurden Genotypen verwendet, die beziiglich einer der drei
kerngenetischen Sterilitdtsfaktoren heterozygot sind (zur Begriindung fiir die Hetero-
zygotie der verwendeten Pflanzen vergl. Pflanzenmaterial fiir die Komplementationstests).
In Kapitel 3 waren Selbstungsnachkommenschaften dieser Genotypen beziiglich ihrer
mitochondrialen Genomorganisation untersucht worden. Unter der Voraussetzung einer
stabilen Vererbung der Mitochondrien konnte angenommen werden, daB3 die hier
verwendeten Genotypen die gleiche mitochondriale Genomorganisation haben wie ihre
Selbstungsnachkommen. Dies wird durch Southern-Hybridisierungen in Kapitel 6
bestitigt.
e maternale Eltern: Cytoplasmatyp (1): Gr.9

Cytoplasmatyp (3): 2035/1

Cytoplasmatyp (5): 2023/14.
e paternale Eltern: (1) Wi wi: 8015/65

(2) St1 st1: 9001/11, 9002/4

(5) St2 s5t2: 9046/6.

4.2.2 Durchfiihrung der Kreuzungen

Zur Durchfithrung von Kreuzungen wurden die Pflanzen aus dem Freiland im Gewaichs-
haus aufgestellt und nach einer ein- bis zweiwochigen Akklimatisierung bei 20°/16°C
(Tag/Nacht) und Zusatzlicht fiir 12 Stunden am Tag kultiviert. Um die Nachkommen-

schaften in einer moglichst langen Vegetationsperiode wachsen lassen zu konnen, wurden
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die Kreuzungen schon in den Monaten Mérz bis Mai durchgefiihrt. Dazu wurden die
Knospen aller zu kreuzenden Pflanzen (maternale und paternale Eltern) vor dem
Aufbliihen in perforierten Plastiktiiten isoliert, um eine Fremdeinstdubung zu verhindern.
Minnlich fertile Mutterpflanzen wurden bei Offnen der Spata kastriert, indem mit einer
Pinzette die Bliiten- und Staubblétter entfernt wurden. Aufgrund der unterschiedlichen
Entwicklung der Einzelbliiten einer Dolde wurden nach zwei Tagen die Kastrationen an
den nachwachsenden Knospen fortgefiihrt und verbliebene, zu kleine Knospen ganz
entfernt. Die Bestdubung bei Kreuzungen und Selbstungen erfolgte mit Pinseln, die zuvor
mit 70%igem Ethanol gereinigt wurden. Nach zwei Tagen wurde dies wiederholt, und die
Bliiten verblieben anschlieend fiir vier bis sechs Wochen in den Isolierhauben, bis die
Samenkapseln aufsprangen. Die Dolden wurden dann abgekniffen und in Papiertiiten fiir
etwa zwei weitere Wochen getrocknet. Noch in den Kapseln befindliches Saatgut wurde
mit einer Pinzette herausgelost. Die Aussaat erfolgte in Pikiererde. Die Samen keimten
nach vier bis zehn Tagen und wurden nach etwa drei Wochen in 3:1 Erde in 35er
Quickpott-Paletten (5 x 5cm) pikiert. Nach dem Anwachsen wurden die Nachkommen-
schaften im Freiland aufgestellt und dort liberwintert. Die Bliite im ndchsten Friihjahr
erfolgte im Freiland ab Ende Mai, im Gewichshaus war eine Verfrithung bis in den Mirz
moglich. Bei Aussaaten, die erst im August erfolgten, wurde die juvenile Phase bis zur
Ruheinduktion teilweise nicht mehr iiberschritten, so dal3 diese Pflanzen im folgenden

Friihjahr nicht oder erst sehr spét bliihten.

4.2.3 Bonitur der Bliiten

Die Bonitur der Bliiten erfolgte nach einem Boniturschema von TATLIOGLU (1982):
Minnlich sterile Bliiten wurden dabei mit 0, voll fertile Bliiten mit 4 bonitiert. Bei semi-
sterilen Bliiten wurde eine Abstufung vorgenommen, indem den Bliiten, die nicht sicher als
steril zu bonitieren waren, die Stufe 1 zugeordnet wurde, und partiell sterile Bliiten mit
eindeutiger Pollenbildung nach der Anzahl fertiler Antheren die Stufen 2 (bis zu 60%
fertile Antheren) und 3 (61-99% fertile Antheren) erhielten.

4.2.4 Statistische Auswertung

Die Fragestellung, ob eine beobachtete Aufspaltung signifikant von einem erwarteten
Spaltungsverhiltnis abweicht, wird mittels Durchfithrung eines x>~ Tests iiberpriift. Der -
Wert wird bei einer Klassenzahl von 2 (sterile und fertile Klasse) durch die folgende

Formel berechnet:

(IB-E]- 0,5)? B; = Beobachtungswert der i-ten Klasse
1 E; E; = Erwartungswert der i-ten Klasse

2
L

1

Das Kontinuitétskorrekturglied 0,5 wird nach YATES (in WEBER 1986) bei einer Klassen-

zahl von 2 und einer Stichprobengréfle zwischen 25 und 200 angewendet, um eine bessere
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Anpassung der diskreten Werte an die stetige y>-Verteilung zu erreichen. Ist die
StichprobengroBe grofer als 200, wird das Korrekturglied weggelassen. Bei einer
Stichprobengréfe kleiner als 25 sollte nach WEBER (1986) der FISHER-Test angewendet
werden. Nach SACHs (1978) sollten fiir die Anwendung des y*-Tests die erwarteten
Haufigkeiten, die sich aufgrund der Stichprobengrofle ergeben, nicht unter 4 liegen. Da
diese Bedingung fiir die Aufspaltungen in den nachfolgenden Abschnitten in der Regel
erfiillt ist, wird auch bei StichprobengroBen kleiner als 25 der %*-Test zur Uberpriifung der
Anpassung der beobachteten Spaltungsverhéltnisse an das jeweils erwartete Verhiltnis

angewendet.

Der x>-Wert, der zu einer signifikanten Ablehnung eines angenommen Spaltungs-
verhéltnisses fiihrt, ist bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit oo = 0,05 und einem Freiheits-
grad (Klassenzahl - 1) 3,84. Die Irrtumswahrscheinlichkeit gibt die Wahrscheinlichkeit fiir
einen Fehler erster Art an, da3 hei3t in 5% der betrachteten Stichproben wird das erwartete
Verhiltnis abgelehnt, obwohl die Grundgesamtheit dem erwarteten Verhéltnis entspricht.
Wird a kleiner gewihlt, beispielsweise 0,01, so nimmt der Fehler erster Art ab, im
vorliegenden Fall vergroBert sich der x*-Wert, der zur Ablehnung eines geforderten
Spaltungsverhiltnisses fiihrt, auf 6,62. Allerdings wird dies mit einer Zunahme des Fehlers
zweiter Art erkauft, der zur Annahme eines Spaltungsverhéltnisses fiihrt, obwohl die
Grundgesamtheit diesem Spaltungsverhiltnis nicht entspricht. In der vorliegenden Arbeit
wird eine Irrtumswahrscheinlichkeit oo = 0,05 festgelegt und folglich solche beobachteten
Aufspaltungen als signifikant verschieden von einem erwarteten Spaltungsverhiltnis

gewertet, deren *-Wert groBer als 3,84 ist.

Die Wahrscheinlichkeit mit der eine Stichprobe als nicht spaltend interpretiert wird,
obwohl in der Grundgesamtheit eine Aufspaltung vorliegt, ist zum einen von der
Stichprobengrofle, zum anderen von dem tatsdchlichen Spaltungsverhéltnis abhéngig. Die
Wahrscheinlichkeit, dafl ein tatsdchlich vorliegendes Spaltungsverhéltnis als nicht spaltend
interpretiert wird, ergibt sich aus dem Binom (atb)", wobei a und b die relativen Haufig-
keiten und n die StichprobengréBe darstellt. Wird dies auf ein 1:3-Verhiltnis steriler zu
fertiler Pflanzen angewendet, folgt (0,25+0,75)". Die Irrtumswahrscheinlichkeit, dal also
bei einer Stichprobe dieser Grundgesamtheit ausschlieflich fertile Pflanzen beobachtet
werden, betrdgt P = (3/4)". Entsprechend betrdgt die Irrtumswahrscheinlichkeit, daf3 ein
1:1-Spaltungsverhéltnis als nicht spaltend interpretiert wird P = (1/2)". Soll die Irrtums-
wahrscheinlichkeit weniger als 5% betragen, so mufl die Stichprobengrofe entsprechend
grol3 gewéhlt werden. Zur Ablehnung eines 1:1-Spaltungsverhéltnisses ist dazu eine
minimale Stichprobengrole von 5 Pflanzen notwendig, zur Ablehnung eines 1:3-

Spaltungsverhiltnisses miissen mindestens 11 Pflanzen bonitiert werden.



68 4 Klassisch genetischer Nachweis von CMS und GMS

4.3 Ergebnisse

4.3.1 Bestatigung der monogen rezessiven Vererbung der
kerngenetischen Sterilitatsfaktoren wi, st71 und st2 in ihren
Ursprungscytoplasmen (1), (2) bzw. (5)

In der folgenden Tabelle sind die Kreuzungsanalysen zur Vererbung der drei Sterilititen

wi, stl und s¢2 in ihren jeweiligen Ursprungscytoplasmen zusammengefafit. Dabei wurden

frithere Ergebnisse (F; und F,; TATLIOGLU 1994 und personliche Mitteilung) durch die im

Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Analyse der F; ergéinzt. Es ist jeweils die Anzahl der

Nachkommenschaften angegeben, sowie die Summen der sterilen bzw. fertilen Pflanzen,

die in diesen Nachkommenschaften bonitiert wurden.

Tab. 4.1: Zusammenfassende Darstellung der Spaltungsanalysen in den Fi-, F2-, und F3-
Generationen von Kreuzungen steriler Pflanzen mit Maintainer-Genotypen des CMS-
Systems
Herkunft der Zahl der Aufspaltung x*-Wert Vererbung
Sterilitit Nachkommenschaften | sterile : fertile
Sorte 'Wilau' F, 3 - 98 nicht CMS-identisch
F, 13 63 196 0,06 (1:3)
F; nicht spaltend: 6 - 130
spaltend: 6 29 64 1,58 (1:3)" | monogen rezessiv
Gen: Wilwi
Linie 7003 F, 3 - 93 nicht CMS-identisch
F, 4 27 99 0,68 (1:3)"
F; nicht spaltend: 3 - 76
spaltend: 7 35 114 0,14 (1:3)" | monogen rezessiv
Gen: Stl/st]
Linie 5533 F, 2 - 39 nicht CMS-identisch
F, 6 66 199 0,01 (1:3)
F; nicht spaltend: 10 - 202
spaltend: 14 83 244 0,03 (1:3) |monogen rezessiv
Gen: St2/st2

a) x*-Wert bei weniger als 200 Pflanzen mit Kontinuitétskorrektur nach YATES berechnet (vergl. 4.2.4)

Die monogen rezessive Vererbung der drei Sterilitdten wi, s¢/ und sz2 in ihren jeweiligen
Ursprungscytoplasmen wird durch die aufgetretenen Spaltungsergebnisse der F; bestitigt.
Die Summen steriler bzw. fertiler Pflanzen der spaltenden Nachkommenschaften weichen
nicht signifikant von dem erwarteten 1:3 (steril : fertil) Verhltnis ab (x>-Werte sind in der
Tabelle 4.1 angegeben). Die gefundenen Verhéltnisse von spaltenden zu nicht spaltenden

Nachkommenschaften zeigen tendenziell ebenfalls das erwartete Verhaltnis von 2:1.
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4.3.2 Komplementationstests

Vor Beginn der vorliegenden Arbeit war bekannt, dal die Sterilitdten wi und s¢/ durch
verschiedene Genorte bedingt werden (TATLIOGLU 1994). In der Tabelle 4.2 sind die

Ergebnisse von Komplementationstests zwischen diesen beiden Genen und dem s#2-Gen

dargestellt.
Tab. 4.2: Komplementationstests zwischen dem st2-Gen und den Genen wi und st1

Kreuzung mit den Genotypen | verwendete Einzelpflanzen Spaltung in der F,
sterile : fertile

St2 st2 x Wi wi 10040/37 x 8015/65 - 16

10040/58 x 8015/65 - 17

wi wi X St2 st2 10015/58 x 10040/22 - 33

St2 st2 x Stl stl 10040/4 x 9002/9 - 33

10040/26 x 9001/11 - 26

10040/47 x 9002/9 - 34

st2 st2 x Stl stl 10040/67 x 9001/11 - 29

stl stl x St2 st2 10053/25 x 10040/52 - 27

10053/27 x 10040/11 - 15

10053/39 x 10040/17 - 34

In den Nachkommenschaften treten nur fertile Pflanzen auf. Die Irrtumswahrscheinlich-
keit, daB3 eine Aufspaltung im Verhiltnis von 1:3 (bzw. 1:1) vorliegt, ist mit P<1% sehr
gering. Folglich komplementieren sich die heterozygoten (bzw. rezessiven) Genotypen
nach Kreuzung in ihren Nachkommenschaften zum fertilen Wildtyp, und es handelt sich
bei der s¢2-Sterilitdt nicht um einen allelischen Zustand von einem der beiden anderen

Gene, sondern um ein von wi und st/ verschiedenes drittes Gen.

4.3.3 Analyse der fir die Einlagerung der kerngenetischen
Sterilitatsfaktoren verwendeten Mutterpflanzen

Neben der Feststellung des Cytoplasmatyps (Kapitel 3) sollten die in den Kreuzungen
verwendeten maternalen Eltern beziiglich ihrer Konstitution am Restorerlocus X/x, am
Temperatur-sensitiven Restorerlocus 77/t sowie beziiglich eventuell weiterer vorliegender
rezessiver Sterilitdtsgene definiert werden. Dazu wurden diese Pflanzen geselbstet und als
paternaler Elter mit Temperatur-insensitiven CMS-Pflanzen (S)xxtt gekreuzt. Die
Ergebnisse der Bonitur der Nachkommenschaften bei normalen Temperaturen (20°/12°C,
Tag/Nacht) und hohen Temperaturen (konstant 24°C) sind in den Tabellen 4.3 — 4.5
dargestellt. Die Boniturwerte der Einzelpflanzen sind im Anhang (Tabelle 11.3 — 11.5)
aufgefiihrt.
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Tab. 4.3: Analyse der Pflanze Gr.9, die bei den Einlagerungen der kerngenetischen Sterilitats-
faktoren in den Cytoplasmatyp (1) als maternaler Elter verwendet wurde
Selbstung von Gr.9 Bestidubung von (S)xxtt (6025/35) durch Gr.9
Nachkommenschaft: Bonitur bei den Nachkommenschaft: Bonitur bei den
14007 Temperaturstufen 14014 Temperaturstufen
20°/12°C | 24°/24°C 20°/12°C | 24°/24°C
Summe der Pflanzen: Summe der Pflanzen:
steril : fertil 0:35 - steril : fertil 10: 10 6:7
Temperaturreaktion: Temperaturreaktion:
Temp- : Temp+ - Temp-: Temp+ 6:0

Temp- = Temperatur-insensitiv

Temp+ = Temperatur-sensitiv

Nach Selbstung der Pflanze Gr.9 traten in der Nachkommenschaft unter 35 Pflanzen keine
sterilen auf, so dal} keine Hinweise vorliegen, daf3 Sterilitdtsallele vorhanden sind, die in
diesem Cytoplasmatyp (1) ausgeprigt werden. Die Kreuzung mit dem Genotyp (S)xxtt
ergab dagegen bei normalen Temperaturen eine Aufspaltung 10 steriler und 10 restorierter
Pflanzen, also ein Spaltungsverhéltnis von 1:1. Folglich ist die Pflanze Gr.9 am Restorer-
locus X/x heterozygot. Dies bestétigt frithere Untersuchungen von TATLIOGLU (1982). Das
bei Gr.9 vorliegende Cytoplasma (1) ist demnach ein Maintainercytoplasma fiir die CMS,
da in der Selbstungsnachkommenschaft 1/4 der Pflanzen am Restorerlocus rezessiv sein

miissen, die Sterilitdt aber nicht ausgepréagt wird.

Bei hohen Temperaturen reagierte keine der 6 untersuchten sterilen Pflanzen der
Kreuzungsnachkommenschaft mit einer Forderung der Fertilitit. Mit einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit P = 1,6% kann damit eine 1:1-Aufspaltung Temperatur-insensitiver und
-sensitiver Pflanzen ausgeschlossen werden. Gr.9 trdgt folglich das Temperatur-sensitive

Restorergen 77/¢ in rezessiver Konstitution und hat demnach den Genotyp (1)Xxtt.

Tab. 4.4: Analyse der Pflanze 2035/1, die bei den Einlagerungen der kerngenetischen Sterilitats-
faktoren in den Cytoplasmatyp (3) als maternaler Elter verwendet wurde
Selbstung von 2035/1 Bestédubung von (S)xx#f (6025/35) durch 2035/1
Nachkommenschaft: Bonitur bei den Nachkommenschaft: Bonitur bei den
14004 Temperaturstufen 14013 Temperaturstufen
20°/12°C | 24°/24°C 20°/12°C | 24°/24°C
Summe der Pflanzen: Summe der Pflanzen:
steril : fertil 0:6 - steril : fertil 35:0 33:0
Temperaturreaktion: Temperaturreaktion:
Temp- : Temp+ - Temp-: Temp+ 33:0

Temp- = Temperatur-insensitiv
Temp+ = Temperatur-sensitiv



4 Klassisch genetischer Nachweis von CMS und GMS 71

Da nach Selbstung der Pflanze 2035/1 nur 6 Pflanzen der Nachkommenschaft bonitiert
wurden, ist die Irrtumswahrscheinlichkeit fiir den Ausschluf3 einer 1:3-Aufspaltung mit
17,8% sehr hoch. In fritheren Untersuchungen waren jedoch nach Selbstung der Pflanze
2035/1 ebenfalls nur fertile Pflanzen bonitiert worden (TATLIOGLU 1982), so dal3 kein
Hinweis auf ein rezessives Sterilitdtsgen, dafl in dem Cytoplasmatyp (3) Sterilitdt bedingen

kann, vorliegt.

Nach Kreuzung mit dem Genotyp (S)xxtt bestand die Nachkommenschaft dagegen aus 35
sterilen Pflanzen. 2035/1 ist folglich ein Maintainer fiir die CMS und hat somit eine
rezessive Konstitution am Restorerlocus X/x. Dies bestitigt frithere Untersuchungen von
TATLIOGLU (1982). Da bei hohen Temperaturen von 33 untersuchten sterilen Pflanzen
keine mit einer Forderung der Fertilitét reagierte, liegt das Temperatur-sensitive Restorer-
gen 7/t bei 2035/1 in rezessiver Form vor, und folglich besitzt 2035/1 die genetische
Konstitution (3)xxzz.

Tab. 4.5: Analyse der bei den Einlagerungen als Cytoplasmatyp (5) verwendeten Pflanze 2023/14
Selbstung von 2023/14 Bestdaubung von (S)xx#t (6025/35) durch 2023/14
Nachkommenschaft: Bonitur bei den Nachkommenschaft: Bonitur bei den
14006 Temperaturstufen 14016 Temperaturstufen
20°/12°C | 24°/24°C 20°/12°C | 24°/24°C
Summe der Pflanzen: Summe der Pflanzen:
steril : fertil 14: 51 7:46 steril : fertil 17 : 13 13:16
Temperaturreaktion: Temperaturreaktion:
Temp- : Temp+ 7:7 Temp-: Temp+ 13:4

Temp- = Temperatur-insensitiv
Temp+ = Temperatur-sensitiv

Nach Selbstung der Pflanze 2023/14 erfolgte bei Temperaturen von 20/12°C (Tag/Nacht)
eine Aufspaltung steriler und fertiler Pflanzen im Verhéltnis 14:51. Dies entspricht einer
1:3-Spaltung (x*-Wert: 0,25) und kann durch die Annahme eines rezessiv vererbten
kerngenetischen Sterilititsfaktors erklart werden, der bei 2023/14 in heterozygoter
Konstitution vorliegt. Eine Aufspaltung steriler und fertiler Pflanzen in einer Selbstungs-
nachkommenschaft dieser Pflanze war schon frither beobachtet worden (TATLIOGLU 1982).
Die damals vorliegenden Spaltungsverhéltnisse nach Selbstung (1:3) und Kreuzung mit
einem cytoplasmatisch ménnlich sterilen Genotyp (1:1) wurden damit interpretiert, daf3 bei
2023/14 das (S)-Cytoplasma und als kerngenetischer Sterilititsfaktor das Restorergen X/x
in heterozygoter Konstitution vorliegt. Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte
Kreuzung mit der CMS-Pflanze 6025/38 ergab eine Aufspaltung von 17 sterilen zu 13
fertilen Pflanzen. Auch dieses Verhiltnis ist nicht signifikant von einem 1:1-Verhéltnis
verschieden (y>-Wert: 0,3), das unter der Annahme der heterozygoten Konstitution am X/x-

Locus bei der Pflanze 2023/14 in der Kreuzungsnachkommenschaft zu erwarten ist.
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Nach den Ergebnissen aus Kapitel 3 der vorliegenden Arbeit ist jedoch die mitochondriale
Genomorganisation der Pflanze 2023/14 von der des (S)-Cytoplasmas verschieden. In
einer weiteren Kreuzung wurde die Pflanze 2023/14 nach Kastration mit dem Maintainer
2035/1 bestdaubt. Die resultierende Nachkommenschaft (14010) bestand aus 13 fertilen
Pflanzen, sterile traten nicht auf. Wiirde bei 2023/14 der Genotyp (S)Xx vorliegen, hétte
diese Kreuzung eine 1:1-Aufspaltung ergeben miissen. Somit ist der Beweis erbracht, dal3
2023/14 und damit das Cytoplasma (5) die CMS-Sequenz des (S=4)-Cytoplasmas nicht
enthalten kann. Der Phénotyp der sterilen Pflanzen in der Selbstungsnachkommenschaft
von 2023/14 14Bt sich von dem CMS-Phinotyp unterscheiden (vergl. Abb. 4.2 mit Abb.
2.2b), zeigt jedoch eine Variation von braunlich verkiimmerten Antheren bis hin zu den in
der Abbildung gezeigten verdickten gelben Antheren.

Abb. 4.2: Phanotyp der in der Selbstungsnachkommenschaft von 2023/14 aufgetretenen Sterilitat

In der Selbstungsnachkommenschaft von 2023/14 spaltet demnach eine neue Sterilitit auf,
die durch hohe Temperaturen beeinflult werden kann. Die gefundenen Aufspaltungen
beziiglich der Temperaturreaktion lassen sich nur bedingt durch das dominante 7-Gen
erklaren. Wiirde dieses bei 2023/14 dominant vorliegen und kénnte auch die neue Sterilitét
beeinflussen, wére in der Selbstungsnachkommenschaft ein 0:1-Verhéltnis (insensitiv :
sensitiv) zu erwarten, wiirde es heterozygot vorliegen, ergebe sich ein 1:3- und bei
rezessiver Konstitution ein 1:0-Verhiltnis. Das gefundene Verhiltnis von 7 Temperatur-
sensitiven zu 7 -insensitiven Pflanzen ergibt fiir die Annahme einer 1:3-Spaltung einen -
Wert von 3,43. Dieser fithrt bei o = 0,05 zwar noch nicht zur Ablehnung des 1:3-
Verhiltnisses (kritischer Wert = 3,84), ist aber vor dem Hintergrund der kleinen
Stichprobengrofle kritisch zu betrachten. In der Kreuzungsnachkommenschaft (S)xx#t x
2023/14 wire dann eine 1:1-Aufspaltung insensitiver und sensitiver Pflanzen zu erwarten.
Das Spaltungsergebnis mit 13 insensitiven zu 4 sensitiven Pflanzen ergibt einen *-Wert
von 3,76. Ein alternatives Modell, daB durch kleinere x*-Werte die Vererbung der neuen
Sterilitdt und ihrer Temperatursensitivitdt in der Selbstungs- und Kreuzungsnachkommen-
schaft besser erkldren kann, wird in Kapitel 4.4.4 diskutiert.
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4.3.4 Analyse des kerngenetischen Sterilitatsfaktors wi nach Einlagerung
in die Cytoplasmen (3) und (5)

In Kapitel 3 der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dal die wi-Sterilitit in den

Cytoplasmen (1) und (2) ausgeprdgt wird. In der nachfolgenden Tabelle 4.6 sind die

Spaltungsergebnisse nach Einlagerung des wi-Gens in die Cytoplasmen (3) und (5)

aufgefiihrt.

Tab. 4.6: Spaltungsergebnisse nach Einlagerung des wi-Gens in die Cytoplasmen (3) und (5)
Einlagerung des wi-Gens aus dem Aufspaltung in den Einzel-
Cytoplasma (1) nachkommenschaften: Summen: Zahl der
sterile fertile Nachkommen- | sterilen | fertilen
Pflanzen Pflanzen schaften Pflanzen | Pflanzen
in das Cytoplasma (3)
P:2035/1 x 8015/65
Fy: 14001 0 23
F,: nicht spaltende: 15066 0 21
15067 0 34 2 0 55
spaltende: 15069 3 9
15070 4 17
15071 2 10
15072 4 12
15073 6 17 5 19 65
in das Cytoplasma (5)
P:2023/14 x 8015/65
Fy: 13006 0 30
F,: nicht spaltende: 15006 0 6 1 0 6
spaltende: 15001 3 8
15002 1 7
15004 7 10
15005 3 10 4 14 35

* = nicht statistisch abgesichert, Erkldrung im Text.

Bei der Einlagerung in das Cytoplasma (3) wurden in der F; ausschlieBlich fertile Pflanzen
bonitiert. Dies entspricht der Erwartung nach dem Kreuzungsmodell aus Abbildung 4.1.
Nach diesem Modell wird in der F, bei der Hilfte der Nachkommenschaften eine
Aufspaltung im Verhéltnis 1:3 (steril zu fertil) erwartet, wenn das wi-Gen genische
ménnliche Sterilitdt bedingt. Die Aufspaltung steriler und fertiler Pflanzen in der Summe
der spaltenden Nachkommenschaften entspricht mit 19:65 dem erwarteten 1:3- Verhéltnis
(x*-Wert: 0,14).

Bei der Einlagerung in das Cytoplasma (5) ist zu beriicksichtigen, daf3 hier nach den Unter-
suchungen aus Kapitel 4.3.3 neben dem wi-Gen die Aufspaltung eines zweiten rezessiv
vererbten Gens zu erwarten ist. Dies liegt bei der Mutterpflanze (2023/14) in heterozygoter
Form vor. Nach Kreuzung mit der beziiglich des wi-Gens heterozygoten Pflanze findet in
der F; eine Komplementation zur Fertilitét statt (Spaltungsverhéltnis 0:30), so dafl das
Sterilitdtsgen der Pflanze 2023/14 nicht ein allelischer Zustand des wi-Gens sein kann,

sondern bei dem anderen Elter der Kreuzung (8015/65) dominant vorliegen muf3. Die F,
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besteht demnach zu 1/4 aus Pflanzen, bei denen beide Sterilitdtsgene in homozygot
dominanter Konstitution vorliegen, zu jeweils 1/4 aus Pflanzen, bei denen entweder das
eine oder das andere Sterilitdtsgen heterozygot vorliegt und zu 1/4 aus Pflanzen, die beide
Gene in heterozygoter Form tragen. Folglich besteht 1/4 der Nachkommenschaften in der
F; nur aus fertilen Pflanzen, in 1/4 spaltet eine Sterilitét, in 1/4 die andere Sterilitit und in
1/4 beide Sterilitidten. Es ist demnach ein Verhiltnis von einer nicht spaltenden zu drei
spaltenden Nachkommenschaften zu erwarten, von denen zwei im Verhéltnis von 1:3
(sterile Pflanzen zu fertile) aufspalten miiliten, wéhrend in der Nachkommenschaft der
doppelt heterozygoten Fi-Pflanze eine 7:9-Spaltung zu erwarten ist. Bei der Linie 15006
kann aufgrund der zu kleinen NachkommenschaftsgroBe (6 fertile Pflanzen) nicht
entschieden werden, ob tatsdchlich eine nicht spaltende Nachkommenschaft vorliegt. Wird
dies angenommen (Irrtumswahrscheinlichkeit P = 17,8%), so liegt ein Verhiltnis von einer
nicht spaltenden zu vier spaltenden Nachkommenschaften vor. Dies entspricht dem
erwartetem 1:3-Verhéltnis. Werden die Verhéltnisse steriler und fertiler Pflanzen innerhalb
der spaltenden Nachkommenschaften betrachtet, so konnen die Linien 15001, 15002 und
15005 als solche interpretiert werden, bei denen nur jeweils eine Sterilitdt im Verhéltnis
1:3 spaltet. Das gefundene Verhiltnis von 7 sterilen zu 10 fertilen Pflanzen in der Linie
15004 ist eher als eine 7:9-Spaltung zu interpretieren, die zu erwarten ist, wenn beide Gene
spalten. Allerdings weicht das gefundene Verhiltnis auch nicht signifikant von einem 1:3-
Verhiltnis ab (x*-Wert: 2,08), so daB nicht ausgeschlossen werden kann, da$ in der Linie
15004 nur eins der beiden Sterilitdtsgene spaltet.

Da einige sterile Pflanzen aufgrund ihres Phédnotyps eindeutig der wi-Sterilitit zugeordnet
werden konnten, ist sichergestellt, dafl dieser kerngenetische Sterilitétsfaktor auch in dem

Cytoplasma (5) ausgeprégt wird.

4.3.5 Analyse des kerngenetischen Sterilitatsfaktors st7 nach Einlagerung
in die Cytoplasmen (1), (3) und (5)

Der kerngenetische Sterilititsfaktor st/ ist in dem Cytoplasmatyp (2) aufgetreten (vgl.

Kapitel 3) und wurde in die Cytoplasmen (1), (3) und (5) eingelagert. Die dabei

aufgetretenen Aufspaltungen sind in der Tabelle 4.7 zusammengefalt:
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Tab. 4.7: Spaltungsergebnisse nach Einlagerung des st7-Gens in die Cytoplasmen (1), (3) und (5)

Einlagerung des st/-Gens aus dem

Aufspaltung in den Einzel-

Cytoplasma (2) nachkommenschaften: Summen: Zahl der
sterile fertile Nachkommen- | sterilen | fertilen
Pflanzen Pflanzen schaften Pflanzen | Pflanzen
in das Cytoplasma (1)
P: Gr.9 x 9002/4
Fi: 13012 0 29
F,: nicht spaltende: 15021 (1) 19
15023 0 20
15024 0 15
15026 0 32
15027 (1) 17 5 (2) 103
spaltende: 15020 11 34
15022 3 5
15025 1 4 3 15 43
in das Cytoplasma (3)
P:2035/1 x 9001/11
Fi: 14002 0 33
F»: nicht spaltende: 15081 0 16
15082 0 25
15083 0 31
15084 (1) 16
15087 0 15
15088 0 21
15089 (1) 20 7 2) 144
spaltende: 15075 3 19
15076 2 7
15078 10 21
15079 5 13
15080 8 22
15085 4 27 6 32 109
in das Cytoplasma (5)
P:2023/14 x 9001/11
Fy: 13013 0 25
F,: nicht spaltende: 15031 0 12
15033 0 26 2 0 38
spaltende: 15028 3 27
15029 2 10
15030 4 16
15032 19 13
15034 7 13
15035 5 19
15036 6 7
15037 5 28 8 51 133

Die nach Einlagerung in die Cytoplasmen (1) und (3) aufgetretenen Verhiltnisse

spaltender und nicht spaltender Nachkommenschaften (erwartet: 1:1), und auch die

Spaltungen steriler und fertiler Pflanzen (erwartet: 1:3) weichen nicht signifikant von den

Erwartungswerten ab, die sich aufgrund des Kreuzungsmodells (Abbildung 4.1) ergeben.

Die stl-Sterilitdt wird folglich auch in diesen Cytoplasmen ausgeprédgt. Bei Einlagerung
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des st/-Gens in das Cytoplasma (5) muB3 wiederum beriicksichtigt werden, da3 bei dem
maternalen Elter 2023/14 ein kerngenetischer Sterilititsfaktor in heterozygoter
Konstitution vorliegt. Es ergibt sich die gleiche Situation wie bei der Einlagerung der wi-
Sterilitdt in dieses Cytoplasma. Auch hier erfolgt in der F; die Komplementation, so daf3
der kerngenetische Sterilitatsfaktor der Pflanze 2023/14 nicht eine allelische Form des s¢/-
Gens sein kann. Das gefundenen Verhiltnis von zwei nicht spaltenden zu acht spaltenden
Nachkommenschaften in der F, (erwartet: 1:3, vergl. 4.3.4), und auch die Aufspaltungen
steriler und fertiler Pflanzen innerhalb der spaltenden Nachkommenschaften, lassen sich
mit der freien Spaltung zweier rezessiv vererbter Sterilitdtsfaktoren erkldren. Dabei weicht
das in der Linie 15032 aufgetretene Verhéltnis von 19 sterilen zu 13 fertilen Pflanzen von
einem 1:3-Verhiltnis signifikant ab (x*-Wert: 18,37). Bei Annahme zweier spaltender
Gene und dem daraus resultierenden 7:9-Verhéltnis, kann die gefundene Aufspaltung in
dieser Linie jedoch erklirt werden (y*-Wert: 2,57). Auch die Aufspaltung von 6 sterilen
und 7 fertilen Pflanzen in der Linie 15036 ist eher an ein 7:9 als an ein 1:3-Verhiltnis
angepaBt, auch wenn hier keine signifikante Abweichung von letzterem vorliegt ()*-Wert:
2,08). Die iibrigen 6 spaltenden Nachkommenschaften zeigen ebenfalls keine signifikanten
Abweichungen von einem 1:3-Verhiltnis. In diesen spaltet demnach jeweils nur eines der
beiden Gene. Diese Ergebnisse zeigen, daB3 die s¢/-Sterilitdt auch in dem Cytoplasmatyp

(5) ausgeprégt werden kann.

Auffillig ist das Auftreten jeweils einer sterilen Pflanze in den als nicht spaltende
Nachkommenschaften eingestuften Linien 15021, 15027, 15084 und 15089 nach
Einlagerung in das Cytoplasma (1) und (3). Bei einer gleichsinnigen monarchialen
Wirkung zweier Gene, da3 heiflt jedes Gen kann das andere in der Weise vertreten, dal3 der
Wildtyp ausgebildet wird (volle Wirkung jedes einzelnen Gens), ergibt sich nach Selbstung
einer doppelt heterozygoten Pflanze ein Spaltungsverhiltnis von einer Mutante zu fiinfzehn
Wildtypen. Wird in den angesprochenen Linien eine solche Aufspaltung von 1:15
angenommen, so liegt eine neue Sterilitdt vor, die nur dann ausgepridgt wird, wenn gleich-
zeitig zwei Gene in rezessiver Konstitution vorhanden sind. Da nach Selbstung der Mutter-
pflanzen entsprechende Spaltungsverhiltnisse nicht auftraten, ist anzunehmen, daf3 bei den
Pflanzen Gr.9 und 2035/1 nur jeweils eins der beiden Gene heterozygot vorliegt. Die als
paternale Eltern verwendeten Pflanzen 9001/11 und 9002/4 miiten dann mindestens das
jeweils andere Gen in heterozygoter Konstitution tragen. Die F; wére folglich fertil, in der
F, wiirden 1/4 der Nachkommenschaften im Verhiltnis 1:15 aufspalten. Der Anteil der im
Verhiltnis von 1:15 spaltenden Linien an der Gesamtzahl der Linien der F, zeigt mit 2:11
(bei 2035/1) und 2:6 (bei Gr.9) keine signifikante Abweichung von dem erwarteten 1:4-
Verhiltnis. Allerdings kann aufgrund der Stichprobengrofle bei den als nicht spaltende
Linien interpretierten Nachkommenschaften nicht ausgeschlossen werden, dafl noch
weitere von diesen tatsdchlich eine 1:15-Spaltung aufweisen. Das gleiche gilt zum Teil

auch fiir die 1:3-spaltenden Linien. Folglich ist es moglich, daB bei einigen Pflanzen, die
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der st1-Sterilitit zugeordnet wurden, die Sterilitdt durch das Zusammenwirken der beiden

neuen Gene in ihrer rezessiver Form bedingt wird.

Zur Uberpriifung der Hypothese, daB in den beiden durchgefiihrten Kreuzungen (Gr.9 x
9002/4 und 2035/1 x 9001/11) tatséchlich zwei zusidtzliche Sterilitidtsgene mitgefiihrt
wurden, und keine spontanen Mutationen aufgetreten sind, wurde der maternale Elter der
einen Kreuzung (Gr.9) nach Kastration mit dem maternalen Elter der anderen Kreuzung
bestdubt. Tragen beide Pflanzen jeweils eins der neuen Sterilitdtsgene in heterozygoter
Konstitution, so sind in der F; nur fertile Pflanzen und in der F, bei 1/4 der
Nachkommenschaften sterile Pflanzen im Verhéltnis 1:15 zu erwarten. Die beobachteten
Aufspaltungen sind in der Tabelle 4.8 zusammengefalit.

Tab. 4.8: Spaltungsergebnisse nach Kreuzung von Gr.9 und 2035/1 zur Verifizierung zweier
gleichsinnig monarchial wirkender Sterilititsgene

Aufspaltung in den Einzel-
nachkommenschaften: Summen: Zahl der
P: Gr.9 x 2035/1 sterile fertile Nachkommen- | sterilen | fertilen
Pflanzen Pflanzen schaften Pflanzen | Pflanzen
F;: 14011, 14012 0 53
F,: nicht spaltende: 15097 0 22
15099 0 25
15101 0 25
15102 0 27
15103 0 18
15105 0 19
15107 0 26
15108 0 30
15109 0 21
15110 0 13
15111 0 20
15112 0 17
15113 0 20 13 0 283
spaltende: 15098 3 15
15100 3 15
15104 1 13
15106 1 28 4 8 71

Das gefundene Verhéltnis von 4 spaltenden zu 13 nicht spaltenden Nachkommenschaften
in der F, weicht nicht signifikant von dem erwarteten 1:3-Verhéltnis ab. Allerdings ist die
Zahl bonitierter Pflanzen in den als nicht spaltende Nachkommenschaften eingestuften
Linien zu gering, um die Ablehnung einer 1:15-Aufspaltung steriler und fertiler Pflanzen
statistisch absichern zu konnen. Innerhalb der spaltenden Nachkommenschaften weicht das
Verhiltnis der Summe steriler Pflanzen zur Summe fertiler Pflanzen mit 8:71 nicht
signifikant von dem erwarteten 1:15-Verhiltnis ab (xz-Wert: 1,42). Alle aufgetretenen
Spaltungsergebnisse weisen also darauf hin, dafl die sterilen Pflanzen durch die gleich-
sinnige monarchiale Wirkung zweier rezessiver Gene bedingt werden. Diese Gene werden
mit M/m und N/n bezeichnet.
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4.3.6 Analyse des kerngenetischen Sterilitatsfaktors st2 nach Einlagerung
in das Cytoplasma (1)

Der kerngenetische Sterilitdtsfaktor sz2 ist in dem Cytoplasmatyp (5) aufgetreten (vgl.

Kapitel 3) und wurde in das Cytoplasma (1) eingelagert. Die dabei aufgetretenen

Aufspaltungen sind in der Tabelle 4.9 zusammengefal3t:

Tab. 4.9: Spaltungsergebnisse nach Einlagerung des st2-Gens in das Cytoplasma (1)
Einlagerung des st2-Gens aus dem | Aufspaltung in den Einzel-
Cytoplasma (5) nachkommenschaften: Summen: Zahl der
sterile fertile Nachkommen- | sterilen | fertilen
Pflanzen Pflanzen schaften Pflanzen | Pflanzen
in das Cytoplasma (1)
P: Gr. 9 x 9046/6
Fy: 13022, 13023 0 45
F,: nicht spaltende: 15038 0 11
15039 0 20
15040 0 17
15041 0 35
15043 0 29
15044 0 31
15045 0 15
15047 0 17
15048 (1) 29
15049 (1) 25
15050 0 32
15051 0 18
15052 0 16
15053 0 14
15054 0 24
15055 0 11 16 2) 389

1
1
[«
1
1

spaltende:

Zur Einlagerung des kerngenetischen Sterilitdtsfaktors sz2 in das Cytoplasma (1) wurden
zwel unabhingige Kreuzungen durchgefiihrt. In der F; (Linien 13022 und 13023) wurden
ausschlieBSlich fertile Pflanzen bonitiert. Die F, bestand aus 16 Nachkommenschaften, bei
denen eine Aufspaltung im Verhidltnis 1:3 ausgeschlossen werden kann (Irrtums-
wahrscheinlichkeiten der Einzelnachkommenschaften je nach Stichprobengrofle P = 0,00%
- 4,2%). In den Linien 15048 und 15049 trat jeweils eine sterile Pflanzen auf, deren
Phénotypen aber nicht dem sz2-Phénotyp entsprachen. Diese sterilen Pflanzen sind folglich
beziiglich der Spaltungsverhéltnisse des st2-Gens nicht zu berilicksichtigen, zumal die
Verhéltnisse zu den fertilen Pflanzen in diesen Nachkommenschaften signifikant von
einem 1:3-Verhiltnis abweichen (y>-Wert fiir die Linie 15048: 5,13; fiir die Linie 15049:
6,4). In der Kreuzung der Parentalgeneration wurde Gr.9 verwendet und als paternaler
Elter 9046/6. Letztere Pflanze ist aus einer Kreuzung mit 2035/4 hervorgegangen, die der
gleichen Inzuchtlinie wie 2035/1 entnommen wurde. Folglich ist anzunehmen, daf3 die

Sterilitdt der beiden Pflanzen in den hier betrachteten F,-Linien durch die gleichsinnig
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monarchiale Wirkung der Gene M/m und N/n in ihrer rezessiven Form bedingt wird, und
ein 1:15-Verhiltnis vorliegt (vergl. 4.3.5).

Mit 16 beziiglich des s72-Gens nicht spaltenden Nachkommenschaften kann mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit P = 0,00% ausgeschlossen werden, da3 eine Aufspaltung der
Nachkommenschaften in spaltende und nicht spaltende im Verhéltnis 1:1 vorliegt (vergl.
Kreuzungsmodell in Abbildung 4.1). Die Spaltungsanalysen zeigen somit, daB3 die sz2-
Sterilitdt in dem Cytoplasma (1) nicht ausgepréigt werden kann, und folglich ein cytoplas-
matischer Erbfaktor des urspriinglichen Cytoplasmas (5) an der Ausprigung dieser
Sterilitdt beteiligt sein muB. In diesem Falle ist der kerngenetische Sterilitétsfaktor Sz2/st2
ein dominantes Restorergen dieser CMS, und Pflanzen der genetischen Konstitution
(1)st2st2, die in der Hilfte der F,-Linien im Verhéltnis 1:3 vorhanden sein miissen, sind
Maintainer. Der cytoplasmatische Erbfaktor des Cytoplasmas (5) wurde in einer reziproken
Kreuzung bestitigt. Die dabei aufgetretenen Spaltungsverhéltnisse sind in der Tabelle 4.10
gezeigt.

Tab. 4.10:  Spaltungsanalysen einer rezipro- Die zu erwartende 1:1 Aufspaltung

ken Kreuzung zur Verifizierung steriler und fertiler Pflanzen wurde nur
eines cytoplasmatischen Erb- .
faktors: bei der Nachkommenschaft beobachtet,
deren maternaler Elter das Cytoplasma
Kreuzungstyp 5)St2st2 X (1)st2st2 . . )
mit den Pflanzen 9046/6 13022/1 (5) trdgt, so daB tatsichlich ein
als maternaler ~ als maternaler Erbfaktor dieses Cytoplasmas an der
Elter verwendet Elter verwendet . L o .
‘L ‘L Auspragung der Sterilitdt beteiligt sein
mulb.
F;-Linie: 16002 16001
Spaltung steril : fertil 11:7 0:28

Durch Bestidubung steriler Genotypen mit Pflanzen aus den oben angesprochenen F;-
Linien (Tabelle 4.9) konnten Maintainer selektiert und damit verifiziert werden, dal3
tatsdchlich ein neues CMS-System vorliegt. Bei 18 durchgefiihrten Kreuzungen wurden 8
Nachkommenschaften erzeugt, die ausschlieBlich aus sterilen Pflanzen bestehen. Es sind
demnach mehr Maintainer in der F, vorhanden, als nach dem Kreuzungsmodell zu
erwarten war (Erwartungswert = 1/8). Dies weist darauf hin, da der maternale Elter der
Kreuzung entgegen der Annahme im Kreuzungsmodell nicht homozygot dominant
beziiglich des St2/st2-Gens ist. Liegt das St2/st2-Gen bei Gr.9 in heterozygoter Form vor,
erhoht sich der Erwartungswert flir die Maintainer in der F, auf 3/8, bei 18 Nachkommen-

schaften also auf 6,5. Damit 148t sich die gefundene Zahl von 8§ Maintainern erkléren.
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Tab.4.11:  Maintainerselektion fiir die neue CMS In der nebenstehenden Tabelle 4.11
sind die selektierten Maintainer mit
Kreuzungstyp: F,-Linie Aufspaltung .
(5)s12s12 x (1)st2s12 steril : fertil Angabe der Aufspaltung in der F,
10040/45 15038/3 16017 9 0 nach Kreuzung mit einer sterilen
15038/11 | 16018 | 10 0 Pflanze aufgefiihrt.

15040/1 16019 8 0

15045/10 16021 7 0

15049/4 16026 12 0

15049/13 16027 17 0

15050/3 16028 26 0

10040/38 15049/15 16033 29 0

4.4 Diskussion

441 Der methodische Ansatz

Nach Klarung der Vererbung der kerngenetischen Sterilitdtsfaktoren wi, s¢/ und s¢2 und
Durchfiihrung von Komplementationstests zur Bestitigung, daBl tatsdchlich drei
verschiedene Gene und nicht Allele eines Gens vorliegen, wurden diese Gene zur Unter-
scheidung von CMS und GMS in verschiedene Cytoplasmen eingelagert. In der
Vergangenheit wurden solche klassisch genetischen Analysen mit Pflanzen verschiedener
Akzessionen durchgefiihrt, in der Hoffnung, dal diese Akzessionen verschiedene
Cytoplasmen enthalten. Die Erkenntnis, dal Umorganisationen im mitochondrialen Genom
die Voraussetzung fiir die Entstehung von Sterilitdts- und Normalcytoplasmen sind,
wurden in der vorliegenden Arbeit genutzt, um eine gezielte Einlagerung der kern-
genetischen Sterilititsfaktoren zu ermdglichen. Durch die vorangegangene molekular-
genetische Unterscheidung der Cytoplasmatypen (vergl. Kapitel 3) konnte die klassisch

genetische Analyse sehr effizient gestaltet werden.

4.4.2 Nachweis der genischen mannlichen Sterilitatsform (GMS) bei Wilwi
und St1/st1

Bei der wi-Sterilitdt waren bereits vor Beginn der vorliegenden Arbeit Kreuzungen durch-
gefiihrt worden, bei denen die Einlagerung aus dem Cytoplasma (1) in das Cytoplasma (2)
erfolgt war. Dies wurde durch die in Kapitel 3 beschriebenen Untersuchungen
nachgewiesen. Nach FEinlagerung in die Cytoplasmen (3) und (5) im Rahmen der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dall die wi-Sterilitdt in allen vier untersuchten
Cytoplasmatypen ausgeprdagt wird. Da es duBerst unwahrscheinlich ist, daB3 diese vier
Cytoplasmen einen gemeinsamen cytoplasmatischen Erbfaktor besitzen, der fiir die

Auspragung der Sterilitdit notwendig ist, kann angenommen werden, dafl die Sterilitét
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ausschlieBlich durch das Kerngen Wi/wi in rezessiver Form bedingt wird. Folglich liegt
entgegen fritherer Annahmen von RAUBER et al. (1993) eine genische ménnliche Sterilitéit
vor. In analoger Weise wurde der Nachweis der GMS fiir die s¢/-Sterilitdt gefiihrt, indem
die Ausprigung der Sterilitit neben dem Ursprungscytoplasma (2) auch in den
Cytoplasmen (1), (3) und (5) festgestellt wurde. Damit liegen zwei gut definierte GMS-
Formen vor, die weitere molekulare Untersuchungen und einen molekularen Vergleich der
Sterilitdtssysteme GMS und CMS in einer Pflanzenart ermdglichen. Die
Nutzungsmoglichkeiten von GMS-Systemen in der praktischen Pflanzenziichtung werden
in Kapitel 5 diskutiert.

4.4.3 Nachweis einer neuen CMS: (5) st2 st2

Nach Einlagerung des kerngenetischen Sterilititsfaktors sz2 aus dem Cytoplasma (5) in das
Cytoplasma (1) wurde ein cytoplasmatischer Erbfaktor nachgewiesen, der zur Auspragung
der Sterilitdt notwendig ist. Dieser ist in dem Cytoplasmatyp (1) nicht enthalten, und
folglich konnten in diesem Cytoplasmatyp Maintainer selektiert werden. Es wurde somit
ein neues CMS-System mit Sterilitdts- und Maintainercytoplasma etabliert, bei dem der
kerngenetische Sterilititsfaktor S¢2/st2 in dominanter Form die Restoration im Sterilitéts-
cytoplasma bedingt. Die Bedeutung des Nachweises eines zweiten CMS-Systems wird in
Kapitel 5 diskutiert.

444 Nachweis einer neuen rezessiv vererbten Sterilitat mit
Temperaturreaktion

In der Selbstungsnachkommenschaft von 2023/14 erfolgte bei normalen Temperaturen
(20°/12°C) eine Aufspaltung von 14 sterilen und 51 fertilen Pflanzen (Tabelle 4.5). Dies
entspricht einer 1:3-Spaltung, und folglich kann die Sterilitdt durch ein rezessiv vererbtes
Gen erklart werden. Entgegen fritheren Annahmen von TATLIOGLU (1982) liegt hier aber
nicht die bekannte CMS vor. Nach Kreuzung mit dem Maintainer 2035/1 bestand die
resultierende Nachkommenschaft (14010) aus 13 fertilen Pflanzen, sterile traten nicht auf.
Wiirde 2023/14 die genetische Konstitution (S)Xx besitzen, hétte diese Kreuzung eine 1:1-
Aufspaltung ergeben miissen. Somit ist der Beweis erbracht, daB3 2023/14 nicht die CMS-
Sequenz des S-Cytoplasmas enthalten kann. In Kapitel 3 war bereits nachgewiesen
worden, daB3 bei 2023/14 eine andere mitochondriale Genomorganisation, Cytoplasmatyp
(5), vorliegt, als bei dem mit (4) bezeichneten (S)-Cytoplasma. Folglich kann die
Aufspaltung in der Selbstungsnachkommenschaft von 2023/14 nur durch einen neuen
rezessiv vererbten Sterilitdtsfaktor erkldrt werden, der im folgenden mit B/b bezeichnet

wird.

Aufgrund der durchgefiihrten Analysen beziiglich der Einlagerung der Kerngene wi und
stl in das Cytoplasma (5), bei denen 2023/14 als maternaler Elter eingesetzt wurde, ist das

b-Gen kein allelischer Zustand des wi- oder st/-Gens, da in der F; die Komplementation
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zum fertilen Wildtyp erfolgte, und die Spaltungsergebnisse in der F, jeweils mit der
Annahme zweier unabhdngig voneinander spaltender rezessiver Gene erkldrt werden
konnten (vergl. 4.3.4 und 4.3.5).

Im folgenden wird die Forderung der Fertilitidt durch hohe Temperaturen bei den sterilen
Pflanzen in der Selbstungsnachkommenschaft von 2023/14 und nach Kreuzung eines

Genotyps mit der genetischen Konstitution (S)xx#f mit 2023/14 diskutiert.

In der Selbstungsnachkommenschaft von 2023/14 reagierte die Hilfte der bei normalen
Temperaturen (20°/12°C) sterilen Pflanzen bei Erh6éhung der Temperatur auf konstant
24°C mit einer Forderung der Fertilitit. Folglich ist die b-Sterilitdit durch hohe
Temperaturen in ihrer Ausprigung zu beeinflussen. Das gefundene Spaltungsverhéiltnis
von 7 insensitiven zu 7 sensitiven Pflanzen weicht von einem 1:3-Verhéltnis zwar nicht
signifikant ab (vergl. 4.3.3), mit der Annahme anderer Spaltungsverhéltnisse ergeben sich
jedoch kleinere *-Werte. Im folgenden soll deshalb ein Modell diskutiert werden, bei dem
die Beobachtungswerte den theoretisch mdglichen Spaltungsverhiltnissen besser angepal3t
sind. Da in einer Selbstungsnachkommenschaft ein Spaltungsverhdltnis von 1:1 nicht
auftreten kann, wird ein 7:9-Verhéltnis zur Erklarung dieser Reaktion auf die Temperatur-
veranderung angenommen. Ein solches Spaltungsverhiltnis ergibt sich bei Selbstung einer
Pflanze, bei der zwei komplementir wirkende Gene in heterozygoter Konstitution
vorliegen. Wirken dabei die dominanten Allele in der Weise zusammen, da} sich ihre
Effekte ergénzen, und der Wildtyp ausgeprigt wird, ergibt sich ein Verhiltnis von 7
Mutanten zu 9 Wildtypen. Wird im vorliegenden Fall die Sensitivitit, also die Forderung
der Fertilitdt bei hohen Temperaturen durch die dominanten Allele hervorgerufen, wiirde in
der Nachkommenschaft ein Verhéltnis von 7 insensitiven zu 9 sensitiven Pflanzen
erwartet. Wird dagegen die Insensitivitdt durch die dominanten Allele bedingt, wiirde sich
das Spaltungsverhéltnis umkehren. Das gefundene Verhiltnis (7:7) zeigt keine signifikante
Abweichung von einer dieser beiden Hypothesen. Die Temperatur-Sensitivititsgene der b-

Sterilitdt werden im folgenden mit Y/y und Z/z bezeichnet.

In der Kreuzungsnachkommenschaft des CMS-Genotyps 6025/35 mit 2023/14 weicht die
Aufspaltung von 17 sterilen und 13 fertilen Pflanzen (Tabelle 4.5) bei normalen
Temperaturen (20°/12°C) nicht signifikant von einem 1:1-Verhiltnis ab (xz-Wert: 0,23).
Dies konnte durch Annahme der heterozygoten Konstitution am Restorerlocus X/x bei
2023/14 erkléart werden und wiirde der Interpretation fritherer Ergebnisse von TATLIOGLU
(1982) entsprechen. Wird diese Hypothese einer ausschlieflich durch das X/x-Gen
bedingten Aufspaltung steriler und fertiler Pflanzen im Verhéltnis 1:1 angenommen, und
weiterhin die Temperaturreaktion der sterilen Pflanzen bei konstant 24°C durch das
dominante 7-Gen der CMS erklért, ist eine Aufspaltung Temperatur-insensitiver und
-sensitiver Pflanzen im Verhéltnis 1:1 denkbar. Die Aufspaltung von 13 Temperatur-

insensitiven zu 4 -sensitiven Pflanzen zeigt mit einem x*-Wert von 3,76 keine signifikante
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Abweichung von diesem Verhéltnis. Da der maternale Elter der Kreuzung eine
Temperatur-insensitive CMS-Pflanze war, (S)xxtf, miiite in diesem Falle das 7/#-Gen bei
dem paternalen Elter (2023/14) in heterozygoter Konstitution vorliegen. Auch hier fiihrt
jedoch die Annahme, daB in der Kreuzungsnachkommenschaft des CMS-Genotyps mit
2023/14 Pflanzen auch die b-Sterilitét aufspaltet, und die Temperaturreaktion durch die
komplementire Wirkung der Gene Y/y und Z/z bedingt wird, zu einer besseren Anpassung
der beobachteten Spaltungsergebnisse an die Erwartungswerte. In diesem Falle wiirde sich
folgendes Kreuzungsschema ergeben (Tabelle 4.12). Die angegebenen Phédnotypen sind bei
Normaltemperaturen (20°/12°C) zu erwarten.

Tab. 4.12: Modell zur Erkldrung der Spaltungsverhiltnisse in der Kreuzungsnachkommenschaft

6025/8 x 2023/14
Elter paternal: 2023/14 = (5) Xx Bb
Gameten XB Xb xB xb
maternal: xB Xx BB Xx Bb xx BB xx Bb
6025/8 = fertil fertil steril (CMS) steril (CMS)
(S=4) xx Bb xb Xx Bb Xx bb xx Bb xx bb
fertil steril (b) steril (CMS) steril (CMS und b)

Wie aus der Tabelle 4.12 ersichtlich ist, ergibt sich eine Aufspaltung steriler und fertiler
Pflanzen im Verhiltnis 5:3. Die gefundene Aufspaltung (17:13, Tabelle 4.5) bei normalen

Temperaturen zeigt eine gute Anpassung an dieses Verhiltnis (x>-Wert: 0,22).

Bei Annahme dieser Spaltungsverhéltnisse unter normalen Temperaturen lassen sich auch
die Temperaturreaktionen der sterilen Pflanzen in dieser Nachkommenschaft erkldren. Das
Temperatur-sensitive Restorergen der CMS, 7/¢, liegt bei dem maternalen Elter der
Kreuzung rezessiv vor. Wird dies auch fiir den paternalen Elter angenommen, zeigen 4/5
der sterilen Pflanzen der Nachkommenschaft keine Temperatursensitivitit und bilden
folglich auch unter hohen Temperaturen die CMS aus (vgl. Tabelle 4.12). 1/5 der sterilen
Pflanzen wird dagegen ausschlieBlich durch das h-Gen bedingt. Sind alle diese Pflanzen
Temperatur-sensitiv, so a6t sich das gefundene Spaltungsverhéltnis von 4 sensitiven zu 13
insensitiven Pflanzen (Tabelle 4.5) bezogen auf alle sterilen der Nachkommenschaft
erkldren. Es zeigt keine signifikante Abweichung von dem erwarteten Verhiltnis von 1:4
(x*-Wert: 0,00). Diese Hypothese setzt voraus, daBB die Temperatursensitivitit der b-
Sterilitdt durch die dominanten Allele der Gene Y/y und Z/z bedingt wird und diese bei dem
maternalen Elter homozygot vorliegen. Die Kreuzung hitte demnach zwischen den
Genotypen (S=4)xxt#tBbYYZZ und (5)XxttBbYyZz stattgefunden, so dal} alle Nachkommen
jeweils mindestens ein dominantes Allel an den Loci Y/y und Z/z tragen und somit

Temperatur-sensitiv beziiglich der b-Sterilitdt sind.

Doch auch die Hypothese, daBB die Temperatur-insensitivitidt der b-Sterilitdit durch die

komplementidre Wirkung der dominanten Allele der Loci Y/y und Z/z hervorgerufen wird,
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kann mit den gefundenen Spaltungsverhéltnissen erkldrt werden. Als Ursache fiir die
Aufspaltung Temperatur-sensitiver und -insensitiver Genotypen in der Nachkommenschaft
ist dann eine Aufspaltung am 7/z-Locus anzunehmen. In diesem Falle wire die genetische
Konstitution der Eltern (S=4)xxt#tBbYYZZ und (5)XxTtBbYyZz. In der Kreuzungs-
nachkommenschaft erfolgt eine Aufspaltung von 1:1 beziiglich des 7-Gens. Von der
Temperatursensitivitdt wiren also die Hilfte der Pflanzen mit ausschlielichem CMS-Typ,
(S)xxB., betroffen. Dies ist die Hélfte von 3/5 aller sterilen Pflanzen der Nachkommen-
schaft (vergl. Tabelle 4.12). Die gefundene Aufspaltung von 4:13 weicht nicht signifikant
von dem somit zu erwartendem Verhiltnis von 3:10 ab (x*-Wert: 0,08), so daB auch dieser
Vererbungsmodus nach den durchgefiihrten Untersuchungen nicht ausgeschlossen werden

kann.

SchlieBlich wiére es denkbar, daB3 in der Kreuzungsnachkommenschaft ausschlieBlich das
b-Gen spaltet, das gefundene Verhéltnis von 17 sterilen zu 13 fertilen Pflanzen bei
20°/12°C somit als eine 1:1-Spaltung interpretiert werden wiirde. Dies setzt voraus, daf3 bei
2023/14 das Restorergen X/x in dominanter Form vorliegt, und in der Kreuzungs-
nachkommenschaft aufgrund der Restoration keine CMS-Pflanzen auftreten kdnnen. Die
Temperaturreaktion der b-sterilen Pflanzen dieser Nachkommenschaft wiare dann damit zu
erkldren, daf3 die Insensitivitidt durch die dominanten Allele der Loci Y/y und Z/z bedingt
wird, und bei dem maternalen Elter der Kreuzung diese Gene rezessiv vorliegen. Die
Eltern hétten demnach die genetischen Konstitutionen (S)xxttBbyyzz und (5)XX..BbYyZz. In
der Nachkommenschaft wire eine Aufspaltung von insensitiven und sensitiven Pflanzen
im Verhéltnis 3:1 zu erwarten. Die gefundene Aufspaltung von 13:4 weicht davon nicht
signifikant ab. Allerdings erscheint die Annahme unwahrscheinlich, daB bei dem

maternalen Kreuzungselter 4 von 5 betrachteten Loci rezessiv vorliegen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB3 ein rezessives Gen b eine ménnliche
Sterilitit bedingt, die durch hohe Temperaturen bei einigen Genotypen wieder aufgehoben
werden kann. Wie diese Sensitivitit gegeniiber den hohen Temperaturen vererbt wird,
kann nicht mit Sicherheit gesagt werden. Die dargestellten Modelle zur Interpretation der
beobachteten Spaltungsverhéltnisse machen eine komplementire Genwirkung gegeniiber
einem monogenen Erbgang wahrscheinlicher, kdnnen letzteren aber nicht ausschlieen.
Zudem wurden die Modelle zur Erkldrung der Spaltungsverhiltnisse unter der Annahme
einer freien Spaltung aller beteiligter Loci entwickelt. Es wiére jedoch auch denkbar, daf3
das b-Gen in Attraktionskopplung mit einem rezessiven Temperatur-Sensitivititsgen
vorliegt, und sich die Abweichung von dem bei freier Spaltung zu erwartenden 3:1-
Verhiltnis (insensitiv : sensitiv) in der Selbstungsnachkommenschaft aufgrund der
Kopplung ergibt. Ebenso konnte eine Repulsionskopplung mit einem dominanten

Temperatur-Sensitivitidtsgen vorliegen.
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5 Bedeutung und Nutzungsmoglichkeiten der
Umweltvariabilitat bei CMS- und GMS-
Systemen

5.1 Einleitung

Zur Erhaltung der genetischen Variabilitit ist es notwendig, nicht nur ein CMS-System zur
Herstellung von Hybridsaatgut zu verwenden. Die Organellen, Mitochondrien und
Chloroplasten, kdnnen als cytoplasmatische Erbtréger bei der Ausprigung verschiedener
agronomisch wichtiger Merkmale von Bedeutung sein. Insbesondere betrifft dies
Merkmale, die direkt von der Stoffwechselleistung der Organellen abhingig sind, wie die
Ausfirbung der Blitter (z. B. bei Zierpflanzen, TILNEY-BASSET 1991) oder die Olgehalte
und deren Zusammensetzung. Diesbeziigliche Effekte verschiedener Cytoplasmatypen sind
unter anderem bei Sesam (MOSJIDIS und YERMANOS 1984), der Sonnenblume (SPIROVA
1993) und Soja (MILLER et al. 1996) beschrieben worden. Dabei kdnnen die beobachteten
Verdnderungen nicht nur ausschlieBlich cytoplasmatisch vererbt werden, sondern auch

durch Interaktionen mit verschiedenen Kerngenomen entstehen.

Aber auch andere agronomisch wichtige Merkmale konnen durch cytoplasmatische
Erbfaktoren bedingt sein. Ein klassisches Beispiel fiir die durch einen bestimmten
Cytoplasmatyp bedingte Anfilligkeit gegen Schaderreger ist die in Kapitel 7 genauer
beschriebene spezifische Interaktion zwischen dem T-Cytoplasma vom Mais und den
pilzlichen Pathogenen Bipolaris maydis (Rasse T) und Phyllosticta maydis, den Erregern
des "southern corn leaf blight" und "yellow leaf blight". Der fast ausschlieBliche Anbau
von Maishybriden mit dem T-Cytoplasma fiihrte 1969 bis 1971 zu einer epidemischen
Ausbreitung dieser Krankheiten und zur Vernichtung eines GroBteils der Ernte (ULLSTRUP
1972, LEVINGS und SIEDOW 1992). Weiterhin wurden beim Mais signifikante cytoplas-
matische Einfliisse auf die Anfilligkeit mit falschem Mehltau (Peronosclerospa sorghi;
BORGES 1987) und beim Weizen auf den Befall mit echtem Mehltau (Erysiphe graminis;
VOLUEVICH und BULOICHIK 1992) nachgewiesen. Bei Sorghum wird die Anfilligkeit
gegen das Schadinsekt Schizaphis graminum durch cytoplasmatische Erbfaktoren
beeinflult (DIXON et al. 1990).

Auch Anfilligkeiten eines bestimmten Cytoplasmatyps gegen abiotische Schadfaktoren
sind denkbar, so konnte bei CMS-Pflanzen von Sorghum eine Anfalligkeit der Cytochrom-
C-Oxidase gegen Kohlenmonoxid nachgewiesen werden (MUNJAL et al. 1988). In der

Rapsziichtung fiihrten die natiirlich vorkommenden Sterilititscytoplasmen 'Nap' und
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"Polima” unter dem Einflu hoherer Temperaturen nicht zu einer stabilen Sterilitéts-
auspragung und entsprechende Saatguteltern sind in der Hybridziichtung nicht
befriedigend (FAN und STEFFANSON 1986). Deshalb wurde mittels Protoplastenfusion das
nach OGURA (1968) benannte Sterilititscytoplasma aus Raphanus sativus in Brassica
napus Ubertragen. Es bedingt auch in dieser Art eine umweltstabile ménnliche Sterilitit
(BANNEROT et al. 1974; PELLETIER et al. 1983). Pflanzen mit dem "Ogura’-Cytoplasma
zeigen jedoch bei tiefen Temperaturen Chlorosen (BANNEROT et al. 1977). Dieses Problem
konnte erst durch Protoplastenfusion gelost werden, bei der ein Austausch der Chloro-
plasten von Raphanus sativus durch diejenigen aus Brassica erfolgte, wéhrend die
Mitochondrien als Erbtrager der CMS erhalten blieben (MENCZEL et al. 1987).

Cytoplasmatische Effekte konnen auch die Eignung von Pflanzen fiir in vitro-Kultur-
techniken beeinflussen. Dies ist fiir die ziichterische Arbeit von zunehmender Bedeutung,
da beispielsweise mittels Haploidenkultur in kurzer Zeit homozygote Linien fiir die
Hybridziichtung entwickelt werden konnen, oder der Einsatz der Gentechnik nur in
Systemen mit guter Regenerationsféahigkeit moglich ist. Einfliisse des Cytoplasmas auf die
in vitro-Kultureignung wurden unter anderem beim Mais beziiglich der Induktion von
embryonischem Kallusgewebe (CHERNYSHEVA und SHAMINA 1991) sowie beim Reis
(YAN et al. 1996) und Weizen (Ekiz und KONzAK 1991) beziiglich der Regenerations-
fahigkeit nach Antherenkultur festgestellt.

Neben den cytoplasmatisch bedingten Einfliissen kdnnen auch die in einem CMS-System
involvierten Kerngene Effekte auf wichtige agronomische Merkmale hervorrufen. Das
Restorergen des ‘Ogura’-Cytoplasmas (s. 0.) wurde durch homologe Rekombination in
einer intergenerischen Kreuzung aus Raphanus sativus in das Kerngenom von Brassica
napus integriert, doch durch die Introgression des Chromosomenfragments traten zunichst
meiotische Storungen auf, so dafl etliche Riickkreuzungen notwendig waren, um
ausreichend fertile Restorerlinien zu entwickeln (HEYN 1976 in DELOURME et al. 1998).
Durch enge Kopplung dieses Restorergens mit einem Locus, der einen hohen Gluko-
sinolat-Gehalt bedingt, ist es dennoch bis heute nicht gelungen, mit diesem CMS-System
die erwiinschten 00-Rapshybriden zu ziichten (DELOURME et al. 1998, RENARD et al.
1998).

Auch bei GMS-Genen wurden pleiotrope Effekte nachgewiesen, so hingt beispielsweise
die allgemeine Kombinationseignung verschiedener nahe isogener ms-Mutanten der
Tomate von dem jeweils vorliegendem Sterilitdtsgen ab (BAR und FRANKEL 1993).
Besonders wichtig erscheinen in diesem Zusammenhang Mutationen, die wachstums-
regulatorische Funktionen betreffen. Eine derartige Verkniipfung von méannlicher Sterilitét
und wachstumsregulatorischer Funktion fiihrt bei Mutanten von Arabidopsis thaliana zu
einer Pseudomonaden-Toleranz: Es wurden 14 Mutanten selektiert, die gegen das Phyto-

toxin Koronatin resistent sind, das unter anderem von Pseudomonas syringae produziert
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wird. Alle diese Mutanten waren gleichzeitig méannlich steril und insensitiv gegen einen
Wachstumsregulator (Methyljasmonat), der wahrscheinlich die gleiche physiologische
Funktion hat, wie das Phytotoxin (FEYS et al. 1994).

Dieser Uberblick zeigt, das die Erhaltung der genetischen Variabilitit eine wichtige
Voraussetzung ist, um langfristig verschiedene Systeme zu entwickeln, mit denen die
Erzeugung von Hybridsaatgut mdoglich ist. Nur so ist gewéhrleistet, gegenwirtig das
vorteilhafteste System nutzen zu konnen, zukiinftig aber iliber Reserven zu verfiigen, falls
dieses System aus einem der genannten Griinde nicht mehr anwendbar sein sollte. Es
wurden auch gentechnische Ansidtze zur Erzeugung minnlicher Sterilitit entwickelt,
beispielsweise "Seedling' ™" der Fa. Plant Genetic Systems, bei dem ein Ribonuklease-Gen
spezifisch in den Antheren exprimiert wird und dadurch ménnliche Sterilitdt bedingt
(MARIANI et al. 1990). Die Restoration kann durch Applikation eines Inhibitorstoffs oder
durch das Einbringen eines entsprechenden Gens erfolgen (MARIANI 1992; DE BOTH
1995). Die stabile transgene Expression und die vollstindige Ausmerzung fertiler Pflanzen
in der miitterlichen Linie mittels eines Herbizids sind fiir eine stabile médnnliche Sterilitét
des Saatgutelters eben so wichtig, wie eine vollstdndige Restoration durch die Inhibitoren
bei der Hybridsorte, wenn diese wie beispielsweise beim Raps notwendig ist. Ob dies bei
wechselnden Umweltbedingungen immer gewihrleistet ist, bleibt fraglich (RENARD et al.
1998). Die Probleme gentechnisch erzeugter ménnlicher Sterilitdten unterscheiden sich
also nicht von denen in natiirlichen Systemen. Zudem bergen die gentechnischen Ansitze
im gegenwartigen Stadium die Gefahr einer zu starken Einengung der genetischen
Variabilitdt. Dies wird dadurch bedingt, da3 in der Regel die zu entwickelnden Linien nur
auf einige wenige Regenerate zuriickgehen, und die gezielte Suche nach neuen méinnlichen

Sterilitdtsformen und mit ihnen gekoppelten Merkmalen unterbleibt.

Im folgenden wird die neue CMS beim Schnittlauch und auch die beiden GMS-Formen
Wi/wiund Stl/stl in einer ersten Analyse beziiglich ihrer Reaktion auf hohe Temperaturen
und die Applikation von Tetracyclin untersucht. Dies soll Aufschlu3 dariiber geben, ob
diese Sterilititssysteme eine stabile Ausprdgung zeigen, oder ob die Variation der
Umweltbedingungen eine fertilitdtsfordernde Wirkung haben kann. Neben der Bedeutung,
die die Ergebnisse dieser Untersuchungen fiir die Nutzung dieser Sterilitétssysteme in der
praktischen Ziichtung haben, konnen sie auch Hinweise auf die molekulare Funktion
geben. Sollte beispielsweise die Tetracyclinbehandlung einen fertilitdtsfordernden Einfluf3
auf die Auspragung eines der GMS-Gene haben, ist die Wahrscheinlichkeit grof3, dafl auch
bei der GMS die Mitochondrien involviert sein konnten. Diese Versuche vervollstindigen
also den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Vergleich von GMS und CMS.
AnschlieBend werden die Nutzungsmoglichkeiten verschiedener Sterilitdtssysteme bei der

ziichterischen Bearbeitung einer Pflanzenart in Abhéngigkeit von der Stabilitdt ihrer
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Ausprigung am Beispiel des Schnittlauchs und ausgewihlter anderer Pflanzenarten
diskutiert.

5.2 Material und Methoden

5.2.1 Pflanzenmaterial

Als Pflanzenmaterial fiir die Temperatur- und Tetracyclinversuche dienten spaltende
Linien, deren Einzelpflanzen vegetativ vermehrt wurden. Dabei wurden hauptsdchlich
vorab selektierte sterile Pflanzen dieser Linien verwendet, einige fertile Pflanzen dienten
als Kontrollen. Die Linien waren teilweise vorhandenen, teilweise entstammen sie den in
Kapitel 4 beschriebenen Kreuzungsanalysen. Linien- und Einzelpflanzennummern sind der
Tabelle 5.1 zu entnehmen. Die Pflanzen wurden im Januar aus dem Freiland geholt und
geteilt. Nach Akklimatisierung fiir 1 Woche bei etwa 7°C erfolgte die Aufstellung der
Klonteile in 5 Kabinen bei 20°C/12°C (Tag/Nacht). Mit der Tetracyclinbehandlung und
der Variation der Temperaturbedingungen wurde begonnen, als die erste Knospe sichtbar
war. Bis zur Bonitur der ersten gedffneten Bliiten vergingen mindestens 3 Wochen bei der

hochsten Temperaturstufe und ca. 6 Wochen bei den tiefsten Temperaturen.

5.2.2 Tetracyclinapplikation
Die Tetracyclinapplikation erfolgte durch Spritzung der Tetracyclinlosung (500ppm)

zweimal wochentlich bis zum Ende der Bonitur. Die Tetracyclinbehandlung wurde bei
zwel Temperaturvarianten durchgefiihrt: Bei 20°/12°C (Tag/Nacht, entsprechend der
Kontrolle) und konstant 24°C. Die Behandlung von Tetracyclin-sensitiven Genotypen der
alten CMS zeigt bei 20°/12°C einen starken fertilitdtsfordernden Einflu. Diese Pflanzen
sind bei einer zweimaligen Behandlung pro Woche nahezu vollstindig fertil. Bei hoheren
Tetracyclinkonzentrationen entstehen Schidden an den vegetativen Organen (TATLIOGLU
1986; TATLIOGLU und WRICKE 1988; vergl. auch Tabelle 11.6 im Anhang). Die Bonitur
der Dolden erfolgte wie in Abschnitt 4.2.3 beschrieben.

5.2.3 Variation der Temperaturbedingungen

Neben der Kontrollvariante (20°/12°C Tag/Nacht) wurden zwei Varianten mit hohen
Temperaturen durchgefiihrt: 24°/24°C und 30°/24°C (Tag/Nacht). Bei der alten CMS
erfolgt bei Temperatur-sensitiven Genotypen bei 24°/24°C eine vollstindige Restoration
der Fertilitdt (TATLIOGLU 1985, 1987; vergl. auch Tabelle11.6 im Anhang).

5.2.4 Erfassung des Bliitezeitpunktes

Nach der Aufstellung der Klonteile bei den verschiedenen Varianten fiel auf, daf} eine
erhebliche Variabilitdt in der Entwicklungsgeschwindigkeit zwischen den Linien besteht.

Insbesondere die Linien mit dem neuen Sterilititscytoplasma (5) schienen sich schneller zu
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entwickeln als die iibrigen Linien. Da dies fiir die Ziichtung frither und spiter Schnittlauch-
sorten und insbesondere fiir die Treiberei von Bedeutung ist, wurde als Indikator fiir die
Friihzeitigkeit bzw. eine schnelle Entwicklungsfahigkeit der Bliitezeitpunkt der Genotypen
bei zwei Temperaturvarianten erfafit. Mit der Bonitur dieses Merkmals wurde an dem Tag
begonnen, als sich in der jeweiligen Temperaturvariante bei der ersten Knospe die Spatha
Offnete (Tag 0). Die Tage bis zum Aufplatzen der jeweils ersten und zweiten Knospe
wurden bei allen Genotypen gezidhlt. Die Bonitur erfolgte dreimal wdchentlich in den
Kabinen mit 20°/12°C und 24°/24°C. Dabei wurden auch die mit Tetracyclin behandelten
Klonteile der jeweiligen Temperaturstufe beriicksichtigt, um eine groflere Knospenzahl zu
erhalten und somit zufdllige Schwankungen zu minimieren. Aus der Zahl der Tage bis zum
Aufplatzen der ersten und zweiten Knospe wurde der Mittelwert errechnet, wenn die
Differenz nicht groBer als 7 Tage war, da solche Differenzen nur bei sehr kleinen
Klonteilen mit wenigen Bliiten auftraten und folglich fiir die Beurteilung der
Entwicklungsgeschwindigkeit nicht geeignet erschienen. Zur statistischen Absicherung,
daB3 sich die Mittelwerte fiir den Bliitezeitpunkt zwischen den untersuchten Cytoplasma-
typen unterscheiden, wird eine einfaktorielle Varianzanalyse durchgefiihrt. Diese weist
nach, ob mindestens ein Mittelwert von den iibrigen verschieden ist. AnschlieBend erfolgt
dann ein Vergleich der Mittelwerte mit einem a posteriori — Testverfahren fiir einen

Versuchsaufbau mit ungleicher Wiederholungszahl (Test nach SCHEFFE in WEBER 1986).

5.3 Ergebnisse

5.3.1 Boniturdaten

Im vorderen Teil der Tabelle 5.1 sind die Tage bis zum Aufplatzen der Spatha der ersten
und zweiten Knospe jedes Genotyps aufgefiihrt, beginnend mit der ersten gedffneten
Spatha in der jeweiligen Temperaturvariante (Tag 0). Neben den Werten fiir die beiden
Knospen ist der Mittelwert angegeben. Im hinteren Block der Tabelle sind die Bonitur-
werte der Sterilitat/Fertilitdt in den verschiedenen Temperaturstufen und nach Tetracyclin-

behandlung angegeben.
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Tab. 5.1: Erfassung der Variabilitit des Bliitezeitpunktes und Bonitur der Sterilitat/Fertilitit nach
Temperatur- und Tetracyclinversuchen bei Pflanzen der neuen CMS sowie bei Pflanzen
der wi- und st7-GMS. Bei der Bonitur gibt die erste Zahl die Anzahl bonitierter Dolden, die
zweite Zahl den Boniturwert wieder (0 = steril, 4 = fertil).

Sterilitiat und Tage bis zum Aufbliihen bei Bonitur der Sterilitdt bei den Temperaturen [°C]

Pflanzen- 20°/12°C, Knospe | 24°/24°C, Knospe | 20°/12°  20°/12° 24°/24° 24°/24° 30°/24°
nummer 1 2 Mittel 1 2 Mittel | Kontrolle +Tetrac. +Tetrac.
(5)st2st2:
10031/5 1 3 2 4 9 6,5 4x4 6x4 1x4 -
8 0 o0 0 3 5 4 7x0 8x0 4x0 8x0 -
11 4 4 4 9 9 9 4x0 4x0 6x0 4x0 5x0
14 8§ 9 8,5 5 12 8,5 6x0 2x0 7x0 7x0 5x0
20 3 4 3,5 11 11 11 10x 0 3x0 3x0 4x0 5x0
25 4 4 4 6 6 6 8x0, I1x4 9x0, 2x4 9x0, 2x4 4x0, 3x4 5x0, 3x4
27 4 5 4.5 5 6 5,5 10x 4 7x4 3x4 6x4 T7x4
10032/2 9 11 10 4 9 6,5 3x0 6x0 10x0 3x0 7x0
10 7 7 7 6 9 7,5 4x0 3x0 4x0 - -
12 3 3 3 5 9 7 5x0 4x0 3x0 3x0 -
10033/2 7 9 8 5 5 5 8x0 3x0 10x0 6x0 5x0
5 8 8 8 6 9 7,5 4x0 5x0 10x 0 3x0 4x0
10 9 10 9,5 6 9 7,5 4x0 3x0 5x0 6x0 3x0
12 1 3 2 3 4 3,5 6x0 4x0 4x0 6x0 2x0
14 9 10 9,5 6 9 7,5 5x0 10x 0 6x0 5x0-1 7x34
10037/4 9 9 9 9 9 9 7x0 3x0 7x0 6x0 10x0
8 11 14 12,5 12 12 12 4x0 1x0 9x0 10x0 6x0
10 7 8 7,5 - - - 4x4 3x4 - - -
11 8 8 8 8 9 8,5 12x0 5x0 10x0 15x0 8x0
10038/1 7 7 7 - - - 5x4 4x4 - - x4
7 7 7 7 5 5 5 1x0 5x0 9x0 7x0 5x0
9 7 7 7 5 5 5 4x0 4x0 7x0 5x0 6x0
10040/3 26 29 27,5 23 32 - 2x4 - 1x4 2x4 -
5 15 15 15 15 16 15,5 T7x4 1x4 1x4 6x4 5x4
8 22 24 23 16 16 16 3x0 3x0 3x0 2x0 2x0
10 22 24 23 17 18 17,5 1x4 1x4 3x4 - -
11 28 35 31,5 16 24 - 1x4 1x4 2x4 I1x4 -
14 22 24 23 - - - 4x4 T7x4 - - -
19 14 14 14 12 18 15 1x4 10x 4 2x4 1x 4 -
20 16 22 19 17 18 17,5 2x0 5x0 4x0 2x0 -
34 14 16 15 - - - 2x0 - - - -
36 22 25 23,5 20 31 - 2x0 1x0 1x0 3x0 -
38 14 16 15 10 20 - 2x0 1x0 1x0 1x0 -
41 22 22 22 20 24 22 2x0 4x0 1x0 1x0 3x0
45 10 11 10,5 10 13 11,5 4x0 1x0 1x0 4x0 1x0
51 14 14 14 11 12 11,5 5x0 4x0-1 2x1,1x3 3x0, 1x3 -
53 14 22 - 16 - - 5x0 4x0 Ix0 1x0 1x0
55 15 22 18,5 - - - 2x0 - - - 1x0
56 22 35 - 23 25 24 1x0 2x0 - 1x0 1x0
60 25 28 26,5 16 16 16 3x0 2x0 5x0 - 3x0
61 25 28 26,5 - - - 2x0 - - - -
63 22 22 22 - - - 3x0 2x0 - - 2x0
64 30 - - 16 18 17 1x0 2x0 2x0 1x0 -
66 24 25 24,5 19 23 21 2x0 1x0 - - 3x0-1
67 22 22 22 31 - - 4x0 1x0 1x0 1x0 6x0
68 24 25 245 13 17 15 4x0 5x0 1x0 5x0 4x0
10041/14 15 22 18,5 18 - - 2x4 5x4 - I1x4 -
20 7 7 7 0 1 0,5 17x0 18x 0 9x0 6x0 4x0
22 22 22 22 - - - 2x0 - - - -
23 7 8 7,5 9 - - 5x4 4x4 - - -
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Fortsetzung von Tabelle 5.1

Sterilitdt und Tage bis zum Aufbliihen bei Bonitur der Sterilitit bei den Temperaturen [°C]

Pflanzen- | 20°/12°C, Knospe | 24°/24°C, Knospe | 20°/12°  20°/12° 24°/24° 24°/24° 30°/24°

nummer 1 2 Mittel 1 2 Mittel | Kontrolle +Tetrac. +Tetrac.
27 7 10 8,5 2 3 2,5 3x4 4x4 5x4 - -
33 11 22 - 2 5 3,5 2x0 1x0 3x0 - 2x0
34 1 3 2 12 12 12 5x0 2x0 - - -
47 8 9 8,5 9 10 9,5 6x0 - 1x0 1x4 -
54 7 8 7,5 - - - 2x0 1x0 - - -
56 11 14 12,5 9 9 9 10x0 1x0 6x0 6x0 5x0

10042/5 7 14 10,5 6 10 8 5x4 6x4 2x4 3x4 -
9 9 14 11,5 10 10 10 7x4 3x4 5x4 7x4 4x4
19 14 14 14 9 10 9,5 3x07? 4x2 7x47? - 4x4
20 4 5 4,5 4 5 4,5 6x4 1x4 4x4 1x4 -
25 17 17 17 - - - 3x4 4x4 - - -
26 7 7 7 5 6 5,5 8x0 5x0 12x0 5x0 11x0
31 8 8 8 9 9 9 8x0 11x0 7x0 5x0 2x0
32 22 23 22,5 18 18 18 3x0 3x0 6x0 2x0 4x0
41 0 o0 0 0 1 0,5 6x0 10x0 12x0 10x0 5x0
50 15 22 18,5 9 9 9 3x0 2x0 5x0 - -

(Dwiwi

11013/2 14 15 14,5 - - - 4x4 2x0 - - 2x0
22 17 22 19,5 23 - - 1x0 1x0 1x0 - -
85 10 10 10 10 12 11 7x4 - 3x4 - -
86 10 14 12 12 16 14 4x4 3x4 2x4 3x4 -

11022/43 | 22 28 36 16 16 16 1x0 2x0 4x0 - -
46 22 22 22 17 18 17,5 1x0 3x0 4x0 - -
49 25 25 25 - - - 2x4 1x4 - - -
52 22 22 22 16 16 16 1x0 8x0 2x0 6x0 -
68 24 28 26 17 16 16,5 1x0 1x0 3x0 - -

2)wiwi

11029/14 | 25 28 26,5 19 23 21 2x4 4x4 5x4 - -
19 22 22 22 17 19 18 3x0 3x0 1x0 - -
25 22 24 23 - - - 1x0 6x0 - - -
30 16 16 16 16 16 16 2x0 6x0 4x0 - -
31 17 22 19,5 16 16 16 1x0, 2x4 1x4 2x0,2x4 3x0,5x4 4x4
40 22 22 22 - - - 2x0 - - - -
43 28 28 28 17 19 18 2x0 3x0 2x0 - -
44 16 22 19 13 13 13 3x0 5x0 4x0 - -
54 24 28 26 17 33 - 1x2 2x2 1x0 - -
59 24 24 24 19 20 19,5 3x4 1x1,3x4 1x0 - -
67 22 22 22 16 16 16 1x4 3x4 - - -
70 11 14 12,5 17 17 17 3x0 1x0 2x0 - -
75 11 16 13,5 20 31 - 4x0 4x0 1x0 - -
76 22 22 22 16 17 16,5 4x4 1x0, 1x4  2x0 - -
86 14 16 15 19 23 21 3x0 2x0 - - 1x0
91 22 28 25 - - - 2x0 3x0 - - 1x0
93 14 17 15,5 16 17 16,5 4x0 3x0 3x0 - -
101 9 10 9,5 31 - - 6x0 3x0 - - -
103 28 30 29 - - - 1x0 6x0 - 5x0 -

11038/8 14 16 15 16 16 16 4x4 3x4 3x4 1x4 2x4
17 11 14 12,5 16 16 16 6x0 5x0 1x0 - -
22 10 15 12,5 - - - 6x0 3x0 1x0 1x0 -
40 10 11 10,5 13 - - 7x0 7x0 4x0 2x0 8x0
49 14 22 - 16 2x0 4x0 1x0 - 1x0
52 22 22 22 19 19 19 3x0 3x0 3x0 1x0 1x0
68 22 22 22 13 13 13 3x0 5x0 5x0 6x0 1x0
71 14 14 14 17 25 - 6x0 2x0 1x0 3x0 2x0
77 14 15 14,5 13 19 16 6x0 2x0 1x0 - 1x0
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Fortsetzung von Tabelle 5.1

Sterilitat und Tage bis zum Aufbliihen bei Bonitur der Sterilitit bei den Temperaturen [°C]
Pflanzen- | 20°/12°C, Knospe | 24°/24°C, Knospe | 20°/12°  20°/12° 24°/24° 24°/24° 30°/24°
nummer 1 2  Mittel 1 2 Mittel | Kontrolle +Tetrac. +Tetrac.
11070722 |22 24 23 16 16 16 1x0 1x0 2x0 3x0 -
27 9 9 9 9 12 10,5 9x4 7x4 2x4 5x4 -
28 14 22 - 9 10 9,5 3x0 4x0 5x0 - -
34 10 16 13 13 13 13 6x0 1x0 2x0 1x0 -
(2)stistl:
10046/3 16 22 19 13 17 15 7x0 2x0 3x0 5x0 -
4 16 22 19 16 16 16 1x0 1x0 2x0 8x0 -
9 24 24 24 20 23 21,5 3x0 1x0 6x0 3x0 -
11 14 15 14,5 - - - 5x0 3x0 - - -
15 14 14 14 9 9 9 2x0 6x0 5x0 3x0 2x0
16 22 28 25 - - - 2x0 - - - -
19 14 22 18 10 12 11 1x0 8x0 5x0 4x0 -
10047/20 5 17 - 5 13 - 4x0 3x0 2x0 - 5x0
30 14 16 15 12 12 12 2x0 3x0 3x0 3x0 5x0
37 24 25 24,5 - - - 2x0 2x0 - - -
10048/1 17 22 19,5 13 - - 4x0 2x0 1x0 2x0 -
3 28 28 28 - - - 2x4 3x4 - - -
10 15 19 17 10 13 11,5 2x4 9x4 6x4 4x4 10x 4
30 14 14 14 12 13 12,5 5x0 5x0 4x0 7x0 -
10053/1 29 35 - 23 24 23,5 3x4 1x4 3x4 - -
4 28 35 31,5 23 23 23 2x0 1x0 - 3x0 1x0
11 22 28 25 19 19 19 1x4 7x4 3x4 4x4 6x4
13 30 42 23 25 24 1x0 1x0 2x0 - -
14 32 32 32 - - - 3x4 2x4 - 3x4 1x4
16 25 29 27 31 31 31 1x4 1x4 - - 1x4
18 29 36 32,5 23 25 24 1x0 2x0 2x0 3x0 1x0
23 29 32 30,5 18 18 18 4x0 - 2x0 1x0 2x0
24 42 42 42 25 - - 2x0 1x0 1x0 - -
25 29 29 29 23 31 - 3x0 - 2x0 - -
28 35 37 36 31 31 31 1x0 2x0 2x0 - -
32 22 35 - 18 25 21,5 1x0 1x0 2x0 - -
33 32 35 33,5 24 24 24 2x0 1x0 2x0 - -
39 28 35 31,5 19 20 19,5 2x0 2x0 3x0 - 1x0
40 28 29 28,5 23 25 24 2x4 3x4 1x4 3x4 1x4

5.3.2 \Variabilitat des Bliitezeitpunktes in den untersuchten
Nachkommenschaften

Ein Vergleich der Linien betreffend ihres Bliitezeitpunktes bestitigt die Annahme, daf3 sich

die Linien mit dem neuen Sterilititscytoplasma (5) schneller entwickeln als die Linien mit
den Cytoplasmatypen (1) und (2). Dabei sind die Linien 10040 und 10053 nicht mit den

iibrigen vergleichbar, da diese im Vorjahr bis in den Herbst im Gewéchshaus kultiviert

wurden, wéhrend die anderen den Sommer iiber im Freiland standen. Eine negative

Beeinflussung der Gewichshauskultur auf das Blithverhalten des Schnittlauchs wurde auch

bei anderen Versuchen beobachtet, insbesondere, wenn die Ruheinduktion nach KRUG und

FOLSTER (1976) im Gewéchshaus erfolgte (vergl. 3.2.1 und 3.4.1).

Um die Unterschiede beziiglich des Bliitezeitpunktes der Linien mit verschiedenen

Cytoplasmatypen statistisch abzusichern, wird zunéchst eine einfaktorielle Varianzanalyse
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durchgefiihrt, und anschliefend erfolgt ein Mittelwert-Vergleich mit dem SCHEFFE-Test.
Jeder MeBwert des Bliitezeitpunktes setzt sich aus dem Gesamtmittelwert aller MeBwerte,
dem Effekt des Cytoplasmas und einem Rest-Fehler zusammen. Die Varianzanalyse
zerlegt die Gesamtvarianz nach ihren Ursachen in die Streuungskomponente zwischen den
Cytoplasmatypen und die Streuungskomponente innerhalb der Cytoplasmatypen. Wéhrend
die Variabilitdt zwischen den Linien durch den Effekt des Cytoplasmas hervorgerufen
wird, ist die Variabilitdt innerhalb eines Cytoplasmatyps durch den Rest-Fehler bedingt.
Aus dem Vergleich kann mit Hilfe des Varianzquotienten-Testes (F-Test) eine Aussage
getroffen werden, ob bei mindestens einem Cytoplasmatyp der Mittelwert des Bliite-

zeitpunktes von den iibrigen verschiedenen ist.

Dazu wird zunéchst die Summe der Abweichungsquadrate der MeBwerte vom Gesamt-

mittelwert wie folgt zerlegt:

SOT (Total) = SQOZ (Zwischen) + SQOI (Innerhalb)
¥ - ¥ (- ¥ - %)

Zur leichteren Berechnung entsteht nach Umformungen:

(Z?ﬂ?}-[%j = (ZZ—Z}—(%} + SQT-507

ij i

x,; = J - ter MeBwert des i - ten Cytoplasmatyps
x_l. = Mittelwert des i - ten Cytoplasmatyps

; = Mittel aller MeBwerte
Die iibrigen Abkiirzungen sind der Tabelle 5.2 zu entnehmen.

Tab. 5.2: Berechnung der Mittelwerte fiir den Bliitezeitpunkt in den verschiedenen
Cytoplasmatypen
20°/12°C 24/24°C
Cytoplasmatyp: | Summe der Zahl der Mittelwert: | Summe der Zahl der Mittelwert:
i MeBwerte: 7; MeBwerte: n; X; MeBwerte: 7; MeBwerte: n; X;
5) 349 41 8,51 253 35 7,23
() 187 9 20,78 91 6 15,17
(2) 809,5 43 18,82 446 29 15,38
Summen T=1345,5 N=93 T="1790 N=170

Durch Anwendung der oben beschriebenen Formel werden die Quadratsummen SQT, SOZ
und SQI aus den Tabellen 5.1 und 5.2 berechnet und durch den jeweiligen Freiheitsgrad
dividiert, um die mittleren Quadratsummen (oder Varianzen) MQOT, MQZ und MQI zu
erhalten (die Freiheitsgrade von SOQT = N — 1 teilen sich auf in £ — 1 fiir SOZ und N — k fir
SQI; k = 3, Zahl der Cytoplasmatypen). Fyers.cn berechnet sich aus MQOZ / MQI, Frapeie
wird bei den Freiheitsgraden (k -1 und N - k) und einer Irrtumswahrscheinlichkeit o0 = 5%
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abgelesen. Die berechneten SQ-Werte, Freiheitsgrade, MQ-Werte sowie die Werte fiir

Fyersuen und Frapere sind in Tabelle 5.3 zusammengefalt.

Tab. 5.3: Statistische Absicherung der Unterschiede der Mittelwerte fiir die Bliitezeitpunkte der
Pflanzen mit verschiedenen Cytoplasmatypen durch einfaktorielle Varianzanalyse

Temperaturstufe SO-Werte Freiheitsgrade MQO-Werte Fyorsuen Fraveire
20°/12°C SOT =5539,90 92
S0Z=1314,58 2 MQZ =675,29
SOI=4225,32 90 MQI = 46,95 14,38 3,10
24°/24°C SOT =1898,29 69
SOZ =1152,45 2 MQZ=576,23
SOI= 745,83 67 MQI=11,13 51,77 3,13

Da die errechneten F-Werte in beiden Temperaturstufen grof3er als die Tabellenwerte sind,
ist bei beiden Temperaturstufen mindesten ein Mittelwert signifikant von den anderen

verschieden.

Fiir den Vergleich des Mittelwertes des Bliitezeitpunkts der Pflanzen mit dem Cytoplasma
(5) mit denen der Pflanzen mit den Cytoplasmen (1) oder (2) wird ein SCHEFFE-Test
durchgefiihrt. Dazu wird folgender linearer Kontrast aus den Mittelwerten bei 20°/12°C
und den geeigneten Koeffizienten gebildet, so dal die Summe der Koeffizienten ¢; = 0

ergibt.
Lyersuen=1x8,51-1/2x20,78 - 1/2 x 18,82 =-11,29

Lzupene wird durch die folgende Formel berechnet:

\/(k - 1))( FTabelle X MQIX ;
worin
FTabelle = F]\lfjf ((X) c= Z l

1 n

i

k 2

l

und ergibt durch Einsetzen der Werte

JB-1)x3,1x 46,95% 0,058
=4,11.
Da|LVmuc;,| = 11,29 > 4,11 = Lyupene, ist der Bliitezeitpunkt der Pflanzen mit dem

Cytoplasma (5) von den Pflanzen mit den Cytoplasmen (1) und (2) verschieden (Irrtums-
wahrscheinlichkeit = 5%).

In analoger Weise ergibt sich fiir die Temperaturstufe 24°/24°C|Lymuch|= 8,05 > 2,35 =
Lzaperre, s0 daBl auch hier der Bliitezeitpunkt der Pflanzen mit dem Cytoplasma (5) von

denen mit den Cytoplasmen (1) und (2) verschieden ist.
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5.3.3 Stabilitat in der Auspragung der wi- und der st7-GMS

Bei den GMS-Genotypen wiwi und stlstl konnte weder durch hohe Temperaturen
(24°/24°C oder 30°/24°C) noch durch Applikation von Tetracyclin in den Temperatur-
stufen 20°/12°C und 24/°24°C die Auspragung der Sterilitdt beeinflu3t werden. Auch die
fertilen Kontrollpflanzen zeigten keine Reaktion. Lediglich bei vier Pflanzen der Linie
11029 (31, 54, 59 und 76) zeigte sich eine Variabilitdt in der Sterilititsauspragung. Da
verschiedene Boniturwerte aber auch innerhalb einer Variante festgestellt wurden, ist
davon auszugehen, dafl wihrend der vegetativen Erhaltung und Vermehrung eine

Vermischung oder eine Verunreinigung durch Saatgut erfolgt ist.

5.3.4 Stabilitat in der Auspragung der CMS (5) st2 st2

Abgesehen von 6 Genotypen bei 42 untersuchten sterilen Pflanzen der neuen CMS,
(5)st2st2, wurde weder bei hohen Temperaturen (24°/24°C und 30°C/24°C) noch bei
Applikation von Tetracyclin in den Temperaturstufen 20°/12°C und 24°C/24°C eine
Forderung der Fertilitdt nachgewiesen. Lediglich bei den Genotypen 10033/14, 10040/51,
10040/66, 10041/47 und 10042/19 erfolgte Pollenbildung bei zunehmenden Temperaturen.
Da bei 10031/25 sterile und fertile Bliiten bei allen Varianten auftraten, liegt hier
wahrscheinlich eine Vermischung vor, die wéihrend der vegetativen Erhaltung entstanden

ist.

Auch die restorierten Pflanzen, (5)S72., zeigten keine Verdnderung hinsichtlich der
Fertilitdt im Vergleich zu den Kontrollen bei 20°/12°C.

5.4 Diskussion

5.4.1 Nutzungsmoglichkeiten der Umweltvariabilitat in CMS- und GMS-
Systemen

Ein groBer Fortschritt bei der Etablierung von Hybridzuchtverfahren wire gegeben, wenn
es gelinge, die hidufig auftretenden GMS-Formen besser nutzbar zu machen. Ist es
moglich, bei einer GMS durch eine gezielte Variation der Umweltbedingungen oder durch
eine Behandlung die Fertilitdit zu fordern, so konnen Selbstungen durchgefiihrt werden.
Wird bei der Nachkommenschaft die fertilititsfordernde Behandlung ausgesetzt, so besteht
diese ausschlieBlich aus sterilen Pflanzen und kann als Saatgutelter in der Hybridsaatgut-
produktion eingesetzt werden. Bei der Fertilititsforderung zur Erhaltung der ménnlich
sterilen Linie sind nur relativ wenige Pflanzen zu behandeln, um ausreichend Pollen fiir die
Befruchtung einer Vielzahl von Pflanzen zu erhalten, so daB die Kosten fiir die

Behandlung nicht zum limitierenden Faktor werden sollten.

Im Gegensatz dazu ist der Aufwand erheblich hoher, wenn eine sterilititsinduzierende

Behandlung fertiler Pflanzen erfolgen soll, um diese dann direkt als Saatgutelter bei der
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Hybridsaatgutproduktion einsetzen zu konnen. Bei einem solchen Verfahren mul3 die
gesamte A-Linie bearbeitet werden. Durch die notwendige Behandlung muf3 gewéhrleistet
sein, dal} tatsdchlich keine Pollen innerhalb der A-Linie gebildet werden. Dies ist aus
technischen Griinden in einem groferen Bestand nur sehr schwer zu erreichen. Zwar sind
Gametozide bekannt, mit denen bei einigen Pflanzenarten ménnliche Sterilitit ausgeldst
werden kann, diese sind aber meistens im Hinblick auf den Schutz der Umwelt
problematisch, teilweise sogar direkt gesundheitsgefdhrdend. Zudem werden teilweise
andere Produktivitdtskomponenten, wie die weibliche Fertilitdt beeintrdchtigt. Da sich
diese negativen Faktoren alle direkt auf die Produktion des Hybridsaatguts auswirken, hat
sich die Anwendung solcher MaBBnahmen nicht durchgesetzt (RAO et al. 1990).

Aus den genannten Griinden kommt der weiteren Erforschung der Beeinflubarkeit von
GMS-Systemen gro3e Bedeutung zu, um diese besser nutzbar machen zu kdnnen und so in
vielen Pflanzenarten die Etablierung von Hybridzuchtverfahren zu ermoéglichen. GMS
kommt etwa 4x héufiger vor als CMS (KAUL 1988), beispielsweise sind bei der Tomate
etwa 50 GMS-Formen bekannt, jedoch keine CMS (GORMAN und MCCORMICK 1997).
Auch durch Protoplastenfusion ist es bisher nicht gelungen, ein nutzbares CMS-System zu
etablieren, da zwar ménnlich sterile Pflanzen erzeugt werden konnten (MELCHERS 1992),
die Selektion stabiler Restorergene aber bisher nicht gelungen ist, und die Hybriden
folglich nur geringen Fruchtansatz zeigen (GORMAN und MCCORMICK 1997).

Ein zusétzlicher Vorteil bei der Nutzung eines Systems mit fertilitditsfordernder
Behandlung zur Erhaltung der A-Linie besteht darin, dafl diese direkt ziichterisch zu
bearbeiten ist, und der Aufbau einer B-Linie (Maintainerlinie) und die Riickkreuzungs-
schritte entfallen. Dieser Vorteil ist auch bei CMS-Systemen nutzbar, wenn die A-Linie

gezielt zur Pollenproduktion angeregt werden kann.

Aufgrund der durchgefiihrten Temperatur- und Tetracyclinversuche kann angenommen
werden, dal3 bei den GMS-Formen wiwi und stlst/ beim Schnittlauch eine fertilitéts-
fordernde Wirkung durch eine Variation der Temperaturen oder durch eine Tetracyclin-
applikation nicht zu erreichen ist. Beide GMS-Gene zeigten bei den durchgefiihrten

Untersuchungen eine stabile Auspragung der Sterilitit.

In der Literatur finden sich nur einige wenige Beispiele, bei denen eine Forderung der
Fertilitdt bei GMS-Genotypen gezielt induzierbar ist. Praktische Bedeutung erlangt ein
solches System nur dann, wenn gewihrleistet ist, dal die Fertilitdtsforderung bei der
Hybridsaatgutproduktion unterbleibt. Dies ist bei der Nutzung wechselnder Umwelt-
bedingungen zur Beeinflussung von Sterilitdt und Fertilitdt oftmals nicht gewihrleistet. Bei
der gezielten Applikation von Chemikalien zur Induktion der Pollenbildung stellt sich
dieses Problem hingegen nicht. Haufig konnen Wachstumsregulatoren oder antagonistisch
wirkende Chemikalien, die die Synthese oder Wirkung dieser Phytohormone hemmen, zur

Forderung der Fertilitdt eingesetzt werden. Ein gut untersuchtes Beispiel, bei dem sowohl
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Temperaturen als auch Wachstumsregulatoren involviert sind, ist die "stamenless", s/-2-
GMS bei der Tomate, deren Phénotyp bei normalen Temperaturen (23°/18°C) ausgepragt
wird. Die Applikation von Gibberellinsdure (GAs) oder tiefe Temperaturen (18°/15°C)
bedingen die Bildung von Bliiten mit normalen Stamina und Pollen, dagegen bewirken
hohe Temperaturen (28°/23°C) oder die Applikation von Auxin (Indolessigsdure, IAA) die
Umbildung der Stamina in karpelloide Strukturen (SAWHNEY und GREYSON 1973;
SAWHNEY 1983). SINGH et al. (1992) wiesen nach, da3 bei der s/-2 Mutante die endogene
IAA-Konzentration in den Bléttern 10-20x und in den Stamina 5-8x hoher ist als in fertilen
Widtypen. Durch abnehmende Temperaturen wird der IAA-Gehalt in den Stamina der
Mutanten abgesenkt, bis er sich dem Gehalt der Wildtypen angleicht, und die Stamina
beginnen Pollen zu bilden. In den Bléttern der Mutante verringert sich der IAA-Gehalt
ebenfalls, bleibt aber etwa 10x hoher als in den Blattern des Wildtyps. Da die vegetativen
Organe der Mutanten und Wildtypen keine morphologischen Unterschiede zeigen, gehen
SINGH et al. (1992) davon aus, dall sich der Effekt der erhohten IAA-Konzentration
ausschlieflich in den Stamina manifestiert. Bei den Applikationsversuchen mit
Gibberellinen wurde bei den fertilen Wildtypen durch zusitzliche Gibberellingaben die
Weiblichkeit gefordert (SAWHNEY und GREYSON 1973). Die Autoren schlieen daraus, daf3
bei den Wildtypen die Applikation zu einem Uberschuf3 an Gibberellin fiihrt, wihrend bei
den s/-2 Mutanten ein Gibberellinmangel vorliegt, der durch die Applikation aufgehoben
werden kann. Dies wurde in spéteren Versuchen bestétigt (SAWHNEY 1974).

Auch bei einigen anderen GMS-Formen wurden Temperatureinfliisse auf die Auspragung
der ménnlichen Sterilitit festgestellt. So zeigt eine Mutante vom Broccoli (Brassica
oleracea var. italica) bei Temperaturen von 24°/17°C méinnliche Sterilitdt, wihrend die
Pflanzen bei tieferen Temperaturen (15°/10°C) Pollen bilden. DiCKSON (1970) diskutiert,
daf} diese Eigenschaft fiir die Hybridsaatgutproduktion nutzbar ist, indem in den Winter-
monaten im Gewidchshaus Selbstungen der A-Linie durchgefiihrt werden und im Freiland
(New York) von Mitte Juni bis Ende September die Hybridsaatgutproduktion erfolgt. Auch
beim Reis existieren GMS-Systeme, die sensitiv auf die Verdnderung der Temperatur
reagieren. Durch Kartierungen konnten bereits drei solcher TGMS-Gene ("thermo-
sensitive genic male-sterile") unterschieden werden, bei denen es sich nicht um Allele

eines Gens handelt (zusammengefalit in SUBUDHI et al. 1997).

In den genannten Beispielen reagieren die Pflanzen in Abhdngigkeit von ihrem Genotyp
auf Verdnderungen der Temperatur. Solche Temperaturreaktionen sind von HitzestreB3-
reaktionen zu unterscheiden, die bei verschiedenen Pflanzenarten zu méannlicher Sterilitit
fiihren konnen. Vielleicht bedingt die Hitze in solchen Féllen auch einen Wasserstref3, der
letztlich die ménnliche Sterilitit auslost. Insbesondere bei Griasern wird ménnliche
Sterilitdt durch WasserstreB beobachtet. StreBfaktoren kénnen auch Kilte, Uberflutung

oder Nahrstoffmangel sein (zusammengefal3t in SAINI 1997). Da Stre3faktoren immer auch
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die Gesamtpflanze und folglich auch den zu erwartenden Saatgutertrag negativ
beeinflussen, ist ihre pflanzenziichterische Nutzung kaum mdoglich. Im Gegensatz zu den
oben beschriebenen Systemen, bei denen spezifische Effekte durch die Variation der
Umweltbedingungen hervorgerufen werden konnen, sind allgemeine Anfilligkeiten gegen
Streflfaktoren demnach negativ zu bewerten. Der Schnittlauch scheint wenig anfallig gegen
solche Strefaktoren zu sein, mindestens hohe Temperaturen (30°/24°C) zeigten bei den
durchgefithrten Versuchen keine Beeintrachtigung der Fertilitit der fertilen und

restorierten Genotypen.

Neben der Temperatur konnen aber auch Variationen anderer Umweltfaktoren bei einigen
GMS-Systemen genutzt werden. Beim Reis existiert ein weiteres GMS-System, das
sensitiv auf eine Verdnderung der Photoperiode reagiert. Mit Hilfe dieser Eigenschaft ist es
moglich, die im Kurztag induzierte Fertilitdt fiir Selbstungen zu nutzen, wihrend die
gleiche Linie im Langtag aufgrund der ménnlichen Sterilitdt als Saatgutelter fiir die
Hybridsaatgutproduktion genutzt werden kann (SHI 1981 in YUAN et al. 1993). In China
wird mit diesem System bereits Hybridreis geziichtet und erwartet, dafl die Nutzung weiter
zunehmen wird (ZHANG et al. 1994; HORNER und PALMER 1995). Eine praktische
Bedeutung konnte dieses System erlangen, weil der Ubergang vom vegetativen Wachstum
in die generative Phase durch eine friihe photoperiodische Reaktion induziert wird,
wihrend die Pollenfertilitit unter der Kontrolle einer spiter wirkenden photoperiodischen
Reaktion steht (YUAN et al. 1993). Die urspriingliche ménnlich sterile Mutante zeigte in
Kreuzungen mit fertilen Pflanzen der gleichen Linie einen monogen rezessiven Erbgang, in
Kreuzungen mit anderen Linien wurde nachgewiesen, daf} ein zweiter Locus zur Erkldrung
der Vererbung angenommen werden mufl. ZHANG et al. (1994) schlieBen daraus, da3 in der
urspriinglichen Linie der zweite Locus bereits rezessiv vorgelegen haben muf3. Es gelang
den Autoren, mit molekularen Markern zwei Loci zu kartieren, die die Auspriagung der
photoperiodisch-sensitiven genischen maéannlichen Sterilitit bedingen. Die Autoren
diskutieren, dafl der erste Locus die photoperiodische Reaktion kodiert, wihrend der
zweite Locus das Gen fiir ménnliche Sterilitdt reprasentiert. Die Tatsache daf} in
verschiedenen Linien unterschiedliche Temperatureinfliisse auf dieses System vorliegen,
versuchen die Autoren wie folgt zu erkliaren: Es wére moglich, daf sich der zweite Locus,
also das Sterilitétsgen in verschiedenen Herkiinften unterscheidet, oder verschiedene Allele
eines Sterilititsgens vorliegen. Diese Unterschiede beziiglich des zweiten Locus kdnnten
auch verschiedene Temperaturreaktionen bedingen. Diese Annahmen werden dadurch
gestiitzt, dafl bei zwei verschiedenen Linien der zweite Locus einmal auf Chromosom 5
und einmal auf Chromosom 3 kartiert wurde. Die Autoren schlielen aber nicht aus, daf3
auch zusiétzliche modifizierende Gene die Temperaturreaktionen in diesem System

erklaren konnten.
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Der Reiz von gednderten Umweltbedingungen fiihrt in der Regel zu Verdnderungen im
Phytohormonhaushalt der Pflanzen. Nahezu alle dieser Wachstumsregulatoren, Cytokinine,
Gibberelline, Auxine, Ethylen und Abscisinessigsdure, wurden mit abnormaler Stamen-
und Pollenentwicklung in Verbindung gebracht, vielleicht nicht zuletzt deshalb, weil sich
diese Stoffe auch gegenseitig beeinflussen konnen (KAUL 1988; SAWHNEY und SHULKA
1994). Aus diesem Grund konnte versucht werden, die GMS-Pflanzen der wi- und st/-
Sterilitdt mit Wachstumsregulatoren zu behandeln, um eine eventuelle Forderung der
Fertilitdt hervorzurufen. Neben den Phytohormonen selbst konnen dabei auch Substanzen
getestet werden, die die Synthese bestimmter Phytohormone hemmen oder ihre Rezeptoren
blockieren. Bei der Tomate wurde eine GMS nachgewiesen, bei der mit Hilfe von
Silbernitrat die Fertilitit gefordert werden kann (TODOROV und TORDANOV 1984).
Silberionen blockieren Rezeptoren fiir Ethylen, so dall bei der GMS wahrscheinlich ein
Ethylentiberschull vorliegt. Wiahrend appliziertes Ethylen bei einer Reihe von Pflanzen-
arten die Repression der médnnlichen Organe bei gleichzeitiger Forderung der Weiblichkeit
bewirkt, werden Silbernitratbehandlungen unter anderem auch bei rein weiblichen
Gurkenlinien zur Induktion méinnlicher Bliiten eingesetzt, um diese Linien durch Selbstung
erhalten zu konnen (GALUN 1961; TATLIOGLU 1993). Neben der Bedeutung fiir die
praktische Pflanzenziichtung haben die Applikationsversuche von Chemikalien besonders
bei der Gurke zur Erstellung von Modellen beigetragen, die eine Erkldrung der
Geschlechtsauspragung ermoglichen (ATSMON und TABBAK 1979; YIN und QUINN 1995).
Fiir einen solchen Ansatz, mit dem vielleicht auch die Interaktionen von Kerngenom und
Mitochondrien in CMS- und GMS- Systemen aufgekldrt werden konnten, sprechen auch
die folgenden Beobachtungen: Bei einer Arabidopsis-Mutante, der die Adenin-
Phosphoribosyl-Transferase (APRT) fehlt, wurde neben einem geringfiigig langsameren
Wachstum als phinotypisches Hauptmerkmal der Abbruch der Mikrosporogenese nach der
Meiose festgestellt. In den fertilen Wildtypen wird das Enzym in allen Organen der Pflanze
exprimiert und ist eine Komponente des Purin-Nukleotid Stoffwechsels. In den Mutanten
kommt es zu einer Anreicherung von Adenin, da dieses nicht zu Adenosin-Monophosphat
umgewandelt wird. Weiterhin unterbleibt die Phosphorybosylation von Cytokinin-Basen in
thre Nukleotidform, was zu einer Verschiebung des aktiven Cytokinin-Gehalts in der
Pflanze flihren konnte (MOFFATT und SOMERVILLE 1988). In diesem Beispiel ist also ein
Gen eines Stoffwechselweges bekannt, das sowohl den Energie- als auch den Phyto-
hormonhaushalt der Zellen beeinflufit und dessen Mutation zu mannlicher Sterilitdt fiihrt.
Bei einer GMS-Form von Raps wurden ebenfalls Verdnderungen im Cytokinin-
Metabolismus durch unterschiedliche Aktivititen der Schliisselenzyme (Adenin-
Phosphoribosyl-Transferase und der Cytokinin-Oxidase) nachgewiesen (SHUKLA und
SAWHNEY 1997). In diesem Zusammenhang ist besonders interessant, daf3 auch bei der
Restoration der CMS der Gerste Cytokinine involviert sind (AHOKAS 1982). Aus diesem

Grund sollten in zukiinftigen Applikationsversuchen beim Schnittlauch neben den
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GMS-Systemen auch die CMS-Systeme berlicksichtigt werden, um die molekularen
Grundlagen besser zu verstehen und um der Pflanzenziichtung noch bessere Moglichkeiten

bei der Nutzung dieser Systeme zu eréffnen.

Theoretisch wire es mdglich, bei dem in der Ziichtung bereits genutzten CMS-System mit
Hilfe hoher Temperaturen bei Temperatur-sensitiven Pflanzen oder mittels der Applikation
von Tetracyclin bei Tetracyclin-sensitiven Pflanzen eine direkte Selbstung der A-Linie
vorzunehmen (TATLIOGLU 1987; TATLIOGLU und WRICKE 1988). Allerdings birgt die
Temperatursensitivitdt die Gefahr, da in warmen Jahren auch bei der Hybridsaatgut-
produktion Pollen in der A-Linie gebildet wird, und die Sorte durch Sibs verunreinigt wird.
Aus diesem Grund scheint die Nutzung der Temperatursensitivitdt fiir die praktische
Ziichtung nicht geeignet zu sein. Auch die grofflachige Applikation von Tetracyclin ist aus
medizinischen Griinden nicht praktikabel, da das Verspriihen von Antibiotika einen
Selektionsdruck erzeugt, der die Vermehrung resistenter Bakterien begiinstigen wiirde. In
der Schnittlauchziichtung hat sich folglich die Erhaltung der A-Linie mit Maintainern
bewihrt. Allerdings ist bei deren Selektion darauf zu achten, daf3 sie nicht das Temperatur-
sensitive Restorergen enthalten, so daf} die stabile Auspragung der CMS auch in wéirmeren
Jahren gewihrleistet ist. Die Tatsache, dal die Temperaturreaktion nur durch ein Gen
bedingt wird, ermoglicht beim Schnittlauch die gezielte Eliminierung dieser
unerwiinschten Eigenschaft, wéahrend dies bei CMS-Systemen anderer Pflanzenarten
aufgrund der ungeklirten Vererbung nicht mdoglich ist (TATLIOGLU 1996). Dies gilt vor
allem fiir die CMS-Systeme "Polima’ und "Napus® beim Raps (FAN und STEFANSSON
1986).

Die gezielte Beeinflussung einer CMS zur direkten Erhaltung der A-Linie wurde beim
Weizen beschrieben. Dabei sollen photoperiodische Effekte auf die CMS mit dem
Cytoplasma aus Aegilops crassa zur Erhaltung der ménnlich sterilen Linie genutzt werden.
Unter Langtag-Bedingungen sind die Linien steril, wihrend unter Kurztag-Bedingungen

eine Selbstung aufgrund der Pollenentwicklung mdglich ist (MURAI 1997).

Dieser Uberblick zeigt, daB8 es bis heute nur in einigen wenigen Fillen gelungen ist, die
Variabilitdt in der Sterilititsauspragung bei GMS- und CMS-Systemen zu nutzen. Bei der
grofBBeren Zahl ist die Instabilitdt, insbesondere wenn sie durch einen Umweltfaktor wie der
Temperatur hervorgerufen wird, eher nachteilig, da diese Einflufaktoren nur bedingt zu

regulieren sind.

5.4.2 Nutzungsmoglichkeiten stabiler CMS- und GMS-Systeme

Vegetativ zu vermehrende und perennierfahige Pflanzenarten wie der Schnittlauch bieten
im Vergleich zu einjdhrigen Arten besondere Chancen fiir die Nutzung der GMS, da die
sterilen Genotypen erhalten und vermehrt werden kénnen. Die GMS-Formen Wi/wi und

Stl/st] konnen durch Bestdubung einer rezessiven sterilen Pflanze durch einen
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heterozygoten Genotyp erhalten werden. Dazu sind die fertilen Pflanzen, die zu 50% in der
Nachkommenschaft auftreten, auszumerzen, wihrend die sterilen Pflanzen vegetativ

vermehrt bzw. erhalten werden.

Werden beide Sterilititen gleichzeitig genutzt, erhdht sich der Anteil der sterilen Pflanzen
nach Kreuzung einer doppelt rezessiven, also sterilen Pflanze mit einem doppelt hetero-
zygoten Genotyp auf 75%. Lassen sich die doppelt rezessiven von den iibrigen sterilen
Pflanzen phénotypisch unterscheiden, ist die Etablierung eines solchen Systems durch

Nutzung der generativen und vegetativen Vermehrung moglich (Abb. 5.1).

Selektion der notwendigen Genotypen
wiwi St1Stl x WiWi Stistl
wi-steril fertil
v 1
Wiwi St1St] Wiwi Stlstl Bearbeitung der A-Linie
fertil fertil
i i( 1 Wiwi Stlstl fertil
x4'§ 1 wiwi Stlst] wi-steril vegetative
3 Wi. StiStl  fertil 9 Wi. Stl. X 1 Wiwi stlst] stl-steril }'chro-
1 wiwi St1St] wi-steril 3 wiwi Stl.  wi-steril 1 wiwi stlstl doppelt steril”  duktion
3 Wi. stist]l  stl-steril
1 wiwi stlstl doppelt steril generative Reproduktion

Abb. 5.1: Herstellung einer mannlich sterilen Linie durch Nutzung zweier rezessiv vererbter Gene und
vegetativer Vermehrung der sterilen Pflanzen am Beispiel der wi- und st7-GMS beim Schnittlauch.

Im linken Teil der Abbildung ist die Selektion der doppelt heterozygoten und doppelt rezessiven
Genotypen dargestellt, die zum Aufbau der A-Linie notwendig sind. Die zu selektierenden Genotypen
sind blau unterlegt. Die A-Linie kann dann generativ reproduziert werden, indem die entsprechenden
Genotypen miteinander gekreuzt werden. Die fiir die Hybridsaatgutproduktion vegetativ zu
erhaltenden bzw. zu vermehrenden sterilen Genotypen sind griin unterlegt. Da die doppelt rezessiven
Genotypen sowohl zur vegetativen als auch zur generativen Reproduktion eingesetzt werden kénnen,
sind sie zweifarbig dargestelit.

Im Vergleich zur Verwendung nur eines GMS-Gens ist ein hoherer Aufwand zur Selektion
der Genotypen vor der generativen Reproduzierbarkeit der A-Linie notwendig. Dies wird
jedoch durch den geringeren Anteil auszumerzender fertiler Pflanzen in dieser Linie
gerechtfertigt. Bei der Nachkommenschaft konnen 75% der Pflanzen fiir die Hybridsaat-
gutproduktion verwendet werden, in der Abbildung 5.1 griin unterlegt, wihrend dies bei
der Nutzung nur eines Sterilitdtsgens 50% sind. Die fertilen Pflanzen dieser Nachkommen-
schaft sind doppelt heterozygote Genotypen und konnen mit den doppelt sterilen
Genotypen der gleichen Nachkommenschaft zur generativen Erhaltung und Vermehrung
der Linie genutzt werden. Ein solches Kreuzungsmodell ist nur dann praktikabel, wenn die
doppelt rezessiven Genotypen phénotypisch von den einfach rezessiven zu unterscheiden
und dadurch leicht selektierbar sind. Ob diese Voraussetzung bei den Genen Wi/wi und
Stl/stl erfiillt ist, mufl durch die Herstellung entsprechender Genotypen noch geklart
werden. Die Selektion ist leicht durchfiihrbar, wenn das Saatgut in Quickpottplatten
ausgelegt oder nach der Keimung in diese pikiert wird. Die Pflanzen konnen dann im

ersten Jahr im Freiland heranwachsen bis im Herbst die Ruheinduktion erfolgt.
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Zur Vermeidung von Arbeitsspitzen kdnnen die Pflanzen schon friihzeitig im Gewéchs-
haus angetrieben werden, so dal die Selektionsarbeiten bis zum Friihjahr bereits
abgeschlossen sind. Dabei konnen die doppelt rezessiven Genotypen in der Linie zur
Hybridsaatgutproduktion belassen werden oder fiir die generative Vermehrung selektiert
werden. Nach dem Auspflanzen in das Freiland kann im folgenden Jahr Hybridsaatgut
geerntet werden. Beim Schnittlauch erscheint ein solcher Weg zur Hybridsaatgut-
produktion durchaus moglich zu sein, allerdings ist die Nutzung der vorhanden CMS-
Systeme bei dieser Pflanzenart einfacher. Fiir andere vegetativ vermehrbare und
perennierende Arten, bei denen kein CMS-System existiert, stellt ein solches System eine
Moglichkeit der Hybridsaatgutproduktion dar. Insbesondere fiir andere Gewiirz- und
Heilkrauter, die oftmals nur wenig ziichterisch bearbeitet sind und in der Regel sehr
heterogene Bestinde bilden, verspricht die Ziichtung von Hybriden grofe Erfolgschancen,

zumal aufgrund der genetischen Diversitit hohe Heterosiseffekte nutzbar sein sollten.

Fiir Pflanzenarten, die nicht perennierend sind, ist die Nutzung der GMS ungleich
schwieriger. Bei einigen Al/lium-Arten kann eine vegetative Vermehrung iiber Brut-
zwiebeln erfolgen, die in der Dolde gebildet werden. Dies wurde fiir die Erhaltung einer
GMS-Linie beim Porree beschrieben, um diese Linie zur Hybridsaatgutproduktion
einzusetzen, da beim Porree kein CMS-System existiert (SMITH 1993). Die Ziichtung von
Hybriden ist auch bei dieser Pflanzenart sehr erwiinscht. Wie beim Schnittlauch und der
Zwiebel findet durch Protandrie in frei abbliihenden Bestdnden zwar hauptsiachlich Fremd-
befruchtung statt, die Vielzahl der Einzelbliiten pro Dolde - und beim Schnittlauch die Zahl
der Dolden pro Pflanze - fiihren aber zu etwa 20% Selbstungsansatz (BREWSTER 1994).
Die daraus heranwachsenden Pflanzen zeigen Inzuchtdepression, so daf in den Bestéinden
eine starke Variabilitdt entsteht. So konnte die Variabilitit im Pflanzengewicht bei dem
Hybridporree im Vergleich zu herkdmmlichen Sorten um die Hélfte reduziert werden, da
keine schwachwiichsigen Sibs vorhanden sind (SMITH 1993). In offen bestdubten Sorten
kann die Auskreuzungsrate durch die Einkreuzung von GMS-Genen erhoht werden, so daf3

der Anteil inzuchtgeschwéchter Pflanzen in den Sorten abnimmt.

Ist eine vegetative Vermehrung nicht durchfiihrbar, miissen die sterilen Pflanzen stindig
neu selektiert werden. Dabei konnen Marker hilfreich sein. Allerdings sind molekulare
Marker zu aufwendig und kostenintensiv, um sie in grofen Bestinden zur Selektion der
sterilen Pflanzen einzusetzen. AuBerdem darf zwischen dem Markerlocus und dem
Sterilitdtslocus kaum Austausch erfolgen, da bereits einige wenige fertile Pflanzen in der
A-Linie zu einer starken Verunreinigung der Hybridsorte mit Sibs fiihren konnen. Aus
diesen Griinden haben Marker bis heute nur eine geringe Bedeutung bei der praktischen
Ziichtung der A-Linien erlangt, obwohl bereits 1930 von SINGLETON und JONES die
Nutzung eines Kornfarbstoff-Markers zur Ziichtung ménnlich steriler Linien beim Mais

vorgeschlagen wurde. Es gibt aber auch einige wenige Beispiele, bei denen Marker erfolg-
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reich zur Selektion der sterilen Pflanzen in der A-Linie genutzt werden. Die Nutzung
pleiotroper Effekte und eng gekoppelter Marker verspricht jedoch nur dann Erfolg, wenn
das Markermerkmal friih zu bonitieren ist. Geeignet sind Merkmale, die den Saatcharakter
betreffen oder im S@mlingsstadium zu erkennen sind. Insbesondere wenn durch das
Sterilitdtsgen frith erkennbare pleiotrope Effekte hervorgerufen werden, konnen diese als
Marker genutzt werden, da bei pleiotropen Effekten im Gegensatz zu gekoppelten Markern
das Problem der Rekombination entfdllt. Bei Capsicum verursacht ein Sterilitdtsgen einen
pleiotropen Effekt in Form eines starken vegetativen Wachstums der Sdmlinge, so daf3 die
sterilen von den normal wachsenden fertilen Pflanzen unterschieden werden kdnnen
(MESHRAM und NARKHEDE 1982). Ein anderes Beispiel fiir die pleiotrope Wirkung eines
Sterilitdtsgen sind glatte, unbehaarte Blitter bei Citrullus (LOVE et al. 1986). Beim Mais
konnen Gene der Endosperm- und Aleuronfarbe als Marker genutzt werden (GALINAT
1976). Die Sortierung des Saatguts kann mit einer dafiir entwickelten Maschine erfolgen
(GALINAT 1983). Andere Beispiele fiir friih selektierbare Marker sind bei Soja die
Ausprigung der Hypokotylfarbe (LEWERS et al. 1996) und bei der Tomate die Blattform
(WOLLARD et al. 1985). Spiter bonitierbare Marker flir Sterilititsgene wurden ebenfalls
beschrieben, werden aber in der Ziichtung nicht genutzt, da die Aufzucht der fertilen
Pflanzen zu aufwendig ist, oder deren Ausmerzung nicht mehr rechtzeitig vor der Bliite
erfolgen kann (RAO et al. 1990).

Bei allen den bisher genannten Beispielen ist neben der Ausmerzung der fertilen Pflanzen
aus der A-Linie darauf zu achten, dafl zu ihrer Erhaltung das Saatgut nur von sterilen
Pflanzen geerntet wird, um das Verhéltnis von 50% heterozygoten und 50% rezessiven
Genotypen dauerhaft zu erhalten. Bei Selbstungen der heterozygoten Genotypen treten in
der Nachkommenschaft zu einem Viertel dominante Genotypen auf, die nicht von den
heterozygoten zu unterscheiden sind. Ausgehend von der Selbstung einer heterozygoten
Pflanze kann das bestmogliche Spaltungsverhéltnis von 50% sterilen und 50% fertilen
Pflanzen in 3 Generationen erreicht werden, wenn das Saatgut ausschlieBlich auf den

sterilen Pflanzen geerntet wird.

Bei der Gerste wurde eine Kopplungsgruppe aus einem Sterilitditsgen und zwei weiteren
Merkmalen beschrieben, die es ermdglicht, die A-Linie durch Selbstung der heterozygoten
und Ausmerzung der herausspaltenden dominanten Genotypen zu erhalten (Abb. 5.2; FALK
und KASHA 1982). Ein zusitzlicher Marker liegt in der A-Linie rezessiv vor und bedingt
orange Deckspelzen, Gen O/o. Dies dient zur Kontrolle, da3 die A-Linie als Inzuchtlinie
erhalten bleibt und nicht durch Fremdeinstdubung verunreinigt wird. Mit dem Sterilitéts-
gen Msg6/msgo6 ist ein Gen gekoppelt, das schrumpelige Korner bedingt, Sex//sexI. Die
rezessiven Genotypen haben also diesen Korncharakter und sind méannlich steril, wihrend
die heterozygoten fertilen Genotypen durch glatte Korner gekennzeichnet sind.

Die letzteren dienen zur Erhaltung der A-Linie, indem Selbstungen durchgefiihrt werden.
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Dabei treten in der Nachkommenschaft auch die unerwiinschten homozygot dominanten
Pflanzen auf. Fiir die Erhaltung der A-Linie miissen diese Genotypen ausgemerzt werden,
so daB} nur heterozygote Genotypen zur Vermehrung kommen. Um dies zu erreichen, wird
ein Bestockungs-Merkmal Uc2/uc2 genutzt, das in Repulsionskopplung zu den {ibrigen
Genen vorliegt. Heterozygote Genotypen zeigen eine starke Bestockung, wéhrend die
unerwiinschten homozygoten Genotypen einhalmig sind und folglich ausgemerzt werden
konnen. Bei der Hybridsaatgutproduktion wird als paternaler Elter der Hybride ein glatt-
korniger Genotyp verwendet, so dall auch das Hybridsaatgut glattkdrnig ist. Findet in der
A-Linie zwischen dem Sterilitdtsgen und dem Gen fiir den Korncharakter Rekombination
statt, so werden aus schrumpeligen Samen der A-Linie fertile Pflanzen gebildet, die bei der
Hybridsaatgutproduktion zu Sibs flihren konnen. Dieser Selbstungsansatz ist jedoch im
Gegensatz zum Hybridsaatgut schrumpelig und kann folglich aussortiert werden. Die
Genotypen und die jeweils zu selektierenden phdnotypischen Eigenschaften sind in
Abbildung 5.2 zusammengefalt.

sexI msg6 Uc2 o/ Sex] Msg6 uc2 o
aus glattem Saatgut entstandene ménnlich fertile, mehrhalmige Pflanzen mit orangen Deckspelzen

v v

schrumpelige Samen: glatte Samen:
sex] msg6 Uc2 o/ sex] msg6 Uc2 o sex] msg6 Uc2 o/ Sex1 Msg6 uc2 o
ménnlich sterile Pflanzen minnlich fertile Pflanzen
fiir die Hybridsaatgutproduktion zur Erhaltung der A-Linie
paternaler Hybridelter: mehrhalmige: einhalmige:
Sex1 Msg6 uc2 O/ sex] msg6 Uc2 o/ Sex1 Msg6 uc2 o/
Sex1 Msg6 uc2 O Sex1 Msg6 uc2 o Sex1 Msg6 uc2 o
‘ i ausmerzen
glattsamiges Hybridsaatgut: A-Linie

Sex1 Msg6 uc2 O /sexl msg6 Uc2 o
mannlich fertile Pflanzen, mehrhalmig,
ohne orange Deckspelzen,
produzieren glattsamige Ernte

Abb. 5.2: Erhaltung einer sterilen Linie durch Selbstung heterozygoter Pflanzen und markergestiitzte
Selektion am Beispiel des msg6-Gens bei der Gerste (nach FALK und KAsHA 1982).

Kodominante Marker wie Isoenzyme oder verschiedene molekulare Marker kénnen eben-
falls die Selektion aller drei Genotypen in den Selbstungsnachkommenschaften
ermdglichen. Beispielsweise wurde bei der Tomate eine Kopplung des GMS-Gens ms/0

mit einem Peroxidasemarker nachgewiesen (TANKSLEY et al. 1984). Wie bereits erwahnt
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ist die Nutzung eines solchen Isoenzymmarkers jedoch fiir die stindig durchzufiihrende

Selektionsarbeit sehr aufwendig.

Eine alternative Nutzung von Markern, um GMS in der Hybridziichtung einzusetzen,
besteht darin, die Marker nicht bei der Erstellung der A-Linie zur Unterscheidung steriler
und fertiler Pflanzen zu verwenden, sondern mit ihrer Hilfe die Sibs in der Hybride zu
entfernen. Ein solches System wurde bei der Wassermelone beschrieben, bei der mit Hilfe
eines rezessiv vererbten Sdmlingsmarkers die Sibs von den Hybriden unterschieden
werden konnen (ZHANG et al. 1996). Die Voraussetzung ist, dal der Sdmlingsmarker bei
der A-Linie rezessiv vorliegt, bei dem paternalen Elter der Hybride dagegen dominant, so
daf die Hybriden das Merkmal nicht ausbilden. Zur Vermeidung einer zu grof3en Zahl an
Sibs sind die fertilen Pflanzen in der A-Linie trotzdem zu eliminieren. Sibs, die bereits vor
der Ausmerzung der fertilen Pflanzen entstanden sind, kdnnen dann mit Hilfe des Markers
aus der Hybride entfernt werden. Dieses Verfahren bietet sich fiir Pflanzenarten an, bei
denen relativ wenige Pflanzen auf eine Flicheneinheit kommen, insbesondere dann, wenn
zuvor eine Jungpflanzenkultur erfolgt, und somit die Selektion der Sibs vor dem
Auspflanzen moglich ist. Bei Pflanzenarten, bei denen groBle Einzelpflanzenzahlen pro
Flacheneinheit stehen, ist die Ausmerzung von Sibs in der Hybride dagegen sehr

aufwendig.

Ein GMS-System, dal3 die Erhaltung einer Linie ermdglicht, die zu 100% aus ménnlich
sterilen Pflanzen besteht, wurde beim Raps beschrieben. In diesem System liegt eine
fertilitdtsbedingende epistatische Wirkung des Ms2/ms2-Gens tiber das Msl/msI-Gen vor:
Pflanzen mit dominanter oder heterozygoter Konstitution am Ms2/ms2-Locus sind fertil,
unabhéngig von der Konstitution am Ms//msi-Locus. Liegt das Ms2/ms2-Gen dagegen
rezessiv vor und gleichzeitig mindestens ein dominantes Allel des Ms1/msI-Gens, sind die
Pflanzen steril (LI et al. 1998). Die zu kreuzenden Genotypen sind in Abbildung 5.3

zusammengefafit.

MsIMsl ms2ms2 X mslmsl ms2ms2
steril x‘ fertile B-Linie
MsImsl ms2ms2 X .. Ms2Ms?2
sterile A-Linie \‘ fertile C-Linie
.. Ms2ms?2
fertile Hybride

Abb. 5.3: Herstellung einer mannlich sterilen Linie beim Raps durch Nutzung eines hypostatischen
dominanten Gens (Ms7) und eines epistatischen rezessiven Gens (ms2), dessen dominantes Allel die
Fertilitdt der Hybride bedingt (nach Li et al. 1998).

Das Problem der Aufspaltung steriler und fertiler Pflanzen in der A-Linie ist in diesem
System eine Generation zuriickverlegt, so dal} sich die Anzahl auszumerzender Pflanzen

reduziert. So kann bei der Hybridsaatgutproduktion mit einer sterilen Linie gearbeitet
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werden, aber der zur Erzeugung der A-Linie notwendige Genotyp MsIMsl ms2ms2 kann
nur durch Bestdubung mit einem Genotyp MsIMsl Ms2ms2 erhalten werden. Die in der
Nachkommenschaft zu 50% auftretenden fertilen Pflanzen, MsIMsl Ms2ms2, miissen
ausgemerzt werden. Ein vergleichbares System wurde auch beim Chinakohl zur Erzeugung
von Hybriden vorgeschlagen (HUI et al. 1995; ZHANG et al. 1995).

Die aufgefiihrten Beispiele zeigen, daBl ein 6konomisch sinnvoller Einsatz von GMS-
Systemen ohne die Moglichkeit einer zeitweisen Forderung der Fertilitdt zur Erhaltung
einer sterilen Linie kaum moglich ist. Ausnahmen bilden lediglich solche Pflanzenarten,
bei denen die A-Linie mehrjéhrig nutzbar ist, und dadurch der Aufwand der Selektions-
arbeit gerechtfertigt wird, oder wenn mit relativ wenigen Pflanzen gréfere Saatgutmengen

produziert werden konnen, und diese einen sehr hoher Preis erzielen.

CMS-Systeme bieten die wesentlich besseren Voraussetzungen zur Etablierung eines
Hybridzuchtverfahrens, da es mit ihrer Hilfe moglich ist, Nachkommenschaften zu
entwickeln, die zu 100% aus sterilen Pflanzen bestehen (vergl. Abb. 1.1). Allerdings muf3
dazu neben der sterilen A-Linie die Maintainerlinie erhalten werden, und die ziichterische
Bearbeitung muf tiber die Riickkreuzung mit der Maintainerlinie erfolgen. Der angestrebte
hohe Homozygotiegrad in der A-Linie ist aufgrund der Riickkreuzungen nicht so schnell
zu erreichen, wie in einer Linie, die durch Selbstung vermehrt werden kann. Dennoch
werden mit steigender Tendenz CMS-Systeme in den verschiedensten Pflanzenarten

genutzt, und mit ihrer Hilfe leistungsstarke Hybridsorten entwickelt.

Wie in der Einleitung zu diesem Kapitel bereits erwéhnt wurde, kann die Festlegung auf
ein Sterilititscytoplasma negative Effekte auf agronomisch wichtige Merkmale hervor-
rufen. Aus diesem Grund ist der Nachweis eines neuen CMS-Systems beim Schnittlauch
von unmittelbarer Bedeutung fiir die praktische Ziichtung. Die Chancen, aus ziichterisch
interessanten Herkiinften direkt Maintainer selektieren zu konnen, sind durch den
Nachweis eines zweiten CMS-Systems vergroflert worden, wenn die rezessiven Allele des
X/x und des St2/st2-Gens in diesen Herkiinften vorkommen. Weiterhin zeigt das neue
CMS-System nach den bisher durchgefiihrten Untersuchungen eine stabile Auspragung der
Sterilitdt tiber einen groBen Temperaturbereich (20°/12°C — 30°/24°C). Dies kann bei der
Suche nach neuen Maintainern bedeutsam sein, da bei dem alten CMS-System stets die
Gefahr der Einkreuzung des Temperatur-sensitiven Restorergens besteht. Bleibt dies
unerkannt, kann es in warmen Jahren zur Pollenproduktion und damit zur Befruchtung

innerhalb der A-Linie kommen (TATLIOGLU 1987).

Besonders interessant erscheint die Beobachtung, da3 in den untersuchten Linien, die das
neue CMS-Plasma besitzen, der Bliitezeitpunkt deutlich frither als bei den Vergleichslinien
lag. Aufgrund der bisher durchgefiihrten Untersuchungen kann jedoch noch nicht endgiiltig
ausgeschlossen werden, da3 dieses Merkmal durch Kerngene bedingt wird, die zufillig in

den Linien mit dem Cytoplasma (5) in anderer Form vorliegen konnten, als in den {ibrigen,
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spéter bliihenden Linien. Ob die schnellere Entwicklungsfahigkeit bzw. Friihzeitigkeit
tatsdchlich durch den Cytoplasmatyp bedingt wird, mufl noch durch reziproke Kreuzungen
mit spater blilhenden Genotypen verifiziert werden. Fiir die Erfassung solcher Merkmale,
die durch den Cytoplasmatyp bedingt werden, konnten auch Genotypen selektiert werden,
die als Maintainer fiir beide CMS-Linien dienen. Nach einigen Riickkreuzungen mit diesen
Maintainern wiirden nahe isogene Linien vorliegen, die sich beziiglich der beiden
Sterilitdtscytoplasmen bzw. dem Maintainercytoplasma unterscheiden. Effekte des
jeweiligen Cytoplasmatyps konnten dann in dem gleichen Kernhintergrund verglichen
werden. Neben anderen Merkmalen wird der Bliitezeitpunkt auch beim Mais durch den
Cytoplasmatyp beeinfluft (KHEHRA und BHALLA 1976; RAO und FLEMMING 1978). Auch

diese Autoren stellten die Bedeutung fiir die Ziichtung frither Sorten heraus.

Ein weiterer interessanter Aspekt des neuen CMS-Systems besteht darin, daB3 es sich um
einen funktionellen Schaden handelt, dal also Pollen gebildet, aber nicht ausgeschiittet
werden (vergl. Kapitel 2). Es ist eventuell méglich, durch Offnen der Antheren
Selbstungen der CMS-Pflanzen vorzunehmen. Ein derartiges Vorgehen wurde bei genisch
ménnlich sterilen Tomaten mit vergleichbarem Phénotyp beschrieben (ROEVER 1948). Die
dazu notwendige Arbeit ist verglichen mit einer Kastration zwar gering (RAO et al. 1990),
aber die Moglichkeit der Erhaltung der neuen CMS beim Schnittlauch mit den selektierten
Maintainern erscheint 6konomisch giinstiger zu sein. Zudem ist auch noch nicht geklart, ob
die Pollen der CMS-Pflanzen wirklich befruchtungsféhig sind.
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6 Der EinfluBR von Kerngenen auf die
mitochondriale Genomorganisation und die
Konstanz der maternalen Vererbung des
Cytoplasmas

6.1 Einleitung

Zur Erkldrung der uniparentalen maternalen Vererbung der Organellen wurden mehrere

Modelle aufgrund der Untersuchungen an verschiedenen Pflanzenarten entwickelt. Diese

lassen sich wie folgt zusammenfassen:

e Degeneration der Organellen oder Elimination des Cytoplasmas wihrend der
Mikrosporenreifung

e Ausschluf3 der Organellen von der generativen Zelle oder den Spermazellen wéhrend
der ersten oder zweiten Pollenmitose

e Degeneration der Organellen wéhrend der Entwicklung der generativen oder Sperma-
zelle

e Organellenausschlufl wiahrend der Gametenfusion

e Degeneration, fehlende Replikation oder Kompartimentierung in den Suspensorzellen

nach der Zygotenbildung

Elektronenmikroskopische Untersuchungen z.B. an Hosta (VAUGHN et al. 1980) haben
ergeben, dall bei dieser Pflanzenart die Pollenmutterzellen und einkernige Pollen grof3e
Plastiden enthalten, wiahrend kurz vor und nach der Meiose nur noch Reste der Plastiden
oder gar keine mehr vorhanden sind. Hier erfolgt also eine Degeneration wéhrend der
Mikrosporogenese. Die Mitochondrien lagern sich hingegen zu Aggregaten zusammen, die

noch in der vegetativen und generativen Zelle des keimenden Pollens gefunden wurden.

Das zweite Modell, bei dem ein physikalischer Ausschlul der Organellen von der
generativen Zelle aufgrund einer polarisierten Anordnung der Organellen und der
inaequalen Teilung wéhrend der ersten Pollenmitose erfolgen soll, scheint bei einigen
Arten der Orchideaceae verwirklicht zu sein, da die generativen Zellen weder
Mitochondrien noch Chloroplasten enthalten (YU und RUSSELL 1992).

In der Regel reichen diese Modelle zur Erkldrung der maternalen Vererbung jedoch nicht
aus, da sogar nach der zweiten Pollenmitose noch Organellen in den entstehenden Sperma-
zellen nachgewiesen werden. Insbesondere das Vorkommen von Mitochondrien in den
generativen und Spermazellen scheint nahezu universell zu sein (CORRIVEAU und
COLEMAN 1988; HAGEMANN und SCHRODER 1989), doch auch Chloroplasten wurden bei

verschiedenen Pflanzenarten, insbesondere bei niederen Pflanzen und Algen wihrend
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dieses Entwicklungsstadiums gefunden, selbst dann, wenn eine maternale Vererbung der
Organellen nachgewiesen wurde (CONNETT 1987). Ein Modell zur Degeneration der
Organellen wahrend der Entwicklung der generativen Zelle oder der Spermazellen durch
eine autophagozytose Vakuolenbildung wurde von YU und RUSSELL (1994) beschrieben.
Die Organellen werden dabei von einer vom Endoplasmatischen Reticulum gebildeten
Membran umschlossen. An das dadurch gebildete Autophagosom schliefen sich
lysosomale Vesikel an, deren hydrolytische Enzyme die eingeschlossenen Organellen
auflosen. Dabei konnen die Mitochondrien aufgrund ihrer hoheren Replikationszahl

erhalten bleiben, so die Autoren.

Ein Ausschlufl der Organellen wéhrend der Spermazellenreifung oder der Gametenfusion
(viertes Modell) durch Abschniirung von Teilen des Cytoplasmas, wurde unter anderem
bei der Gerste (MOGENSEN und RUSCHE 1985) beschrieben: In der unmittelbarer Néhe zu
befruchteten Eizellen wurden kernfreie "cytoplasmic bodies" nachgewiesen, die sowohl
Mitochondrien als auch Chloroplasten enthalten und als das ménnliche Cytoplasma
interpretiert werden, das wéhrend der Fusion von Ei- und Spermazelle von der
entstehenden Zygote ausgeschlossen wird (MOGENSEN 1988). Ahnliche Strukturen waren
bereits 1968 von JENSEN und FISHER bei der Baumwolle beschrieben worden.

Auch wenn Organellen von der Spermazelle in die Zygote gelangen, weisen die daraus
entstehenden Pflanzen oftmals nur die maternalen Organellen auf, wihrend die paternalen
verloren gehen. Dies kann dadurch bedingt sein, daB die DNA der paternalen Organellen
wiahrend der Bildung der generativen oder der Spermazellen deletiert wurde. Als ein
Hinweis auf solche Prozesse kann die Tatsache gewertet werden, dal Pflanzen, die aus
Pollen regeneriert wurden, oftmals Albinismus zeigen, und der Anteil dieser Mutanten mit
dem Reifegrad des Pollens zunimmt (MOGENSEN 1996). MIYAMURA et al. (1987) sowie
CORRIVEAU und COLEMAN (1988) konnten mittels DAPI-Farbung (DNA fluorochrome 4,
6-diamino-2-phenyl-indole) bei verschiedenen Pflanzen das Verschwinden der Organellen-
DNA wéhrend der Pollenreifung nachweisen. Verantwortlich fiir diesen Abbau der
Organellen-DNA scheinen pollenspezifische Nukleasen zu sein. Diese wurden zuerst bei
der Griinalge Chlamydomonas reinhardtii nachgewiesen (OGAWA und KUROIWA 1985),
spiter auch in hoheren Pflanzen mit maternaler Organellenvererbung, wéhrend sie bei
Pflanzen mit biparentaler Chloroplastenvererbung fehlen (NAKAMURA et al. 1987,
NAKAMURA et al. 1992; SODMERGEN et al. 1992).

In der Literatur finden sich jedoch mehrere Beispiele, bei denen Abweichungen vom
maternalen Erbgang des Cytoplasmas beobachtet wurden. Insbesondere bei den Plastiden
wird bei etwa einem Drittel der untersuchten Arten eine mindestens teilweise biparentale
Vererbung festgestellt (SMITH 1989). Bei Pelargonium wurde diese schon 1909 von BAUR
beschrieben und durch spitere klassisch genetische Analysen (TILNEY-BASSET 1973, 1974
TILNEY-BASSET et al. 1992) und cytologische Untersuchungen (GUO und HuU 1995)
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bestdtigt. Auch in anderen Arten wie beispielsweise Nicotiana (MEDGYESY et al. 1986),
Medicago (SCHUMANN und HANCOCK 1989; SMITH 1989; MAsSouD et al. 1990;
FORSTHOEFEL et al. 1992) und Coreopsis (Asteraceae, MASON et al. 1994) wurde eine
biparentale Vererbung der Plastiden nachgewiesen. Cytologische Hinweise auf eine
Transmission der Plastiden iliber den Pollen in die Zygote wurden mittels der DAPI-
Férbung in einer Reihe weiterer Pflanzenarten gefunden (CORRIVEAU und COLEMAN
1988). Allerdings gibt diese Nachweismethode noch keinen Aufschlu3 dariiber, ob die
paternalen Plastiden in dem neuen Organismus erhalten bleiben oder aussortiert werden.
Neben biparentaler wurde auch strikte paternale Vererbung der Plastiden nachgewiesen.
Letzteres scheint die Regel bei Koniferen (Gymnospermen) zu sein (zusammengefallt in
MOGENSEN 1996).

Beziiglich der Vererbung der Mitochondrien war aufgrund der fehlenden phédnotypischen
Marker im Vergleich zur Chloroplastenvererbung lange Zeit wenig bekannt. Erst durch den
Nachweis, dal CMS mitochondrial bedingt ist (phénotypischer Marker) und vor allem
durch die Entwicklung der RFLP-Technik konnte die Weitergabe dieser Organellen an ihre
Nachkommen verfolgt werden. In den untersuchten Pflanzenarten ist die uniparentale
maternale Vererbung der Mitochondrien die Regel, Ausnahmen gibt es, verglichen mit der
Haufigkeit solcher Abweichungen bei den Chloroplasten, nur wenige. Eine Gruppe von
Gymnospermen-Arten, bei denen die Mitochondrien vorwiegend paternal vererbt werden,
sind die Koniferen mit Ausnahme der Pinaceae und Taxaceae (zusammengefaB3t in
MOGENSEN 1996). Bei den Angiospermen wurde eine solche Gruppe von Pflanzen nicht
nachgewiesen, obwohl die Mitochondrien in der Regel in den generativen Zellen und
Spermazellen enthalten sind (CORRIVEAU und COLEMAN 1988; HAGEMANN und SCHRODER
1989) und folglich bis zur Zygote gelangen. Ihr Ausschlufl erfolgt also erst bei der
Befruchtung oder in der Zygote. Die frither greifenden AusschluBmechanismen (1-3 in der
Aufzdhlung am Anfang dieses Kapitels) scheinen folglich fiir die Vererbung der
Mitochondrien von untergeordneter Bedeutung zu sein. Die Frage, warum die maternale
Vererbung der Mitochondrien dennoch eine héhere Stabilitdt als die der Plastiden zeigt,

soll in diesem Kapitel diskutiert werden.

Bei den Spaltungsanalysen in Kapitel 4 wurde eine konstante maternale Vererbung der
verschiedenen Cytoplasmatypen vorausgesetzt. Diese Annahme wird im folgenden durch
Southern-Hybridisierungen mit mitochondrialen Gensonden iiberpriift, da bei Allium-Arten
eine Analyse der mitochondrialen Vererbung bisher nicht durchgefiihrt wurde, und sich die
in Kapitel 4 beschriebenen Nachkommenschaften zur Bearbeitung dieser Fragestellung
besonders gut eignen. Dabei werden die kerngenetischen Sterilitétsfaktoren berticksichtigt,
um einen eventuellen EinfluB von GMS- bezichungsweise Restorergenen auf die

mitochondriale Genomorganisation feststellen zu konnen.
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6.2 Material und Methoden

6.2.1 Pflanzenmaterial

Das Pflanzenmaterial stammt aus den in Kapitel 4 erldauterten Kreuzungen. Dabei wurden
jeweils zwei Pflanzen mit verschiedenen Cytoplasmatypen gekreuzt. In der F,-Generation
spaltet jeweils einer der kerngenetischen Sterilitatsfaktoren Wi/wi, Sti/st1 oder St2/st2. Die

untersuchten Pflanzen sind in Tabelle 6.1 zusammengefaft.

Tabelle 6.1: Pflanzenmaterial zur Untersuchung der Konstanz der maternalen Vererbung der
Mitochondrien unter Beriicksichtigung der kerngenetischen Sterilitiatsfaktoren Wi/wi,
St1/st1 bzw. St2/st2

Konstitution des kerngene-
tischen Sterilitétsfaktors

Kreuzung der Cytoplasmatypen

Wi/wi (1) und (2) (1) und (3) (1) und (5)
maternaler Elter: Wi Wi 9043/3 2035/1 2023/14
paternaler Elter: Wi Wi 8015/72 8015/65 8015/65
F, Wi wi 10022/3 14001/12 13006/7
F,  wiwi (steril) 11038/22 15070/1 15004/1

/40 /20 /4
/68 /26 /6
Wi . (fertil) /1 /3 /2
/2 /4 /7
/8 /11 /8

Sti/st] (2) und (1) (2) und (3) (2) und (5)
maternaler Elter: St/ St/ Gr. 9 2035/1 2023/14
paternaler Elter: St1 st/ 9002/4 9001/11 9001/11
F,  Stlst] 13012/3 14002/7 13013/10
F,  stl st (steril) 15021/11 15080/2 15037/7

15022/5 /4 /14

/7 /5 /19

St1 . (fertil) 15021/6 /1 /11
/9 /9 /16

/12 /15 /28

St2/st2 (5) und (1)
maternaler Elter: St2 St2 Gr. 9
paternaler Elter: St2 st2 9046/6
F1  Se2s22 13023/5
F2  fertil® 15051/4

/7
/9
/10
17
/20

") da das st2-Gen die Sterilitdt im Cytoplasma (1) nicht ausprigen kann, war eine Unterscheidung der
rezessiven und dominanten Genotypen zum Zeitpunkt der Durchfithrung der Untersuchungen nicht méglich.

6.2.2 Methoden

Die Isolierung der DNA, ihre Restriktion und Ubertragung auf eine Trigermembran sowie

die Southern-Hybridisierungen mit den mitochondrialen Gensonden erfolgte wie in den

Abschnitten 3.2.2 — 3.2.5 beschrieben.
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6.3 Ergebnisse

6.3.1

Konstanz der maternalen Vererbung der Mitochondrien in

verschiedenen Kernhintergriinden und unter Beriicksichtigung der
GMS-Gene Wilwi und St1/st1 sowie des Restorergens St2/st2

In Abbildung 6.1

sind die Hybridisierungsmuster der Enzym/Sondenkombination

EcoRlI/cob der Parental-, Fi- und F,-Generation nach Kreuzung der Cytoplasmatypen (2),

(3) und (5) mit dem Cytoplasmatyp (1) unter Beriicksichtigung des GMS-Gens Wi/wi

dargestellt.
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Abb. 6.1: Hybridisierungsmuster (EcoRl/cob) des

maternalen (M) und paternalen Elters (V) sowie der
Filialgeneration (F) 1 und 2 nach Einlagerung des wi-

Gens aus dem Cytoplasma (1)
- links oben: in das Cytoplasma (2)
- rechts oben: in das Cytoplasma (5)
- unten: in das Cytoplasma (3).
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Die Pflanzen der F;- und F,-Generation
aller drei Kreuzungen zeigen das Hybri-
disierungsmuster der jeweiligen Mutter-
pflanze.  Entsprechende  Ergebnisse
wurden auch mit den folgenden Enzym/

Sondenkombinationen erzielt:

- fiir wi aus Cytoplasma (1) in (2):
EcoRl/ atp6, coxll, nad3, rrnl8
Dral/ cob, nad3

- fiir wi aus Cytoplasma (1) in (3):
EcoRl/ atp6, atp9, coxll, rrnl8
Dral/ atp6, cob, coxll.

- fiir wi aus Cytoplasma (1) in (5):
EcoRl/ atp6, coxll, nad3, rrnl8
Dral/ cob, nad3.
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In der Abbildung 6.2 sind die Hybridisierungsmuster der Enzym/Sondenkombination

EcoRlI/cob der Parental-, Fi- und F,-Generation nach Kreuzung der Cytoplasmatypen (1),
(3) und (5) mit dem Cytoplasmatyp (2) unter Beriicksichtigung des GMS-Gens St//st]

dargestellt.
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Filialgeneration (F) 1 und 2 nach Einlagerung des

st1-Gens aus dem Cytoplasma (2)
- links oben: in das Cytoplasma (1)
- rechts oben: in das Cytoplasma (5)
- unten: in das Cytoplasma (3).

Dral/ atp6, cob, coxIl

-fiir s¢/ aus Cytoplasma (2) in (5):
EcoR1/ atp6, coxll, nad3, rrn18
Dral/ atp6, cob, coxll, nad3, rrnl8.
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In Abbildung 6.3 sind die Hybridisierungsmuster der Enzym/Sondenkombination
EcoRl/cob der Parental-, Fi- und F,-Generation nach Kreuzung des Cytoplasmatyps (1)
mit dem Cytoplasmatyp (5) unter Beriicksichtigung des Restorergens St2/st2 dargestellt.

) v XU
%Q,% {L&%Q’% & %{L;%(\]’ Die Pflanzen der F;- und F;-
kbp (\\ '@Co N @ NN Generation zeigen das Hybridisie-

| I rungsmuster der  Mutterpflanze.
Entsprechende Ergebnisse wurden
auch mit den folgenden Enzym/
Sondenkombinationen erzielt:

EcoRl/ nad3, atp6

Dral/ cob, coxll, nad3.

EcoRl/cob

Abb. 6.3: Hybridisierungsmuster (EcoRl/cob) des
maternalen (M) und paternalen Elters (V) sowie der
Filialgeneration 1 und 2 nach Einlagerung des st2-
Gens aus dem Cytoplasma (5) in das Cytoplasma (1).

Es wurde in insgesamt 8 getesteten Kreuzungen der Cytoplasmatyp der Mutter auf die
Nachkommen bis zur F, unverdndert weitergegeben. (Neben den oben dargestellten
Kreuzungen wurde auch die Kreuzung Gr.9 x 2035/1, also Cytoplasmatyp (3) x (1) unter
Berticksichtigung der Gene M/m und N/n, nach Restriktion mit EcoRI sowie Dral und
Hybridisierung mit atp6, cob und coxlIl getestet, ohne Abbildung). Nach diesen Unter-
suchungen kann eine Vererbung der Mitochondrien vom paternalen Elter auf die
Nachkommen ausgeschlossen werden. Weiterhin gibt es keine Hinweise auf einen Einfluf3
des kerngenetischen Hintergrunds noch der kerngenetischen Sterilititsfaktoren, also der
GMS-Gene Wi/wi und Stl/stl sowie des Restorergens St2/st2, auf die mitochondriale
Genomorganisation. Dies gilt ebenfalls fiir die Gene M/m und N/n. Nach fritheren Unter-
suchungen von POTz (1992) hat auch das Restorergen X/x keinen EinfluBl auf die
mitochondriale Genomorganisation. Dies wird durch die Untersuchungen aus Kapitel 3
bestitigt, bei denen die mitochondriale Genomorganisation in sterilen und restorierten
Pflanzen verglichen wurde (vergl. Abb. 3.3 und Tabelle 3.3 sowie im Anhang Tabelle
11.1).

6.4 Diskussion

6.4.1 Der methodische Ansatz

Zur Uberpriifung einer konstanten maternalen Vererbung der Mitochondrien ist die RFLP-
Technik gut geeignet, auch wenn die Sensitivitdt dieser Methode zum Nachweis geringer

DNA-Mengen nicht ausreicht und folglich "sublimons" in der Regel nicht nachgewiesen
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werden. Heteroplasmatische Zustinde oder geringe Transmissionen der paternalen
Mitochondrien kdénnen also nicht nachgewiesen und folglich auch nicht vollig aus-
geschlossen werden. Fiir die Beurteilung eines Cytoplasmatyps - beispielsweise
hinsichtlich seiner Sterilitdtseigenschaften - sind solche extrem seltenen DNA-Cirkel aber

ohne Bedeutung, da sie nicht die Auspragung des Phianotyps verdndern (siche unten).

6.4.2 Die Vererbung der Mitochondrien beim Schnittlauch im Vergleich zu
anderen Spezies

In der Einleitung zu diesem Kapitel wurde bereits darauf hingewiesen, daB3 die

Mitochondrien in der Regel uniparental maternal vererbt werden. Dennoch gibt es eine

Reihe von Ausnahmen, besonders wenn in Betracht gezogen wird, da3 die Vererbung der

Mitochondrien in vergleichsweise wenigen Arten untersucht wurde.

Eine Gruppe von Gymnospermen-Arten, bei denen die Mitochondrien vorwiegend paternal
vererbt werden, sind die Koniferen mit Ausnahme der Pinaceae und Taxaceae (zusammen-
gefait in MOGENSEN 1996). Bei Angiospermen wurde eine solche Gruppe von Pflanzen
mit biparentaler oder paternaler Vererbung der Mitochondrien nicht nachgewiesen.
Dennoch gibt es auch hier einige Beispiele fiir Abweichungen von der konstanten mater-
nalen Vererbung. Gehéuft scheint dies bei intergenerischen und intragenerischen Hybriden
aufzutreten, beispielsweise bei Kreuzungen von Hordeum und Secale (SOLIMAN et al.
1987). Bei intergenerischen Hybriden von Festuca pratensis und Lolium perenne wurde
erst in bestimmten Riickkreuzungen mit L. perenne uniparentale paternale Organellen-
vererbung (Chloroplasten und Mitochondrien) beobachtet, wihrend die Hybriden selbst
alle das Cytoplasma der Mutter aufwiesen (KIANG et al. 1994).

Auch bei Vererbungsstudien innerhalb einer Art konnte bei einigen Pflanzenarten eine
paternale Transmission der Mitochondrien auf die Nachkommen festgestellt werden.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Pelargonium hortorum (GUO und HU 1995)
und Nicotiana tabacum (YU et al. 1994) zeigten, dal} paternale Mitochondrien mindestens
bis zur ersten Teilung der Zygote erhalten bleiben. Ob sie wihrend des weiteren
Wachstums der Pflanze erhalten bleiben, wurde allerdings nicht verfolgt. Quantitative
cytologische Untersuchungen von RUSSEL (1987) an Plumbago zeylanica ergaben ein
kritisches Verhiltnis von paternalen zu maternalen Mitochondrien in der Zygote von
1:1000. RUSSEL diskutiert, daB ein solches Verhdltnis entweder die Expression der
paternalen Mitochondrien verhindert, eine Rekombination mit den maternalen Mitochon-
drien ausschlieit, oder dal eine Genom-Balance bei diesem Verhiltnis eintritt. Die
Expression der mitochondrialen Gene wird so stark von den maternalen Mitochondrien
dominiert sein, dal die Transmission der paternalen Mitochondrien auf so geringem
Niveau keine phinotypischen Konsequenzen haben kann. Im Gegensatz dazu wurden bei
der Gurke (Cucumis sativus) klarere Abweichungen von der maternalen Vererbung der

Mitochondrien nachgewiesen (MATSUURA 1995). Bei Untersuchungen von HAVEY (1997)
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zeigten 97% von insgesamt 70 Nachkommen eine uniparentale paternale Vererbung der
Mitochondrien. Auch polymorphe PCR-Amplifikationsprodukte wurden in reziproken
Kreuzungen ausschlieBlich durch den paternalen Elter vererbt, so daB3 eine strikte paternale
Vererbung angenommen werden mul (MATSUURA und MIZUSAWA 1998). Auch bei der
Melone (Cucumis melo) wurde eine paternale Vererbung der Mitochondrien festgestellt,
wihrend beim Kiirbis (Cucurbita pepo) und der Wassermelone (Citrullus lanatus) eine
maternale Vererbung erfolgt (HAVEY et al. 1998). Die Plastiden werden bei allen
genannten Cucurbitaceae maternal vererbt. Auch bei Bananen (Musa acuminata) erfolgt
eine paternale Vererbung der Mitochondrien und maternale Vererbung der Plastiden
(FAURE et al.1994).

Die durchgefiihrten Spaltungsanalysen beim Schnittlauch (vergl. Kapitel 4), bei denen die
CMS als phinotypischer Marker fiir die Konstanz der maternalen Vererbung angesehen
werden kann, und die molekulargenetischen Untersuchungen (RFLPs) weisen nicht darauf
hin, daB paternale Mitochondrien an die Nachkommen vererbt werden. Allerdings kann
aufgrund der Southern-Hybridisierungen nicht ausgeschlossen werden, dal wie in den
oben beschriebenen Beispielen einige Mitochondrien des paternalen Elters bis in die
Zygote gelangen. Diese wiirden dann aber hochstens substochiometrisch erhalten oder
gingen verloren, so daf} sich die in den Southern-Hybridisierungen gezeigte eindeutige

Dominanz der maternalen Mitochondrien ergibt (s. auch 6.4.1).

Das hiufige Auftreten von paternaler Transmission der Mitochondrien in inter- und intra-
generischen Kreuzungen konnte ein Hinweis darauf sein, daBl die Kombination der
verschiedenen Kerngenome einen Einflu3 auf die mitochondriale Genomorganisation hat,
dal heiit, das bestimmte kerngenetische Faktoren nur in Verbindung mit bestimmen
Konfigurationen des mitochondrialen Genoms zu lebensfdhigen Individuen fiihren. Eine
Beeinflussung der mitochondrialen Genomorganisation durch verschiedene Kerngenome
konnte bei niederen Organismen (Podospora: BELCOUR et al. 1991; S. cereviseae: ZWEIFEL
und FANGMAN 1991), Menschen (ZEVIANI et al. 1989) und auch bei hoheren Pflanzen
nachgewiesen werden. Bei letzteren treten solche kerngenetischen Effekte bei Brassica
(ERICKSON und KEMBLE 1990, 1993) und Nicotiana (HAKANSSON und GLIMELIUS 1991)
auf. Ein EinfluB des Kerngenoms auf das Vorkommen linearer Plasmide ist fiir Sorghum
bicolor (BAILEY-SERRES et al. 1986), Brassica ssp. (ERICKSON et al. 1989) und das CMS-
S-Plasma (ESCOTE-CARLSON et al.1990) von Mais nachgewiesen worden. Auch im
Cytoplasma 350 von Vicia faba wird die Zahl und Identitdt der Plasmide mtp4 bis mtpl1,
die aus einer doppelten Rekombination zwischen den Plasmiden mtpl und mtp2 entstehen,
vom nuklearen Hintergrund beeinflult (FLAMAND et al. 1993). In Neurospora intermedia
wurden in bestimmten Stimmen Plasmid-Supressorgene nachgewiesen, die eine
Vererbung linearer und cirkuldrer Plasmide des mitochondrialen Genoms verhindern
(YANG und GRIFFITHS 1993).
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Die genannten Beispiele zeigen, dal Kerngene die Organisation mitochondrialer Gene
beeinflussen konnen. Allerdings ist in diesen Beispielen weder ein phinotypischer Effekt
dieser kerngenetisch bedingten Verdanderungen des mitochondrialen Genoms bekannt noch
die Zahl der beteiligten Kerngene. Ein Beispiel, bei dem ein phinotypischer Effekt nach-
gewiesen wurde, ist die Amplifikation spezifischer Fragmente im mitochondrialen Genom
von Arabidopsis, die durch das Kerngen Chm/chm ("chloroplast mutator") hervorgerufen
wird und panaschierte Blétter bedingt (MARTINEZ-ZAPATER et al. 1992). Weitere Beispiele
mit phinotypischer Auspridgung stehen in Verbindung mit der ménnlichen Sterilitit und

sollen in den folgenden Abschnitten gesondert betrachtet werden.

6.4.3 EinfluB von GMS-Genen auf die mitochondriale Genomorganisation

Hinweise auf einen Einflu der GMS-Gene Wi/wi und Stl/stl auf die Organisation der
mitochondrialen Gene haben sich aufgrund der durchgefiihrten Untersuchungen nicht
ergeben. Der einzige in der Literatur beschriebene Fall, bei dem ein GMS-Gen mit der
Amplifikation bestimmter mitochondrialer Genombereiche in Verbindung gebracht wird,
ist die ms4-Mutante bei Nicotiana sylvestris. Wahrend einer in vitro Kulturphase entstand
eine genisch mannlich sterile Pflanze, bei der gleichzeitig eine Amplifikation mitochon-
drialer Molekiile erfolgte. Bei dem Wildtyp kommen diese Fragmente in vivo nur
substochiometrisch vor und werden wiahrend der in vitro Kulturphase auch nicht
amplifiziert. Ein Einflul des nuklearen Sterilititsgens ms4 auf die Rekombination oder
Replikation dieser mitochondrialen Molekiile wird diskutiert (VITARD et al. 1992).

6.4.4 EinfluB von Restorergenen auf die mitochondriale
Genomorganisation

Hinweise auf einen Einflu der Restorergene St2/st2 und X/x auf die Organisation der
mitochondrialen Gene haben sich aufgrund der durchgefiihrten Untersuchungen nicht
ergeben. Eine solche Beeinflussung wurde im CMS-System der Bohne (Phaseolus
vulgaris) nachgewiesen. Die CMS-assoziierte pvs-Sequenz (vergl. 3.4.3) befindet sich auf
einem 210kb-Molekiil innerhalb der dreigeteilten mitochondrialen Genomorganisation
(JANSKA und MACKENZIE 1993, vergl. Abb. 3.2). Bei Anwesenheit des Restorerallels Fr
wird der 210kb-Cirkel mit der pvs-Sequenz, dhnlich wie bei den spontan auftretenden
Revertanten, aus dem mitochondrialen Genom der Megasporen eliminiert, bzw. auf ein
substochiometrisches Level reduziert (MACKENZIE und CHASE 1990; HE et al. 1995; VAN
HOUTEN und MACKENZIE in JANSKA et al. 1998). Von den iibrigen Genen des 210kb-
Cirkels liegen Kopien auf einem der beiden anderen Cirkel vor, so dal3 ihre Funktion
gewihrleistet ist. Das Restorergen wirkt intermedidr, heterozygote Pflanzen sind folglich
semisteril (HE et al. 1995). Ein weiteres Restorergen, Fr2, das posttranskriptional die
Expression der pvs-Sequenz vermindert (CHASE 1994), verhindert gleichzeitig die
Elimination der Sequenz durch das Fr-Restorergen (HE et al. 1995).
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7 Die mitochondrial kodierten Proteine
verschiedener Cytoplasmatypen und ihre
Beeinflussung durch Restorer- und GMS-
Gene

71 Einleitung

Zum Nachweis mitochondrial kodierter Proteine werden in organello-Translationen
durchgefiihrt, bei denen eine Inkubation isolierter Mitochondrien mit radioaktiv markierten
Aminosduren erfolgt. Dabei werden die radioaktiven Aminosduren wihrend der
mitochondrialen Proteinbiosynthese inkorporiert. Nach anschlieBender elektrophoretischer
Trennung und Autoradiographie erfolgt eine selektive Schwirzung des Rontgenfilms durch
die mitochondrial kodierten Translationsprodukte. Somit ist eine Abgrenzung zu den
kernkodierten Proteinen der Mitochondrien moglich. Letztere sind durch Coomassie- oder

Silberfarbung nachweisbar.

Die ersten in organello-Translationsstudien bei CMS-Pflanzen erfolgten an dem (T)-
Sterilititscytoplasma vom Mais und ergaben ein zusétzliches Polypeptid mit einem
Molekulargewicht von 13kDa, welches in anderen Cytoplasmatypen nicht gebildet wird
und in restorierten Pflanzen um etwa 80% reduziert ist (FORDE et al. 1978; FORDE und
LEAVER 1980). Gleichzeitig fehlt in dem T-Cytoplasma ein 21kDa-Polypeptid im
Vergleich zu den anderen Cytoplasmatypen, ein Effekt der Restoration auf dieses Protein
wurde jedoch nicht festgestellt (FORDE und LEAVER 1980). Spitere Untersuchungen
ergaben, dafl das 13kDa-Polypeptid das Produkt des in Kapitel 3 beschriebenen T-urf13-
Gens ist (DEWEY et al. 1986; WISE et al. 1987a). Bis heute ist das T-Cytoplasma vom Mais
mit dem 13kDa-Protein eines der am intensivsten erforschten CMS-Systeme geblieben.
Dies ist nicht zuletzt dadurch bedingt, dal3 dieser Cytoplasmatyp neben der Sterilitit eine
starke Anfélligkeit gegeniiber zwei pilzlichen Pathogenen besitzt. Maishybriden mit dem
T-Cytoplasma wurden auf mehr als 85% der Maisanbaufldche der USA kultiviert, bis es
1969 und 1970 zu einer epidemischen Ausbreitung des "southern corn leaf blight" im
Stiden der USA kam. Die Krankheit zerstorte einen Grof3teil der Maisernte und konnte auf
den pilzlichen Erreger Bipolaris maydis (Rasse T) zuriickgefiihrt werden. Im Norden der
USA verursachte ein anderer Pilz, Phyllosticta maydis, dhnliche Schiden ("yellow leaf
blight") bei Pflanzen mit dem T-Cytoplasma, wihrend Pflanzen mit anderen Cytoplasmen
nur eine geringe Anfilligkeit zeigten (ULLSTRUP 1972, LEVINGS und SIEDOW 1992). Bei

dem Versuch durch in vitro-Kultur Pflanzen auszulesen, die resistent gegen das T-Toxin
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der Pilze sind, stellte sich heraus, dal3 die Resistenz nur erreicht werden kann, wenn
gleichzeitig das CMS-induzierende 13kDa Protein nicht mehr gebildet wird, die resistenten
Regenerate waren also gleichzeitig ménnlich fertile Revertanten (WISE et al. 1987b).
Weitere Untersuchungen ergaben, da3 Oligomere des 13kDa-Proteins in Verbindung mit
dem T-Toxin grofe hydrophile Poren in der inneren Mitochondrienmembran bilden, die zu
einer hohen Permeabilitit fiihren, in deren Folge das Membranpotential und damit die
Atmungskettenfunktionen nicht mehr gewihrleistet sind (LEVINGS und SIEDOW 1992;
RHOADS et al. 1998). Der Verlust der Membranintegritdt liel sich auch bei Escherichia
coli beobachten, die mit T-urf13 transformiert und mit dem T-Toxin behandelt wurden
(DEWEY et al. 1988). Auch in Saccharomyces cerevisiae kann eine Anfilligkeit gegeniiber
dem Toxin durch Transformation mit T-urf13 ausgelost werden, wenn das Protein in die

Mitochondrienmembran integriert wird (HUANG et al. 1990).

In anderen Pflanzenarten konnten ebenfalls CMS-spezifische Verdnderungen im Protein-
muster der Mitochondrien festgestellt werden (z.B. Petunie: N1vVISON und HANSON 1989,
Sonnenblume: HORN et al. 1991, MONEGER et al. 1994, Schnittlauch: PoTz und
TATLIOGLU 1993). Wie diese Proteinunterschiede letztlich die Sterilitit bedingen, ist bis
heute unklar geblieben. Beispielsweise wird das oben beschriebene 13kDa-Protein in
verschiedenen, wenn nicht in allen Geweben der Maispflanzen exprimiert, zeigt aber nur in
den Antheren durch die Degeneration des Tapetums einen phénotypischen Effekt
(WARMKE und LEE 1977; HACK et al. 1991). Nach Aufkldrung der Interaktion mit dem T-
Toxin formulierte LEVINGS (1993) eine Hypothese, nach der es in den Antheren eine
dhnliche Substanz (X-Faktor) geben konnte, die ebenso wie das T-Toxin mit dem 13kDa-
Protein interagiert. Ein solcher X-Faktor als gewebespezifische Analogon zum T-Toxin
war bereits 1974 von FLAVELL diskutiert worden. Diese Substanz konnte allerdings bis

heute nicht nachgewiesen werden.

Im folgenden werden die Ergebnisse von in organello-Translationsstudien des in den
vorangegangen Kapiteln nachgewiesenen neuen Sterilititscytoplasmas (5) beim
Schnittlauch im Vergleich zu den Normalcytoplasmen (1) und (2) dargestellt. Dabei
werden neben den sterilen auch restorierte Pflanzen untersucht. Weiterhin werden sterile
und fertile Pflanzen der Wi/wi-GMS beziiglich ihrer mitochondrialen Translationsprodukte
verglichen, um einen moglichen EinfluB3 dieses GMS-Gens auf die mitochondriale Protein-
biosynthese zu untersuchen. Um gewebespezifische Expressionsunterschiede von solchen
zu trennen, die im kausalen Zusammenhang mit der CMS und GMS stehen, werden
zundchst die mitochondrialen Expressionsmuster verschiedener Gewebe bei fertilen
Pflanzen verglichen. Im Anschlufl werden die Ergebnisse durch einen Vergleich mit Unter-
suchungen an einigen ausgewéhlten Pflanzenarten interpretiert und Gemeinsamkeiten

sowie Unterschiede in den verschiedenen Systemen diskutiert.
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7.2 Material und Methoden

7.2.1 Pflanzenmaterial

Fiir die in organello-Synthesen wurden Einzelpflanzen der Linien 11013 und 11038
verwendet, die beziiglich des GMS-Gens Wi/wi spalten und bei denen das
Normalcytoplasma (1) bzw. (2) vorliegt. Weiterhin wurden Einzelpflanzen der Linie 10040
verwendet, die das neue Sterilititscytoplasma (5) trdgt und beziiglich des Restorergens
St2/st2 spaltet. Zusétzlich wurden zwei Pflanzen der Linie 15005 aufgenommen, die das
Sterilitdtscytoplasma (5) besitzen, und das Restorergen im homozygot dominanten Zustand
tragen. In der Tabelle 7.1 sind die Einzelpflanzennummern, deren jeweiliger Genotyp und
der resultierende Phinotyp angegeben.

Tab. 7.1: Pflanzenmaterial zur Charakterisierung der mitochondrial
kodierten Proteine

Pflanzennummer Genotyp Phinotyp
11013/ 2 (1) wi wi steril
11 (1) wi. fertil
18 () wi. fertil
92 (1) wi wi fertil
11038/ 49 (2) wi wi steril
52 2) wiwi steril
1 Q) wi. fertil
2 2) wi. fertil
8 2) wi. fertil
10040/ 16 (5) st2 st2 steril
41 (5) st2 st2 steril
60 (5) st2 st2 steril
12 (5) St2 st2 restoriert
17 (5) St2 st2 restoriert
32 (5) St2 82 restoriert
62 (5) St2 82 restoriert
15005/ 1 (5) St2 82 restoriert
5 (5) St2 82 restoriert

7.2.2 Kontaminationsfreie Aufzucht von Pflanzen in vitro

Die Genotypen wurden nach einer von RAUBER und GRUNEWALD (1988) beschriebenen
Methode in vitro aufgenommen und kultiviert. Dazu wurden Schnittlauchdolden im
Knospenstadium von Pflanzen aus dem Gewédchshaus abgenommen und eine Oberflédchen-
sterilisation flir fiinf Minuten in der Sterilisationslosung durchgefiihrt. Die Knospen
wurden anschliefend zweimal in autoklaviertem entionisierten Wasser gespiilt. Mit einem
Skalpell wurde die Knospe am Bliitenboden schrig abgeschnitten, so dafl das Meristem des
Bliitenbodens getroffen wurde. Der auf etwa 3mm eingekiirzte Bliitenstiel wurde mit einer
Pinzette gefalit und die entstandene Schnittfliche des Bliitenbodens zunéchst fiir 3-4
Wochen in das Regenerationsmedium gesenkt. AnschlieBend wurden die Explantate auf

SproBbildungsmedium umgesetzt. Nach weiteren 3-4 Wochen erfolgte eine Umsetzung auf
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frisches SproBbildungsmedium und anschlieBend auf MS-Medium ohne Phytohormone,
worauf die Bewurzelung der Sprosse einsetzte. Die in vitro-Kulturen wurden dann in
einem 3-6-wochigem Rhythmus umgesetzt und die sich bildenden Bulben vereinzelt. Laub
und Wurzeln wurden an der Bulbe abgeschnitten und fiir die Mitochondrienisolierungen
genutzt. Nach etwa 3 Wochen sind die Pflanzen nachgewachsen, so dafl erneut Wurzeln
und Laub geerntet werden konnen. Die Kultivierung erfolgte in Klimaschrinken (Fa.
Rubarth) bei 20°/12°C (Tag/Nacht) und einer Photoperiode von 16 Stunden.

Verwendete Chemikalien:

- Sterilisationslosung:
1% NaCl
1% Nartrium-Hypochlorid
0,25% Twen

- MS-Medium nach MURASHIGE und SKOOG (1962), ohne Vitamine und Phytohormone.

- Regenerationsmedium:
MS-Medium
2ppm 2-Naphtylessigsdure (2-NES)
2ppm Benzylaminopurin (BAP)

- Spro3bildungsmedium:
MS-Medium
1ppm 2-Naphtylessigsidure (2-NES)
Sppm Benzylaminopurin (BAP)

7.2.3 Isolierung intakter Mitochondrien

Die Mitochondrienisolierung erfolgte nach einer abgednderten Methode von BOUTRY et al.
(1984). Die notwendigen Arbeitsschritte wurden auf Eis und mit autoklavierten und vor-
gekiihlten Utensilien durchgefiihrt. Die Isolierung aus 10g Bliiten erfolgte nach einer
Oberflachensterilisation der im Gewéchshaus geernteten Knospen (analog zur
Oberfliachensterilisation in 7.2.2). Fiir die Aufarbeitung des in vitro-Materials wurden
jeweils 5-8g Laub und Wurzeln getrennt in verschlieBbare Glaser mit 50ml Homogeni-
sierungspuffer geerntet. Das Pflanzenmaterial wurde in dem Homogenisierungspuffer
gemorsert und durch zwei Lagen in Miracloth (Fa. Calbiochem) eingeschlagene Milchfilter
in ein 250ml Zentrifugenbecher filtriert. Der PreBkuchen wurde in den Morser zuriick-
gefiihrt, in weiteren 50ml Homogenisierungspuffer aufgenommen, erneut gemorsert und
filtriert. Der Vorgang wurde ein weiteres Mal wiederholt. Anschliefend wurden die
Zentrifugenbecher auf ein Endvolumen von 200ml austariert, und es erfolgte eine
differentielle Zentrifugation. Zunichst werden dabei fiir Smin bei 3500xg die schneller
sedimentierenden Zelltrimmer und der Grofteil der Chloroplasten pelletiert. Anschlieend
wurde der Uberstand in einen neuen Zentrifugenbecher dekantiert und durch die zweite
Zentrifugation fiir 25min bei 17000xg die Mitochondrien pelletiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Pellets mit einem sterilem Pinsel in 1,6ml 1x Resuspensionspuffer
aufgenommen, in einem Glas-Teflon Potter homogenisiert und auf einen Percoll-
Gradienten geschichtet. Wahrend der Zentrifugation fiir 45min in einer Ultrazentrifuge bei

70000xg wandern die noch verbliebenen Chloroplasten in die obere 14%ige Percollphase
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des Gradienten ein, an der Grenze zur 26%igen Phase bleiben sie jedoch hingen, wihrend
die Mitochondrien diese Phase passieren und an der Grenze zur 45%igen Phase bandieren.
Mit Hilfe einer an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossene Pasteurpipette wurden die
oberen Phasen bis zur Mitochondrienbande abgesaugt, die Bande mit einer Pasteurpipette
entnommen und in ein Zentrifugenréhrchen mit 25ml Resuspensionspuffer {iberfiihrt. Zur
Entfernung des Percolls wurden die Mitochondrien einige Male geschwenkt, fiir 25min bei
15000xg pelletiert, der Uberstand entfernt und erneut in 25ml Resuspensionspuffer
gewaschen. Die anschlieBende Zentrifugation fiir 15min bei 15000xg ergab ein instabiles
Pellet, das nach Zugabe von 1ml Resuspensionspuffer mit einer Pasteurpipette in ein 1,5ml
Eppendorf-Reaktionsgefdl tiberfiihrt und anschlieend noch einmal fiir 8min bei 10000xg
pelletiert wurde. Der Uberstand wurde erneut entfernt und die Mitochondrien in 100ul
Resuspensionspuffer aufgenommen.

Verwendete Chemikalien:

- Homogenisierungsmedium:
0,4M Mannit
25mM MOPS
ImM EGTA
pH 7,8 mit KOH eingestellt
autoklavieren
vor Gebrauch Zugabe von 0,1% BSA
0,1% Polyvinyl-Pyrrolidone (PVP 40)
10mM B-Mercaptoethanol.

- 2x Resuspensionspuffer:
0,8M Mannit
20mM KH2P04
pH 7,2 mit KOH eingestellt.

- Percoll-Gradient (durch Unterschichtung mit einer 10ml-Glaspipette):
9,5ml 14% Percoll in 1x Resuspensionspuffer
14ml 26% Percoll in 1x Resuspensionspuffer
8ml 45% Percoll in 1x Resuspensionspuffer.

7.2.4 In organello Translation mit **S-Methionin und **S-Cystein

Die in organello-Translationen wurden nach einem abgeénderten Protokoll von LEAVER et
al. (1983) durchgefiihrt. Insbesondere wurde die Aminosdurekonzentration im Vergleich
zu dem urspriinglichen Protokoll erhéht (LIND et al. 1991) und neben *°S-Methionin auch
3S-Cystein  eingesetzt (SCHNEIDER und TATLIOGLU 1996b). Dazu wurden 50ul
Mitochondriensuspension direkt nach der Isolierung mit 150ul Inkubationsmix (inklusive
der Aminosduren) und 50ul Energiemix fiir 90min in einem Wasserbad bei 25°C
geschiittelt. Inkubationsmix und Energiemix wurden getrennt angesetzt um eine Variation
der Energiequellen und den Zusatz von Antibiotika zu ermdglichen. Die Konzentrationen
des Inkubationsmix wurden so gewihlt, daf} dieser aliquotiert eingefroren werden konnte
und vor der in organello-Translation die nichtradioaktiven und radioaktiv markierten
Aminosduren ergidnzt werden konnten. Fiir den Energiemix wurde das Succinat jeweils

frisch angesetzt und zu einer aliquotierten ADP-Stammldsung hinzugegeben.
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Nach 90-miniitiger Inkubation wurde zur Bestimmung der inkorporierten Aktivitit
(verdndert nach MANS und NOVELLI 1961) ein Sul-Aliquot auf ein 1cm? groles Whatman-
Papierstiickchen getropft. Dieses wurde nach kurzer Antrocknung fiir etwa Imin in 10%ige
(w/v) Trichloressigsdure mit 10mM Methionin {iberfiihrt. Die Proteine prézipitieren und
werden dadurch an das Whatman-Papier gebunden. Das Methionin soll unspezifisch
anhaftendes radioaktives Methionin verdridngen, so dafl bei der spéteren Scintillations-
messung nur Aktivitit erfa3t wird, die durch den Einbau der radioaktiven Aminoséduren in
die mitochondrialen Proteine bedingt ist. Auf die Zugabe von nichtradioaktivem Cystein
wurde verzichtet, da der Anteil des radioaktiv markierten Cysteins im Vergleich zum
Methionin im Translationsmix nur gering ist. Die Inkorporation wurde nach Entnahme des
Sul-Aliquots durch Zugabe von Iml eiskaltem Methioninpuffer gestoppt. Die
Mitochondrien wurden durch Zentrifugation fiir 5min bei 15000xg pelletiert, der
Uberstand mit einer Pipette entfernt und bei -20°C gelagert. Die Whatman-
Papierstiickchen wurden 1-3 Tage in der 10%igen Trichloressigsdure bei 4°C aufbewahrt.
Anschliefend erfolgten Waschschritte in jeweils ausgewechselter 5%iger Trichlor-
essigsdure fiir 15min bei Raumtemperatur, 30min bei 90°C und 15min bei Raum-
temperatur. Das Wasser wurde anschlieBend durch 30min Inkubation in Ethanol absolut
bei 37°C und weiteren 15min bei Raumtemperatur nach Auswechseln des Ethanols
entzogen. Die Papierstiicke wurden fiir mindestens eine Stunde getrocknet. Die Messung
der inkorporierten Radioaktivitit erfolgte in einem ScintillationsmeBgerét (Fa. Beckman)
in 5ml Scintillationscoctail (Fa. Roth). Zur Bestimmung der Hintergrundstrahlung wurde
ein Aliquot des Inkubationsmixes (also ohne Mitochondrien) entnommen und die
gemessene Aktivitit um das kleinere Volumen im Vergleich zu den Mitochondrien-Proben
bereinigt. Dazu wurden die MeBBwerte der Proben entsprechend ihrem Volumen von 250ul
mit 50, der MeBwert fiir die Hintergrundstrahlung entsprechend dem Volumen des
Inkubationsmixes von 150ul mit dem Faktor 30 multipliziert.

Verwendete Chemikalien:

- Inkubationsmix (die angegebenen Molaritaten sollen bei der Inkubation, also nach Zugabe der
Mitochondrien und des Energiemixes erreicht werden, der Mix ist folglich 1,66-fach konzentriert
anzusetzen):

250mM Mannit (autoklaviert)

90mM KCI (autoklaviert)

10mM MgCl, (autoklaviert)

10mM Tricine (Stammlésung: 0,2M pH: 7,2; autoklaviert)

ImM EGTA (Stammldsung: 0,1M pH: 7,2, autoklaviert)

5mM Kaliumphosphatpuffer (pH: 7,2 nach SAMBROOK et al. 1989, autoklaviert)

2mM DTT (Stamml6sung 0,1M; sterilfiltriert)

ImM GTP (sterilfiltriert)

je 250 uM von 20 nichtradioaktiven Aminoséuren

1,3MBq In vitro Cell Labelling Mix (70% **S-Methionin 30% **S-Cystein, >37TBq/mmol
Methionin, Fa. Amersham)

Die einzelnen Komponenten wurden getrennt angesetzt, teilweise als Stammldsungen, teilweise

wurde die fiir ein bestimmtes Endvolumen einzusetzende Menge in Wasser geldst, autoklaviert bzw.

sterilfiltriert und die Komponenten anschliefend vereinigt. Der so hergestellte Inkubationsmix

wurde in Aliquots bei —20°C gelagert und vor Gebrauch durch Zugabe des nichtradioaktiven

Aminosduremixes und der radioaktiven Aminosduren erginzt. In Vorversuchen wurde dem
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Inkubationsmedium 800uM Erythromycin und 100uM Cycloheximid zugegeben. Diese Antibiotika
hemmen die Translation an plastiddren bzw. cytosolischen Ribosomen. Da eine Verdnderung im
Translationsmuster der isolierten Mitochondrien nicht beobachtet wurde, kann davon ausgegangen
werden, daB3 diese frei von translationsaktiven Verunreinigungen sind. Dies bestdtigt frithere
Versuche von POTZ (1992).

- Energiemix (die angegebenen Molaritéten sollen bei der Inkubation, also nach Zugabe der Mitochondrien
und des Inkubationsmixes erreicht werden, der Mix ist folglich 5-fach konzentriert anzusetzen):
10mM Succinat (frisch angesetzt)
2mM ADP (Stammldsung: 60mM; sterilfiltriert, Lagerung bei —20°C).

- Methioninpuffer:
0,4M Mannit
10mM Methionin
ImM EGTA
10mM Tricine (pH: 7,2).

- Trichloressigséure:
10%ig (w/v) mit 10mM Methionin
5%ig (W/v).

- Ethanol.

- Scintillationscoctail (Fa. Roth).

7.2.5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese mitochondrialer Polypeptide

Zur elektrophoretischen Trennung der Proteine wurden die Mitochondrien in SDS-
Extraktionspuffer aufgenommen, so daB3 30ul mit 400000-600000 cpm inkorporierter
Radioaktivitit pro Probe aufgetragen werden konnten. Zuvor wurden die Proben in dem
SDS-Extraktionspuffer gevortext und fiir 30min bei 40°C inkubiert. Als elektrophoretische
Trennverfahren dienten Polyacrylamid-Gelelektrophoresen nach LAEMMLI (1970) und
nach SCHAGGER und von JAGO (1987). Letztgenannte Autoren verwendeten Tricin statt
Glycin in der Pufferlosung und erzielten damit wesentlich bessere Trennergebnisse bei
kleineren Proteinen im Bereich unter 15kDa. Alle im Ergebnisteil dieses Kapitels
gezeigten Autoradiographien sind nach elektrophoretischer Trennung mit dieser Methode

entstanden, die im folgenden beschrieben ist.

Die Polyacrylamidgele wurden mit einem Spacerabstand von 0,75mm zwischen zwei
Glasplatten (20x20cm) gegossen, indem zunéchst ein 12%T / 3%C Trenngel (16cm)
eingefiillt und mit der Overlay-Lsung tiberschichtet wurde. Nach erfolgter Polymerisation
wurde die Overlaylosung abgegossen und das Sammelgel (4cm) dem Trenngel
vorgeschaltet. Die vertikale Elektrophorese wurde in einer Kammer der Fa. Biorad fiir 1h
bei 30V und ca. 14h bei 110V (entspricht 40mA am Start, 13mA am Ende) durchgefiihrt.
Nach der Trennung erfolgte eine Fixierung fiir 30min, und anschlieend wurden die Gele
fiir 5h bei 60°C in einem Vakuumtrockner getrocknet. Die Autoradiographie erfolgte fiir 2-
14 Tage bei —80°C mit Hyperfilm“'"-Réntgenfilmen (Fa. Kodak). Einige Gele wurden vor
der Trocknung fiir 15min in Amplify™ (Fa. Amersham) geschwenkt. Diese Fluorographie
verkiirzt die Expositionszeit der Rontgenfilme um 50%, allerdings zeigt sich ein stirkerer

Hintergrund.
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Verwendete Chemikalien:

- SDS-Extraktionspuffer:
10% (w/v) SDS
30% (w/v) Glycerin
4% [BMercaptoethanol
0,02% (w/v) Serva blue G
100mM Tris (pH 6,8 mit HCI1
eingestellt).

- Gelpuffer:
0,3% SDS
3M Tris (pH: 8,45 mit HCI eingestellt).

- Overlaylosung:
0,1% SDS
IM Tris (pH: 8,45 mit HCI eingestellt).

- Trenngel:

12%T / 3%C Polyacrylamid (T = totale
Konzentration der Monomere Acrylamid
+ Bisacrylamid; C = Teil des
"crosslinkers" Bisacrylamid von der
Gesamtkonzentration)

10ml Gelpuffer

4g Glycerin

ad 30ml H,0 bi-dest.

150ul 10%iges (w/v) Ammonium-
persulfat (APS)

15 pl Temed.

7.3 Ergebnisse

- Sammelgel:

4%T / 3%C Polyacrylamid

3,1ml Gelpuffer

ad 12,5ml H,0 bi-dest.

100pl 10%iges (w/v) Ammonium-
persulfat (APS)

10ul Temed.

- 10x Anodenpuffer:
2M Tris (pH: 8,9 mit HCI).

- Kathodenpuffer:
0,1M Tricine
0,1% (w/v) SDS
0,1M Tris (pH liegt bei 8,25, nicht
einzustellen).

- Molekulargewichtsmarker: Rainbow-Coloured
Marker, low molecular weight range:
2,35-46kDa (Fa. Amersham)

- Fixierlosung:

50% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigséure

7.3.1 Gewebespezifische Expression eines mitochondrial kodierten
Proteins im Laub im Vergleich zu den Wurzeln

In der Abbildung 7.1.A sind die mitochondrialen Translationsmuster aus Laub und

Wurzeln der in vitro-Kulturen dargestellt. Ein beim Laub zusitzlich exprimiertes Poly-

peptid mit einem Molekulargewicht von 27kDa ist durch einen Pfeil markiert. Dieses fehlt

in den Wurzeln oder wird nur duBerst schwach exprimiert. Dieser gewebespezifische

Unterschied ist auch in der Abbildung 7.3 zu erkennen.

Abbildung 7.1.B zeigt eine Autoradiographie von Proteinen nach Isolierung der

Mitochondrien aus Knospen aus dem Gewéchshaus. Die mitochondrialen Proteine sind

von Bakterienproteinen iiberlagert, so dafl eine Auswertung der aus Knospen isolierten

Mitochondrien nicht erfolgen konnte. Die Etablierung einer Methode zur Erzeugung von

Knospen bei den in vitro-Kulturen erschien zu aufwendig und wurde deshalb nicht

durchgefiihrt.
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B Knospen

Marker (kDa)

L o-Untereinheit der
ATPase

—_—
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Abb. 7.1: Gewebespezifische Expression eines 27kDa-Polypeptids im Laub

A: Vergleich der mitochondrial kodierten Polypeptide im Laub und in den Wurzeln. Der Pfeil markiert
das zusatzlich exprimierte 27kDa Polypeptid im Laub.

B: Ergebnis der in organello-Proteinbiosynthese nach Aufarbeitung der Mitochondrien aus Knospen
aus dem Gewdchshaus: Bakterienproteine iiberlagern die mitochondrial kodierten Proteine.

Die o—Untereinheit der ATPase und das Dicyclohexylcarbodiimid (DCCD)-bindende
Proteolipid des gleichen Polypeptidkomplexes konnen identifiziert werden, da es in den
entsprechenden Molekulargewichtsbereichen keine weiteren Proteine gibt, die so
charakteristisch stark exprimiert werden, und diese Proteine beim Mais und der Gurke
charakterisiert wurden (LEAVER und GRAY 1982; HACK und LEAVER 1984). Wihrend das
Molekulargewicht des groBten Produkts der mitochondrialen Proteinbiosynthese, der o—
Untereinheit der ATPase, mit etwa 54kDa etwas groBer als bei anderen Pflanzenarten ist
(BOUTRY et al. 1984), hat das DCCD-bindende Proteolipid beim Schnittlauch mit etwa
4,4kDa ein etwas kleineres Molekulargewicht als in anderen Pflanzenarten (Mais und
Gurke: 6-8kDa: LEAVER und GRAY 1982; HACK und LEAVER 1984; BOUTRY et al. 1984).
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7.3.2 Mitochondriale Expressionsunterschiede in dem neuen
Sterilitatscytoplasma (5) im Vergleich zu den Normalcytoplasmen (1)
und (2)

In der Abbildung7.2 sind in den drei linken Spuren die mitochondrialen Expressionsmuster

der Wurzeln von fertilen Pflanzen mit den Normalcytoplasmen (1) und (2) dargestellt. In

den vier rechten Spuren sind die Expressionsmuster des neuen Sterilititscytoplasmas (5) zu

sehen, Spur vier und flinf von restorierten Genotypen, Spur sechs und sieben von sterilen

Genotypen.
Abb. 7.2: Polymorphe mitochondriale
Normal- Cytoplasma (5) Translationsprodukte in dem
Cytoplasma restoriert| steril MGW neuen Sterilititscytoplasma (5)
im Vergleich zu den
M @ @ St2. st2st2 kDa
- — . — Normalcytoplasmen (1) und (2).
’ - . - Spur 1-3: Fertile Pflanzen mit Normal-
‘ - cytoplasma (1) bzw. (2)
Spur 4-5: Restorierte Pflanzen mit
Sterilitatscytoplasma (5):
10040/12: (5) St2 st2
15005/5: (5) St2 St2
Spur 6-7: Sterile Pflanzen:
—46,0 10040/16: (5) st2 st2
10040/60: (5) st2 st2
— : Polymorphe Proteine des
—30,0 [ Sterilititscytoplasmas im Vergleich zu
den Normalcytoplasmen. Unterschiede
zwischen den sterilen und restorierten
Pflanzen wurden nicht nachgewiesen.
—21,5
—> < (N)-Cytoplasmen (1) und (2): 17,8kDa,
(S)-Cytoplasma (5): 16,8kDa.
—14,3
—6,5
< (N)-Cytoplasmen (1) und (2): 4,4kDa,
—> (S)-Cytoplasma (5): 4,6kDa.
34

Es sind zwei polymorphe Banden zwischen dem neuen Sterilititscytoplasma und den
Normalcytoplasmen erkennbar. Wéhrend bei den Normalcytoplasmen ein Protein mit
einem Molekulargewicht von 17,8kDa zu sehen ist, fehlt dieses bei dem Sterilitéts-
cytoplasma. Statt dessen ist ein zusitzliches Protein mit einem etwas kleineren Molekular-
gewicht von etwa 16,8kDa sichtbar. Bei den Normalcytoplasmen ist unterhalb des
17,8kDa-Proteins ein weiteres Protein zu sehen. Dieses ist auf den Original-Rontgenfilmen
auch bei dem Sterilitétscytoplasma zu erkennen, in der fotografischen Reproduktion ist es
aufgrund der fast identischen gelelektrophoretischen Mobilitit jedoch kaum von dem

16,8kDa-Protein zu unterscheiden.

Ein weiterer Polymorphismus ist am unteren Bildrand zu erkennen. Hier ist das DCCD-

bindende Proteolipid des Sterilititscytoplasmas mit 4,6kDa im Vergleich zu 4,4kDa in den
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Normalcytoplasmen vergrofert. Neben diesen qualitativen Unterschieden traten
quantitative Unterschiede bei einzelnen Proteinen auf, die aber nicht reproduzierbar sind

und somit als zufdllig angesehen werden miissen.

7.3.3 Die mitochondriale Proteinbiosynthese bleibt von dem GMS-Gen
Wilwi unbeeinfluRt

In der Abbildung 7.3 sind mitochondriale Translationsmuster von Pflanzen der Nachkom-
menschaft 11038 dargestellt, die beziiglich des Wi/wi-Gens spaltet. Zwischen sterilen und
fertilen Pflanzen wurden weder im Laub noch in den Wurzeln Unterschiede nachgewiesen.
Das im Laub zusitzlich gebildete 27kDa-Polypeptid im Vergleich zu den Wurzeln (vergl.
Abb. 7.1) ist erkennbar. Neben dem Cytoplasmatyp (2) in der Nachkommenschaft 11038
konnten auch bei wi-sterilen und fertilen Pflanzen mit dem Cytoplasmatyp (1),
Nachkommenschaft 11013, keine Unterschiede festgestellt werden.

steril: wi wi fertil: Wi .

Abb. 7.3: In organello - Translations-
muster von wi-genisch
maénnlich sterilen und
fertilen Pflanzen mit dem
Cytoplasmatyp (2)

Spur 1:  Wurzeln der sterilen Pflanze
11038/49

Spur 2+3:Laub und Wurzeln der
sterilen Pflanze 11038/52

Spur 4+5:Laub und Wurzeln der
fertilen Pflanze 11038/1

Spur 6+7:Laub und Wurzeln der
fertilen Pflanze 11038/8

Der Pfeil markiert das in den sterilen
und fertilen Pflanzen im
Laub zusatzlich gebildete
27kDa-Poylpeptid.
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7.4 Diskussion

7.41 Der methodische Ansatz

Die in organello-Proteinbiosynthesen beim Schnittlauch haben sich als eine sehr arbeits-
aufwendige Methode erwiesen, da zunéchst eine Anzucht von Pflanzenmaterial in vitro
erfolgen muf}, um eine Kontamination der zu isolierenden Mitochondrien durch Bakterien
zu vermeiden (vergl. 7.3.1). Bei anderen Pflanzenarten wird in der Regel mit Pflanzen
gearbeitet, die unter sterilen Bedingungen ausgekeimt sind. Beim Schnittlauch bilden die
Keimlinge nicht geniigend Pflanzenmasse, so daB diese Methode zunichst nicht moglich
erschien. Bei den Untersuchungen stellte sich heraus, daBl sich das Wurzelmaterial
wesentlich besser zur Aufreinigung biologisch aktiver Mitochondrien eignet. Eine
Vermischung mit Bldttern hat sich als ungiinstig erwiesen, da wéhrend der Percoll-
gradientenzentrifugation in der oberen Phase Schlieren gebildet wurden, die auf
Prizipitationen hinweisen und das Einwandern der Mitochondrien behindern und folglich
die Ausbeute herabsetzen. Die Menge an Mitochondrien, die von Isolierungen aus Bléttern
gewonnen werden konnten, war in der Regel geringer als bei Isolierungen aus Wurzeln.
Zudem ergaben sich bei den Mitochondrien aus Wurzeln deutlich hohere Inkorporations-
raten der radioaktiv markierten Aminosduren von 800000-1600000 cpm pro Inkubations-
ansatz von 250ul, wéhrend mit Mitochondrien aus Bléttern selten Scintillations-
meBergebnisse von liber 400000 cpm erzielt wurden, meistens lagen sie noch deutlich
darunter. Diese Ergebnisse sind fiir weitere Untersuchungen von Bedeutung, da hochaktive
Mitochondrien die Voraussetzung fiir gut auswertbare Autoradiographien sind. Es ist nach
diesen Ergebnissen sogar denkbar, in organello-Proteinbiosynthesen mit Mitochondrien
aus Keimlingswurzeln durchzufiihren und so die in vitro-Aufnahme der Pflanzen zu
umgehen. Allerdings miiite dazu Saatgut in ausreichenden Mengen produziert werden. Ein
mit den in organello-Synthesen nicht zu ldsendes Problem bleibt der Nachweis gewebe-
spezifischer Effekte in den Bliiten, da eine Aufreinigung von Mitochondrien aus Gewichs-
hausmaterial aufgrund der Kontamination mit Bakterien nicht moglich ist, und fiir die
Etablierung einer Methode zur Bliiteninduktion bei den in vitro-Kulturen erheblicher
Aufwand notwendig wire. Andere Strategien erscheinen eher praktikabel, beispielsweise
Hybridisierungen mit Antikorpern. Diese konnen nach Isolierung der CMS-spezifischen
DNA-Sequenzen hergestellt werden, wenn die CMS-Sequenzen in Bakterien transformiert
und exprimiert werden. Die Isolierung der entsprechenden Proteine aus den Bakterien ist
wesentlich einfacher moglich als eine direkte Isolierung der mitochondrialen Proteine aus
den Gelen, da die Mengen, die mit den bisher erreichten Optimierungen der Versuchs-

bedingungen zu isolieren sind, zu gering wéren.
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7.4.2 Mitochondrial kodierte Proteine in genisch mannlich sterilen und
fertilen Pflanzen

In den durchgefiihrten Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, da3 das
Gen Wi/wi genische ménnliche Sterilitdt bedingt, da es in vier Cytoplasmatypen ausgepragt
wird, die sich beziiglich der Organisation ihrer mitochondrialen Gene unterscheiden (vergl.
Kapitel 4). Ein cytoplasmatischer Erbfaktor dieser Sterilitit kann folglich ausgeschlossen
werden. Die in organello-Translationsstudien sollten Aufschlu dariiber geben, ob das
mitochondriale Translationsmuster durch das Gen Wi/wi beeinfluBit wird. Dazu wurden die
Translationsprodukte von Laub und Wurzeln steriler und fertiler Pflanzen in zwei
Cytoplasmatypen verglichen. Unterschiede wurden nicht festgestellt, so daB das GMS-Gen
Wi/wi die Expression der mitochondrialen Gene nicht zu beeinflussen scheint. Hinweise,
daBB GMS-Gene die Mitochondrien beeinflussen kdnnten, wurden bei Nicotiana sylvestris
gefunden. Dort ergab die in organello-Proteinbiosynthese ménnlich steril blithender
Regenerate aus Protoplastenkultur ein mitochondriales Proteinmuster, das sich von den
fertilen Ausgangspflanzen unterscheidet und dem zuvor bekannter CMS-Pflanzen gleicht
(DE PAEPE et al. 1990). Die ménnlich steril blithenden Regenerate lieen sich beziiglich
ihrer mitochondrialen Genomorganisation jedoch nicht von den Ausgangspflanzen unter-
scheiden und wurden deshalb der GMS zugeordnet. Allerdings fehlt bei diesen Versuchen
ein klarer klassisch genetischer Nachweis der GMS. Andere Arbeiten, bei denen in

organello-Proteinbiosynthesen an GMS-Pflanzen durchgefiihrt wurden, sind nicht bekannt.

Die Fragestellung, ob die GMS-Gene beim Schnittlauch mit den Mitochondrien
interagieren, kann nach den bisher durchgefiihrten Untersuchungen noch nicht endgiiltig
beantwortet werden. Zunidchst wire es denkbar, dal die mitochondriale Translation
gewebespezifisch in den Bliiten beeinflult wird (vergl. dazu 7.4.3). Da sich mit den in
Kapitel 4 durchgefiihrten klassisch genetischen Analysen keine cytoplasmatischen
Erbfaktoren nachweisen lassen, miifiten die GMS-Gene in diesem Falle die Translation
solcher mitochondrialer Gene beeinflussen, die in allen Cytoplasmatypen vorliegen. Eine
andere denkbare Interaktion zwischen GMS-Genen und Mitochondrien besteht in der
Annahme, dal die GMS-Gene nicht regulatorisch auf die mitochondriale Protein-
biosynthese wirken, sondern fiir Proteine kodieren, die am Aufbau der Mitochondrien
beteiligt sind oder mit den mitochondrial kodierten Proteinen interagieren. Eine derartige
Beeinflussung der Mitochondrien durch die GMS-Gene ist durch in organello-Protein-
biosynthesen nicht nachweisbar. Dazu miifiten die mitochondrialen Gesamtproteine steriler
und fertiler Pflanzen verglichen werden. Aufgrund der Vielzahl der zu detektierenden
Proteine wiirde eine eindimensionale gelelektrophoretische Auftrennung nur
unbefriedigende Ergebnisse ergeben. Deshalb ist fiir weiterfiihrende Untersuchungen der
mitochondrialen ~ Gesamtproteine ein zweidimensionales Elektrophoreseverfahren
einzusetzen. Dazu kann zunéchst eine isoelektrische Fokussierung und anschlieBend nach

Denaturierung mit SDS in der zweiten Dimension eine Auftrennung nach dem Molekular-
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gewicht erfolgen. Eine andere Methode wurde von SCHAGGER und VON JAGO (1991)
entwickelt. Bei dieser Blue-Native-Gelelektrophorese werden zundchst die nativen
mitochondrialen Komplexe aufgetrennt und anschlieBend nach Denaturierung die
einzelnen Komponenten des jeweiligen Komplexes nach ihrer Grofle. Diese Methode hat
den Vorteil, das eventuell vorhandene Unterschiede einem Komplex zugeordnet werden

konnen, und damit eine Aussage iiber die Funktion mdoglich ist.

7.4.3 Die Expression mitochondrial kodierter Proteine in cytoplasmatisch
mannlich sterilen und fertilen Pflanzen

Der Vergleich des mitochondrialen Translationsmusters des im Rahmen der vorliegenden
Arbeit nachgewiesenen Sterilititscytoplasmas (5) mit zwei Normalcytoplasmen ergab, daf3
zwei Polypeptide in dem Sterilititscytoplasma fehlen, wihrend zwei andere zuséitzlich
gebildet werden. Da sich die Molekulargewichte jeweils eines fehlenden und eines
zusitzlichen Polypeptids nur geringfiigig unterscheiden, konnte es sich bei den zusétzlich
gebildeten 16,8kDa- und 4,6kDa-Polypeptiden um abgewandelte Formen der 17,8kDa und
4,4kDa-Polypeptide der Normalcytoplasmen handeln. Insbesondere bei dem DCCD-
bindenden Proteolipid kann davon ausgegangen werden, dafl es sich um verschiedene
Formen des gleichen Proteins handelt, da dieses fester Bestandteil im Translationsmuster
der pflanzlichen Mitochondrien ist (LEAVER und GRAY 1982; HACK und LEAVER 1984;
BOUTRY et al. 1984).

Bei dem neuen Sterilititscytoplasma liegt demnach eine andere Situation als bei dem
frither beschriebenen Sterilitdtscytoplasma vor. Bei letzterem wird nach POTZ und
TATLIOGLU (1993) ein zusétzliches 18kDa-Polypeptid gebildet, aber es fehlt kein anderes
Protein im Vergleich zum Normalcytoplasma. Ob bei dem neuen Sterilititscytoplasma
eventuell gewebespezifisch in den Bliiten ein weiteres Protein gebildet wird, konnte
aufgrund der Verunreinigungen mit Bakterien nicht untersucht werden. Eine organ-
spezifische Expression eines mitochondrialen Gens konnte im Laub im Vergleich zu den
Wurzeln in Form eines 27kDa-Polypeptids nachgewiesen werden. Auch beim Mais
(NEWTON und WALBOT 1985), der Zuckerriibe (LIND et al. 1991), Nicotiana (DE PAEPE et
al. 1993) und der Petunie (CONLEY und HANSON 1994) wurden organ- bzw. gewebe-
spezifisch exprimierte Polypeptide nachgewiesen. Ein mitochondriales Protein mit einem
vergleichbaren Molekulargewicht zum 27kDa-Polypeptid vom Laub des Schnittlauchs
wurde nicht beschrieben. Organ- bzw. gewebespezifische Translationsprodukte von CMS-
Sequenzen sind nur bei Phaseolus vulgaris nachgewiesen worden. Die Transkripte des
orf239 der pvs-Sequenz werden in vegetativen und in generativen Geweben gefunden
(CHASE 1994), wihrend das Translationsprodukt nur im generativen Gewebe akkumuliert
wird (ABAD et al. 1995). SARRIA et al. (1998) wiesen eine proteolytische Aktivitit gegen
das 27kDa-Polypeptid im vegetativen Gewebe nach, die zu einem raschen Abbau dieses

Proteins fiihrt. Bei allen iibrigen untersuchten Pflanzenarten werden die CMS-spezifischen
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Polypeptide konstitutiv exprimiert, so da3 es eher unwahrscheinlich - wenn auch nicht
auszuschlieBen - ist, daB bei dem neuen Sterilitdtscytoplasma vom Schnittlauch eine

weitere Verdnderung im mitochondrialen Translationsmuster der Bliiten vorhanden ist.

Die Tatsache, daB3 die im Vergleich zu den Normalcytoplasmen verdnderten 16,8kDa und
4,6kDa-Polypeptide nicht durch das Restorergen St2 beeinflufit werden (Abb. 7.2), konnte
daran liegen, dall das St2/st2-Gen gewebespezifisch wirkt. Auch bei der Sonnenblume
konnte zunéchst kein EinfluB3 des Restorergens auf das CMS-spezifische 16kDa-Polypeptid
festgestellt werden, obwohl dieses als das Translationsprodukt des orfH522 (beschrieben in
3.4.3) identifiziert war (HORN et al. 1991; KOHLER et al. 1991; LAVER et al. 1991). Erst
Western-Blot Analysen ergaben, dal das CMS-spezifische Protein gewebespezifisch in
den minnlichen Bliiten reduziert wird (SMART et al. 1994, MONEGER et al. 1994). Bei dem
20kDa-Polypeptids des orf138 des "Ogura’-Cytoplasmas (beschrieben in 3.4.3) erfolgt eine
Reduktion durch das Restorergen in Bliiten und Laub, nicht aber in den Wurzeln
(KRISHNASAMY und MAKAROFF 1994).

Neben Restorergenen, die regulatorisch wirken, gibt es aber auch solche, die den Gehalt
des jeweiligen CMS-Proteins nicht beeinflussen. Ein Beispiel dafiir ist das Restorergen Rf2
beim Mais (DEWEY et al. 1987; genauer beschrieben in Kapitel 8.4.2). Es wire mdoglich,
dall auch das S72-Gen beim Schnittlauch die Fertilitdt restoriert, ohne den Gehalt der

beiden im Vergleich zu den Normalcytoplasmen verédnderten Proteine zu beeinflussen.

7.44 Wie bewirken die CMS-spezifischen Veranderungen im mitochon-
drialen Translationsmuster die mannliche Sterilitat?

Obwohl die CMS-spezifischen Verdnderungen im mitochondrialen Translationsmuster in
den untersuchten Pflanzenarten nicht identisch sind, fiithren sie dennoch zu dhnlichen
phénotypischen Erscheinungen. Vielfach wird diskutiert, da3 die zusétzlichen Proteine
eine unspezifische Storung der Atmungskette und damit der Zellenergiegewinnung
bewirken, die nur bei dem erhdhten Energiebedarf wihrend der Mikrosporogenese
phénotypisch in Erscheinung tritt (z.B. MACKENZIE et al. 1994). Dagegen spricht jedoch,
daB bei Messungen der Atmungsrate bei Nicotiana sp. (HAKANSSON et al. 1990) keine

Unterschiede zwischen sterilen und fertilen Pflanzen nachgewiesen wurden.

Dennoch erscheint es wahrscheinlich, da3 die Membranintegritit der Mitochondrien bei
CMS-Pflanzen gestort ist, und daraus Unausgewogenheiten im Transport verschiedener
Stoffwechselprodukte oder in der Aktivitit der Enzymkomplexe resultieren. Allerdings ist
in der Regel nicht bekannt, ob die beobachteten Verdnderungen die Ursache der
ménnlichen Sterilitdit oder Folgeerscheinungen eines anderen Prozesses sind, der die
ménnliche Sterilitdt bedingt. Akkumulation oder Verarmung wurde bei einer Reihe von
metabolischen Stoffen nachgewiesen, dazu zdhlen beispielsweise Aminosduren (PEARSON

1981; PERL et al. 1992). In diesem Zusammenhang ist zu erwédhnen, dall bei den in
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organello-Synthesen beim Schnittlauch sehr héufig die fertilen Pflanzen eine geringere
Inkorporation der radioaktiven Aminosduren zeigten als die sterilen. Insbesondere gilt dies
fiir die wi-GMS. Ob diese Beobachtung tatsdchlich auf die sterilen Genotypen zurlick-

gefiihrt werden kann, miiite durch eine exakte Quantifizierung tiberpriift werden.

Verdnderungen in mitochondrialen Enzymaktivititen wurden ebenfalls in verschiedenen
CMS-Systemen nachgewiesen. Beispielsweise wird beim T-Cytoplasma vom Mais nach
Behandlung mit dem T-Toxin keine Oxidase-Aktivitdt des alternativen Cyanid-insensitiven
Elektronentransportwegs festgestellt (BEDNARSKI et al. 1977 in SANE et al. 1997),
dhnliches gilt auch fiir das (S)- und das (C)-Cytoplasma (MUSGRAVE et al. 1986). Bei
CMS-Pflanzen der Petunie ist der Transport iliber den alternativen Weg verringert
(CONNETT und HANSON 1990). Bei Sorghum lassen sich im Gegensatz zu den oben
genannten Beispielen keine Unterschiede in sterilen und fertilen Pflanzen beziiglich der
Atmungsraten iiber den Cyanid-sensitiven und Cyanid-insensitiven Weg feststellen. Der
Komplex I, II, III und IV und die alternative Oxidase scheinen fiir die Entstehung der CMS
bei Sorghum nicht von Bedeutung zu sein, statt dessen wurden Unterschiede in den
kinetischen Eigenschaften der ATPase der Antheren festgestellt. Wiahrend Maintainer und
restorierte Pflanzen eine biphasische Kinetik zeigten, war diese Nicht-Linearitdt in der
Kinetik bei sterilen Pflanzen stark herabgesetzt (SANE et al. 1997). Bei der Petunie kdnnte
ebenfalls eine verdnderte, zu hohe ATPase-Aktivitit die Erschopfung der Substrate zur
Folge haben und dadurch die CMS bedingen (PERL et al. 1992). Eine ebenfalls nach-
gewiesene erhohte Phosphohydrolase-Aktivitit wird eher als Folge der Auflosungs-
prozesse in den Antheren angesehen (PERL et al. 1993).

Die Untersuchungen an Sorghum und der Petunie erhdrten die in Kapitel 3 nach dem
Vergleich verschiedener CMS-Sequenzen gefolgerte Annahme, dafl der Komplex V
(ATPase—Komplex) héufig grundlegend an der Entstehung von CMS beteiligt zu sein
scheint. Dieser besteht im wesentlichen aus 2 Proteingruppierungen, dem FO und dem F1-
Bereich. Wéhrend der hydrophile F1-Bereich aus kernkodierten Proteinen die
enzymatische Aktivitdt der ATPase zeigt, fungiert der hydrophobe FO-Bereich als
Protonenkanal ohne eigene katalytische Aktivitdt. Letzterer setzt sich aus Untereinheiten
zusammen, die in hoheren Pflanzen mitochondrial kodiert sind: Die o-Untereinheit von
dem atpA-Gen, das Produkt des atp6-Gens und das DCCD-bindende Proteolipid als
Produkt des atp9-Gens (zusammengefallt in HACK und LEAVER 1984). Interessanter Weise
verringert die Bindung von Dicyclohexylcarbodiimid (DCCD) die gelelektrophoretische
Mobilitidt des DCCD-bindenden Proteolipids, so da3 dieses ein etwas hoheres Molekular-
gewicht zu haben scheint (CATTELL et al. 1971 und SEBALD und HOPPE 1981 in HACK und
LEAVER 1984). Gleichzeitig inhibiert die Bindung von DCCD die enzymatische Aktivitét
der ATPase. Das bei dem neuen Sterilititscytoplasma (5) nachgewiesene groBere
Molekulargewicht des DCCD-bindenden Proteolipids im Vergleich zu den Normal-
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cytoplasmen wirft die Frage auf, ob ein vergleichbarer ProzeB zu einer verminderten
ATPase-Aktivitét fiihrt und so die minnliche Sterilitidt bedingt. Dies wére eine einzigartige
Situation, da ein "urspriinglich vorhandenes" Protein mit bekannter Funktion und nicht ein
neu entstandenes Protein chimirer Natur zur CMS fiihrt. Die weitere Charakterisierung
dieses Proteins ist sehr gut moglich, da es stark exprimiert wird und durch die Bindung von
C-DCCD markiert werden kann. In organischen Gemischen (Butanol- oder Chloroform-
Methanol) 16st sich das Proteolipid und kann auf diese Weise von den iibrigen Proteinen

getrennt und folglich aufgereinigt werden.

Eine Besonderheit bei der Betrachtung der Funktion von CMS-spezifischen Proteinen stellt
wiederum das CMS-System von Phaseolus vulgaris dar. Bei diesem System kommt es zur
Einlagerung des CMS-spezifischen Polypeptids in die Kallosewand der Pollenmutterzellen
(ABAD et al. 1995), wihrend die bereits erwdhnte proteolytische Aktivitit gegen dieses
Protein einen schnellen Abbau im vegetativen Gewebe bedingt (SARRIA et al. 1998). Die
gewebespezifische Anreicherung und auch der Transport aus den Mitochondrien ist fiir
kein anderes CMS-Protein berichtet worden. Nach Transformation des orf139 der pvs-
Sequenz (beschrieben in 3.4.3) in das Kerngenom von Tabakpflanzen konnte ebenfalls
minnliche Sterilitdt erzeugt werden, unabhidngig davon, ob der orf139 mit einer
mitochondrialen Zielsequenz versehen war oder nicht. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
daBB die CMS in Phaseolus vulgaris nicht direkt von der Funktion der Mitochondrien
abhingt (HE et al. 1996).

Nach Transformation des orf224 des "Polima’-Cytoplasmas (beschrieben in 3.4.3) in fertile
Rapspflanzen wurde ebenfalls bei einigen Regeneraten Sterilitdt erzeugt, allerdings nur
dann, wenn die Konstrukte mit mitochondrialen Zielsequenzen versehen waren. Demnach
zeigt hier das CMS-spezifische Protein nur dann seine Wirkung, wenn es in die
Mitochondrien gelangt. Interessanter Weise waren bei mehreren Transformanten
morphologische Verdnderungen betreffend der Organidentitdt der Antheren zu beobachten,
eine phénotypische Ausprigung, die nicht dem natiirlichen Phénotyp der "Polima’-CMS
entspricht (BROWN et al. 1998).

In anderen Ansétzen wurde das urf13-Gen vom T-Mais in Tabak und das pcf-Gen in Tabak
und in fertile Petunien transformiert. In beiden Féllen waren die Konstrukte mit
Zielsequenzen versehen, die einen Transport der Proteine in die Mitochondrien
gewdhrleisten (CHAUMONT et al. 1995; WINTZ et al. 1995). Dennoch wurde keine Sterilitét
ausgeprigt. Die Autoren und auch die Autoren spéterer Publikationen (SCHNABLE und
WISE 1998) diskutieren, da3 wahrscheinlich die Expression zum richtigen Zeitpunkt der
Entwicklung nicht gewéhrleistet ist, oder die Proteine nicht an ihren natiirlichen Wirkort
transportiert werden. Dies wiirde auf sehr spezifische Effekte der Proteine in ihren
urspriinglichen Systemen hinweisen. Allerdings ist nicht zwangsldufig zu erwarten, dal3

mitochondriale CMS-Sequenzen in Verbindung mit vollig anderen Kerngenomen
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automatisch Sterilitdt bedingen. Beispielsweise sind die alloplasmatisch entstandenen
CMS-Systeme ein Beweis dafiir, daB Mitochondriengenome in Verbindung mit dem
Kerngenom von einer Art zu fertilen Pflanzen fiihren konnen, in Verbindung mit dem

Kerngenom einer anderen Art dagegen Sterilitdt bedingen.



137

8 Grundlegende Arbeiten zur Isolierung des
Temperatur-sensitiven Restorergens T

8.1  Einleitung

Wie in den vorangegangenen Kapiteln deutlich geworden ist, werden die molekularen
Grundlagen der CMS nur dann besser verstanden werden, wenn es gelingt, die Funktion
der Verdnderungen im mitochondrialen Genom und der mitochondrialen Translations-
produkte besser zu charakterisieren und die Interaktionen zwischen den Organellen und
dem Kerngenom, im engeren Sinne der Mitochondrien und der Restorergene, zu
entschliisseln. Dazu ist es notwendig, in verschiedenen CMS-Systemen die beteiligten

Gene zu isolieren, um Aussagen iiber ihre Wirkungsweise machen zu konnen.

Zwar ist die stabile Ausprigung der CMS bei dem Saatgutelter Voraussetzung fiir eine
erfolgreiche Hybridsaatgutproduktion, nicht minder wichtig ist aber auch die vollstandige
Restoration in der Hybride, wenn Samen oder Friichte genutzt werden sollen. Dies hat das
Beispiel der Roggensorte "Farino® (vergl. Kapitel 1) in diesem Jahr erneut deutlich unter
Beweis gestellt. Da der Schnittlauch bis heute die einzige Pflanzenart ist, bei der eine
Temperaturreaktion von CMS-Pflanzen durch den Nachweis des Temperatur-sensitiven
Restorergens (77f) genetisch erkldrt werden konnte (TATLIOGLU 1987), erscheint es
sinnvoll, sich bei der Isolierung eines Restorergens bei dieser Pflanzenart auf das 7-Gen zu

konzentrieren.

In der vorliegenden Arbeit wird zur Isolierung des 7-Gens eine Strategie verfolgt, die eine
optimale Nutzung der Vorteile des vorhandenen Materials erlaubt. Aufgrund der
Perennierfdhigkeit und leichten Verklonbarkeit des Schnittlauchs konnten Genotypen
selektiert und vegetativ vermehrt werden, deren Klonteile bei hohen (konstant 24°C) und
normalen (20°/12°C, Tag/Nacht) Temperaturen kultiviert werden kdnnen. Durch diese
Variation ist es moglich, das Temperatur-sensitive Restorergen im Gegensatz zu anderen
Restorergenen an- bzw. auszuschalten. Dies soll zur Isolierung des Gens genutzt werden,
indem die Unterschiede im Transkriptmuster durch eine "Differential Display Reverse
Transcription -PCR" (DDRT-PCR, erstmalig von LIANG und PARDEE 1992 beschrieben)
sichtbar gemacht werden. Die Methode basiert auf der Uberlegung, daB jedes mRNA-
Molekiil durch reverse Transkription und anschlieBende PCR-Amplifikation darstellbar ist.
Dabei sind die Primer so gewihlt, daB letztlich die gesamte mRNA revers transkribiert
wird, und die Visualisierung der entstehenden cDNA-Fragmente durch eine Aufteilung in

verschiedene Reaktionen als distinkte Banden nach Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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moglich ist (LIANG et al. 1993; BAUER et al. 1993a,b). Da Klonteile des selben Genotyps
verwendet werden, sind nur Unterschiede bei den Produkten solcher Gene zu erwarten, die
durch die Variation der Temperaturstufen an- bzw. ausgeschaltet worden sind. Der
Nachweis der DDRT-PCR Fragmente wird mittels Silberfairbung durchgefiihrt. Fiir diese
nichtradioaktive Detektion wurde von LOHMANN et al. (1995) der Begriff REN-Display
("Rapid and Efficient Method for Nonradioactive Differential Display") gepridgt. Die
Autoren arbeiteten mit Hydrazellen. Das nichtradioaktive Nachweisverfahren in
Verbindung mit der DDRT-PCR wurde bei Pflanzen in der vorliegenden Arbeit erstmalig

angewendet.

8.2 Material und Methoden

8.2.1 Pflanzenmaterial

Fiir die Isolierung der RNA wurden Klonteile von CMS-Pflanzen einer Nachkommen-
schaft, die bereits mehrere Jahre erhalten und vegetativ vermehrt worden war, bei den
Temperaturstufen 20°/12°C und 24°/24°C (Tag/Nacht) zur Bliite gebracht. Zur weiteren
Charakterisierung der Genotypen erfolgte in einer separaten Kabine eine Tetracyclin-
behandlung von Klonteilen mit 500ppm Tetracyclin 2x wdchentlich bei 20°/12°C (vergl.
Kapitel 5). Mit der Variation der Temperaturstufen und der Tetracyclinbehandlung wurde
begonnen, als die ersten Knospen sichtbar wurden. Die Behandlungen wurden bis nach der
Ernte des Pflanzenmaterials fortgesetzt. Die Boniturwerte der Einzelpflanzen sind in der
Tabelle 11.6 im Anhang dargestellt.

Nach der Bonitur der ersten gedffneten Bliiten wurden die noch geschlossenen Knospen
fiir die RNA-Isolierung entnommen, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur
Aufarbeitung bei —80°C gelagert. Gleichzeitig wurde auch junges Laub geerntet und
eingelagert. Da nach SCHNEIDER und TATLIOGLU (1996a) der EinfluB des Temperatur-
sensitiven Restorergens auf das CMS-spezifische 18kDa-Polypeptid auch im Laub
nachweisbar ist, wurden sowohl Knospen als auch Blitter der Pflanze 6025/28, einem
Temperatur-sensitiven und Tetracyclin-insensitiven Genotyp, (S) xx tt A., getrennt zur

RNA-Isolierung und dem sich anschlieBenden Differential Display eingesetzt.

8.2.2 RNA-Isolierung

Die Gesamt-RNA wurde aus den jungen Bliitenknospen mit dem RNeasy Plant Kit (Fa.
Quiagen) isoliert. Um verbliebene Kontaminationen mit DNA zu entfernen, wurden
jeweils 150pg der RNA fiir 60min bei 25°C mit 60 units DNAse I (Fa. Gibco-BRL) und
200 units RNAse OUT (Fa. Gibco BRL) inkubiert. Der Reaktionsmix mit einem
Endvolumen von 100pl enthielt 50mM Tris-HCI (pH 8.3), 75mM KCI und 3mM MgCl,.
Nach dem Abbau der DNA erfolgte eine Extraktion mit dem gleichen Volumen
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Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1) (Zentrifugation: 15min bei 5000xg). Der
Uberstand wurde erneut mit einem Volumen Chloroform extrahiert, fiir 15min bei 5000xg
zentrifugiert und die RNA aus dem Uberstand mit einem Volumen Isopropanol und 0.1
Volumen 3M Natriumacetat {iber Nacht bei —20°C gefillt. Durch Zentrifugation fiir 30min
bei 13000xg wurde die RNA pelletiert, in 70% Ethanol gewaschen und erneut fiir Smin bei
13000xg zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde im Vakuum getrocknet und in Wasser
resuspendiert. Die Bestimmung des RNA-Gehalts erfolgte liber die Extinktionsmessung
bei 260nm (SAMBROOK et al. 1989).

Verwendete Chemikalien:

- RNeasy Plant Kit (Fa. Quiagen).

- Enzyme:
DNAse I (Fa. Gibco-BRL)
RNAse OUT (Fa. Gibco BRL).

- Puffer und Reaktionsmixe:
wurden aus den mitgelieferten Pufferlosungen fiir die Enzyme zusammengestellt.

- Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1), Chloroform, Isopropanol, 3M Natriumacetat, 70%iges
Ethanol (v/v).

8.2.3 DDRT-PCR (Differential Display Reverse Transcription - Polymerase
Chain Reaction)

Die Differential Display Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction (DDRT-

PCR) identifiziert differentiell exprimierte "mRNA species" (LIANG UND PARDEE 1992).

Der Poly-A-Schwanz der mRNA dient als Anlagerungsstelle der downstream-Primer bei

der cDNA-Synthese. Diese erfolgt durch reverse Transkription in 12 Ansédtzen mit jeweils

einem downstream-Primer (D1-D12) der aus 11 Basen Thymin als Verankerungssequenz

fiir den Poly-A-Schwanz besteht, und dessen Spezifitit durch zwei weitere Basen gegeben
ist: 5°-T;1 XY-3" (X=A,CoderG; Y=A, C, Goder T).

Wie in Abbildung 8.1 dargestellt, werden die 12 cDNA Untergruppen anschlieBend mit
dem gleichen Anker-Primer und jeweils einem von 26 verschiedenen Dekamer upstream-
Primern in einer PCR amplifiziert (U1-U26; BAUER et al. 1993ab). Der gleiche
methodische Ansatz mit einem nichtradioaktiven Nachweis der DDRT-PCR-Fragmente
wurde von LOHMANN et al. (1995) an Hydra-Zellen beschrieben und als REN-Display
("Rapid and Efficient Method for Nonradioactive Differential Display") bezeichnet.
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Isolierung der Gesamt-RNA
Nach Kultivierung bei 20°/12°C bzw. 24°/24°C

G

Reverse Transkription in 12 unabhangigen Reaktionen
mit 5°-T4,XY-3" (X=A, Coder G;Y =A, C, GoderT)
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12
Amplifikation jedes cDNA-pools mit 10mer-Primern
U1-U26 (BAUER et al. 1993a)

U1 * * * * * * * * * * * *
Uz =* * * * * * * * * * * *
uze =* * * * * * * * * * * *

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Detektion der Fragmente durch Silber-Farbung

Abb. 8.1: Schema zur Erkladrung einer nichtradioaktiven DDRT-PCR (REN-Display).

Zur reversen Transkription wurden 0,5ug der DNA-freien Gesamt-RNA mit 2,5uM Anker-
Primer (D1-D12, Fa. Biometra) fiir 10 min bei 70°C in einem Volumen von 16ul inkubiert
und auf Eis abgekiihlt. AnschlieBend wurde das Endvolumen von 40ul erreicht, durch
Zugabe von dNTPs (Endkonzentration: 25uM, jedes), DTT (10uM), Tris-HCI, pH 8,3
(50mM), KCI (75mM), MgCl, (3mM), 80 units RNase OUT (Fa. Gibco BRL) und 400
units Reverstranskriptase (Superscript II, Fa. Gibco-BRL). Vor Zugabe der Reverstrans-
kriptase erfolgte eine Inkubation fiir 2min bei 40°C. Die cDNA-Synthese dauerte 1h bei
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40°C, anschliefiend wurde der Mix fiir Smin auf 98°C erhitzt. Die cDNA wurde durch

Zugabe von 20ul Wasser auf ein Endvolumen von 60ul verdiinnt.

Fiir die Differential Display — PCR wurden 2ul der cDNA in einem Reaktionsvolumen von
20ul eingesetzt. Der Ansatz enthielt 2,5uM downstream-Primer (D1-D12, entsprechend
der reversen Transkription), 2,5uM des jeweiligen Dekamer upstream-Primers (U1-U26),
150uM dNTP (jedes), 1,5mM MgCl,, 10mM Tris-HCI, pH 8,8, 50mM KCI und
0,1%Triton X-100 und 1 unit Dynazyme (Fa. Biometra). Die PCR erfolgte in einem Gerét
der Fa. Hybaid (TouchDown mit Deckelheizung) fiir 45 Cyklen mit 10sec bei 94°C zur
Denaturierung, 1min bei 40°C fiir das "annealing" und 30sec bei 72°C zur Extension. Als
Kontrolle wurde bei der vorangegangenen reversen Transkription der RNA in cDNA von
jeder Probe ein Ansatz ohne reverse Transkriptase durchgefiihrt. Da bei der PCR dieser
Kontrollen nur einige schwache Banden amplifiziert wurden, die auerdem in den Proben-
ansétzen nicht zu detektieren waren, kann davon ausgegangen werden, daf3 die RNA nicht
mit DNA verunreinigt war. Weiterhin wurde bei der PCR eine Kontrolle ohne Zugabe von
cDNA durchgefiihrt, um Verunreinigungen der Komponenten des PCR-Ansatzes
ausschlieen zu konnen.

Verwendete Chemikalien:
- Primer D1-D12 und U1-U26: Gene ExScreen-Primerkit (Fa. Biometra).
- Enzyme:
Reverstranskriptase: Superscript II (Fa. Gibco-BRL)
DNA-Polymerase: Dynazyme (Fa. Biometra).

- Puffer und Reaktionsmixe:
wurden aus den mitgelieferten Pufferlosungen fiir die Enzyme zusammengestellt.

8.2.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die PCR-Proben wurden in einer Vakuum-Zentrifuge auf ein Volumen von 5ul konzen-
triert und mit 2ul Ladepuffer versetzt. Die Trennung der Fragmente erfolgte in nativen
10%igen Polyacrylamidgelen (CleanGel Long 10, Fa. ETC-Electrophoresetechnik, 20cm
Trennstrecke) in einem Tris-Phosphat/Borat Puffer pH 7,7 in einem horizontalen "flatbed"
Electrophorese-System (Multiphor II, Fa. Pharmacia Biotech). Der Probenpuffer und die
Laufbedingungen wurden nach den Herstellerangaben der Gele (Fa. ETC-Elektophorese-
technik) flir "long distance separation" gewdhlt.

Verwendete Chemikalien:

- CleanGel Long 10 mit Tris-Phosphat/Borat Puffer pH 7,7 fiir "long distance separation" Fa. ETC-
Electrophoresetechnik.

8.2.5 \Visualisierung der Fragmente durch Silberfarbung

Die Visualisierung der Fragmente mittels Silberfarbung erfolgte nach einem abgeénderten
Protokoll von BASSAM et al. (1991). Die Gele wurden dazu fiir 45min bei 50°C in 500ml

einer Ethanol-Essigsdureldsung fixiert, 3x fiir jeweils 10min in H,Odest. gewaschen, fiir
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45min in 400ml Silberlosung geférbt, mit H,Odest. abgespiilt und fiir 6-10min entwickelt
(400ml Entwickler). Anschlieend wurden die Gele fiir jeweils 20min in 500ml Stopbad
und in 500ml Glycerinlosung impragniert, bevor sie an der Luft fiir 2 Tage getrocknet
wurden. Zum Schutz erfolgte dann eine Abdeckung mit Folie.

Verwendete Chemikalien:

- Fixierer:
15% (v/v) Ethanol
5% (v/v) Essigséure.

- Silberlosung:
0,1% (w/v) AgNO;
frisch dazu geben: 400ul Formaldehyd (37%) pro 400ml Losung.

- Entwickler:
2,5% (w/v) Na,CO,
frisch dazu geben: 400ul Formaldehyd (37%) pro 400ml Lsung.
frisch dazu geben: 400ul einer 2%igen (w/v) Natrium-Thiosulfatlosung
Anmerkung: Die Natrium-Thiosulfatlosung sollte nicht ldnger als 1 Woche bei 4°C gelagert werden.
Die notwendige Menge, um den Entwickler optimal einzustellen, kann mit einem Tropfentest
ermittelt werden. Wird zu 50ul Silberlésung das gleiche Volumen Entwickler ohne Natrium-
Thiosulfat gegeben, erfolgt in 2-4sec ein gleichméBiger Farbumschlag des Tropfens zu
Dunkelbraun. Ist der Entwickler mit einer optimalen Menge Natrium-Thiosulfat versetzt, dauert der
Farbumschlag etwa doppelt so lange, und es bilden sich schwarze Schlieren vor einem sonst
ungefarbten Hintergrund. Die Schale mit dem Entwickler sollte vorgekiihlt werden, um die Hinter-
grundfarbung der Gele zu minimieren.

8.2.6 Reamplifikation und Klonierung polymorpher Fragmente

Zur Reamplifikation der polymorphen Fragmente wurden diese mit einem Skalpell aus den
Gelen geschnitten, zerkleinert und in 20ul H,Obidest. iiber Nacht rehydriert. AnschlieBend
erfolgte eine Erhitzung fiir Smin auf 95°C und nach Zerkleinerung des Polyacrylamid-
gelstiickes nochmals fiir 3-4min. Nach Zentrifugation fiir Smin bei 13000xg wurden 0,1-
2ul der gelosten ¢cDNA fiir einen Reamplifikationsansatz eingesetzt. Die {ibrigen
Komponenten dieses 20ul-Ansatzes entsprachen denen der Differential-Display-PCR
(siehe 8.2.3). Das Temperaturprotokoll wurde zur Erhéhung der Spezifitit in ein "touch-
down"-Protokoll abgedndert: 10 Cyklen (94°C 10sec, 50°C Imin, 72°C 30sec) und 35
Cyklen mit Herabsetzung der "annealing-Temperatur" um 0,25°C pro Cyklus von 50°C bis
41,25°C.

Zur Klonierung der Fragmente wurden doppelte Reamplifikationsansitze durchgefiihrt. Da
neben den erwarteten noch einige weitere Fragmente amplifiziert wurden, erfolgte eine
Auftrennung in einem 2%igem Agarose-Gel (low melting small DNA, Fa. Biozym) in
IXTAE. Dem Gel waren 0,1ul Ethidiumbromid pro ml-Gellosung zugesetzt. Als
Molekulargewichtsmarker diente eine 100bp-Leiter (Fa. Pharmacia). Der Ladepuffer
wurde mit OrangeG eingefarbt, da Bromphenolblau eine dhnliche Mobilitit wie die
Fragmente besitzt, und deren Ethidiumbromidfarbung unter UV-Licht bei Verwendung
von Bromphenolblau folglich schlecht erkennbar ist. Die Fragmente mit der richtigen

GroBBe wurden mit einem Skalpell aus den Gelen geschnitten, in 1x Gelase-Puffer (Fa.



8 Grundlegende Arbeiten zur Isolierung des Temperatur-sensitiven Restorergens 143

Epicentre Technologie) eingestellt, fiir 3min bei 70°C geschmolzen und nach Abkiihlung
auf 45°C fiir 1h mit Gelase inkubiert. (Gelasemenge laut Herstellerangabe: Fa. Epicentre
Technologie). Die cDNA-Fragmente wurden vor der Ligation mit dem StrataPrep'" PCR
Purification Kit (Fa. Stratagene) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Das erhaltene
Volumen wurde von 50ul auf 10pul im Vakuum eingeengt. Die Enden der Fragmente
wurden fiir die anschlieBende "blunt-end"-Klonierung poliert. Das "polishing" erfolgte
mittels der Pfu-DNA-Polymerase der Fa. Stratagene nach Angaben des Herstellers. Zur
Bestimmung der Konzentration wurden nach dem "polishing" 5ul des Ansatzes neben eine
Verdiinnungsreihe von A-DNA auf ein 2%iges Agarosegel mit 0,1ul Ethidiumbromid pro
ml-Gellosung aufgetragen. Die Ligation und Klonierung erfolgte mit dem PCR-Script™
AMP Cloning Kit (Fa. Stratagene) nach Angaben des Herstellers. Die Selektion der trans-
formierten Bakterien erfolgte wie in Kapitel 3.2.4 beschrieben.

Verwendete Chemikalien:
- fiir die Reamplifikations-PCR-Ansétze wie in 8.2.3.

- Low melting small DNA - Agarose (Fa. Biozym)
Ethidiumbromid
100bp-Leiter (Fa. Pharmacia)
Orange G-Ladepuffer (30% Glycerin, 0,25% Orange G)
I1XxTAE wie in 3.2.2.

- Gelase mit Puffer (Fa. Epicentre Technologie).
- StrataPrep™™ PCR Purification Kit (Fa. Stratagene).

Verdiinnungsreihe von A-DNA
40, 60, 80, 100, 150, 200, 250ng.

- PCR-ScriptTM AMP Cloning Kit (Fa. Stratagene).
- Medien zur Anzucht der Bakterien siche Kapitel 3.2.4.

8.3 Ergebnisse

8.3.1 Nachweis differentiell exprimierter mRNAs eines Temperatur-
sensitiven Genotyps unter normalen und hohen Temperatur-
bedingungen durch DDRT-PCR

Mit Hilfe der DDRT-PCR konnten pro Primerkombination (insgesamt 12x26) im Mittel

etwa 50 Fragmente ausgewertet werden. Im vegetativen Gewebe wurden zwischen den

Temperaturstufen weniger polymorphe Banden nachgewiesen als im generativen. Dies war

zu erwarten, da davon ausgegangen werden kann, dafl in den Knospen der restorierten

Pflanzen (bei 24°/24°C) neben dem 7-Gen =zusitzliche Gene der Antheren- und

Mikrosporenentwicklung angeschaltet werden, deren Transkripte bei den sterilen Pflanzen

(bei 20°/12°C) fehlen. In Abb. 8.2 sind Bandenmuster nach Amplifikation mit den Primer-

kombinationen D2/U18 und D2/U19 gezeigt, bei denen zusitzlich amplifizierte Banden im

Laub und in den Knospen bei 24°/24°C aufgetreten sind.
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Abb. 8.2: Ausschnitt aus einem DDRT-PCR Gel.
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Die Pfeile markieren zusatzlich amplifizierte Fragmente bei den Knospen (K) und beim Laub
(L) des bei 24°/24°C restorierten Klonteils im Vergleich zu dem bei 20°/12°C sterilen Klonteil

(Primerkombinationen: D2/U18, D2/U19).

In der Tabelle 8.1 ist eine Ubersicht gegeben, die die Anzahl eindeutig zusitzlich

vorhandener Banden in den 12 cDNA-Pools zeigt. Die Grofle der amplifizierten Fragmente

betrdgt 200-1000bp. Kleinere Fragmente wurden nicht beriicksichtigt,

da die
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Wahrscheinlichkeit, dal es sich um Artefakte handeln konnte, mit abnehmender

Fragmentgrofle steigt, und eine spitere Korrelation dieser kleinen Fragmente mit dem 7-

Gen in Southern- und Northern-Hybridisierungen methodisch bedingt schwierig erscheint.
Tab. 8.1: Anzahl der cDNA-Fragmente bei den Temperaturstufen 20°/12°C bzw. 24°/24°C

(Tag/Nacht), die entweder in den Knospen oder dem Laub, bzw. in beiden Organen
als zuséatzliche Banden in der DDRT-PCR nachgewiesen wurden

nur in den Knospen nur im Laub in Knospen und Laub
cDNA-Pool 20°/12°C 24°/24°C 20°/12°C 24°/24°C 20°/12°C 24°/24°C

1 1 4 - 2 - 1

2 - - - 1 - 3

3 1 4 - - - 1

4 - 8 - 1 - 2

5 2 4 - - - 4

6 1 3 2 1 6

7 1 2 - 1 - -

8 - 9 - - - 2

9 1 1 - 2 2 4

10 - - - - - 2

11 - - - - 1 1

12 - - - - - 1
Summe 7 35 2 8 4 27

Da der Einflul des 7-Gens auf das CMS-spezifische 18kDa-Protein der Mitochondrien im
Laub nachgewiesen wurde (SCHNEIDER und TATLIOGLU 1996a), ist davon auszugehen, daf3
das 7-Gen in beiden Organen, also im Laub und in den Knospen, exprimiert wird. Die
weiteren Arbeiten werden sich folglich auf die cDNA-Fragmente der letzten Spalte in
Tabelle 8.1 konzentrieren. Die Fragmente wurden reamplifiziert und kloniert und stehen
fiir Southern- und Northern-Hybridisierungen zur Verfiigung, mit denen im Anschluf3 an
die vorliegende Arbeit eine Korrelation mit dem 7-Gen erfolgen wird. Wie diese
Korrelation durchgefiihrt werden sollte, ist in Abschnitt 8.4.1 dargestellt.

8.4 Diskussion

8.4.1 Der methodische Ansatz

Die DDRT-PCR bietet besonders bei Differenzierungs- und Dedifferenzierungsprozessen
eine gute Moglichkeit, die fiir diese Prozesse wichtigen Genfunktionen zu erfassen. Sie
wurde erstmalig zur Anwendung in der Tumorforschung beschrieben (LIANG und PARDEE
1992), bietet aber auch andere interessante Moglichkeiten, beispielsweise zur Aufkldrung
der somatischen Embryogenese, Kallusbildung und Regeneration von Pflanzen. Weiterhin
konnen Reaktionen von Pflanzen auf wechselnde Umweltbedingungen erfaflt werden,
beispielsweise auch Abwehrreaktionen gegen Pathogenbefall. Der wichtigste methodische
Vorteil besteht darin, dafl eine Gensequenz vorher nicht bekannt sein muf3, wodurch Gene

von bisher unbekannten Reaktionswegen isoliert werden konnen. Dies ist bei Strategien
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zur Genisolierung, die bereits bekannte Sequenzen nutzen (Homologie-Ansétze), nicht zu
erwarten. Markergestiitzte Strategien zur Genisolierung ("Map-based cloning") haben den
Nachteil, dafl die ausgewerteten Polymorphismen in der Regel unspezifisch sind. Da bei
dieser Strategie mittels einer Kopplungsanalyse die Distanz zum interessierenden Gen
errechnet werden muf3, kann die Isolierung des Gens nur erfolgen, wenn eine dichtbesetzte
Kopplungskarte der Pflanzenart vorliegt. Der Vorteil der DDRT-PCR gegeniiber der
markergestiitzten Strategie besteht darin, dafl spezifische Effekte nachgewiesen werden
konnen, die auf Unterschieden im Transkriptionsmuster beruhen. Die Tatsache, daf3 dabei
sowohl Induktion als auch Repression erfalt werden, ist besonders dann von Vorteil, wenn
nicht bekannt ist, ob beispielsweise eine Behandlung zum An- oder zum Abschalten
bestimmter Gene flihrt. Durch die PCR-Reaktion ist es moglich, auch schwach exprimierte
Gene und quantitative Effekte zu erfassen. Die Voraussetzung dafiir ist aber, die PCR-
Bedingungen so zu optimieren, dal moglichst viele Fragmente amplifiziert werden, und
eine klare Auswertung der Gele dennoch moglich ist. Zur Optimierung der PCR-
Bedingungen (Zusammensetzung des Reaktionsmixes und der Temperaturstufen) wurden
in der vorliegenden Arbeit "Taguchi-Methoden" eingesetzt, die von COBB und CLARKSON
(1994) zur Anwendung bei PCR-Reaktionen beschrieben wurden. Das Prinzip besteht
darin, die zu variierenden Komponenten in ihren verschiedenen Stufen in einem
orthogonalen System anzuordnen und aus dem "Ertrag" jeder Reaktion den Effekt jeder
Komponente in ihren Stufen zu schétzen. Bei der Ermittlung des "Ertrags" der PCR-
Reaktionen wurde die Anzahl amplifizierter Fragmente, deren Grofe und der Hintergrund
berticksichtigt. Die DDRT-PCR konnte so optimiert werden, da3 eine Auswertung mittels

Silberfarbung der Fragmente moglich war.

Die weiterhin durchzufiihrenden Arbeiten werden sich auf die Korrelation der in der
DDRT-PCR nachgewiesenen polymorphen Fragmente mit dem 7-Gen konzentrieren. Dazu
wird zunéchst eine RFLP-Analyse durchgefiihrt, bei der die cDNA-Fragmente als Sonden
in Southern-Hybridisierungen an restringierter DNA von definierten 7/¢-Genotypen
eingesetzt werden. Konnen mit den Fragmenten Polymorphismen nachgewiesen werden,
miiten diese die 7/t-Genotypen unterscheiden, wenn das c¢cDNA-Fragment tatsdchlich
einen Teil des 7-Gens reprisentiert. Im Anschluf3 kann dieser indirekte Nachweis des 7-
Gens durch ein  AusschluBverfahren mittels Transkriptanalysen (Northern-
Hybridisierungen und Reverse-Transkriptions-PCR) bestétigt werden. Um auszuschlief3en,
daf} die isolierten Sequenzen von anderen Temperatur-induzierten Genen stammen, werden
dazu Temperatur-sensitive, (S)xx7., und -insensitive, (S)xx#t, Pflanzen, die unter beiden
Temperaturbedingungen (20°C/12°C und 24/24°C) kultiviert wurden, verglichen. Damit
konnen eventuell vorhandene zusétzliche Gene, deren Transkription durch hdhere
Temperaturen induziert wird, vom 7-Gen unterschieden werden, da diese nicht mit den
definierten 7-Genotypen zu korrelieren sein werden (Tabelle 8.2 a und b). Um weiterhin

auszuschlieBen, daB dem 7-Gen nachgeschaltete Gene der Antherenentwicklung isoliert
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werden, soll ein Vergleich mit fertilen Pflanzen erfolgen, bei denen das 7-Gen rezessiv
vorliegt oder durch normale Temperaturbedingungen (20°/12°C) nicht transkribiert wird.
Bei diesen Genotypen (mit Maintainer-Cytoplasmen) sind alle direkt an der Antheren-
entwicklung beteiligten Gene angeschaltet, Transkripte des 7-Gens diirfen sich aber nicht
nachweisen lassen. Es konnen dazu auch Tetracyclin-sensitive CMS-Genotypen heran-
gezogen werden, bei denen die Fertilitdt durch Tetracyclinapplikation wieder hergestellt ist
(Tabelle 8.2 a und c). In Tabelle 8.2 sind die Genotypen und ihre Kultivierungs-
temperaturen zusammengefalit, die eine Korrelation der DDRT-Fragmente mit dem 7-Gen
ermoglichen.

Tab. 8.2: Schematische Darstellung der Expressionsanalyse als AusschluBverfahren zur
Korrelation der in der DDRT-PCR nachgewiesenen Fragmente mit dem T-Gen

DDRT-PCR - Ergebnis: Unterscheidung anderer Gene vom 7-Gen:
S)xx TT S)xx TT (S)xxtt (N)..oder (S) xx aa + Tetracyclin

das zu korrelierende cDNA- 24°/24°C 20°/12°C | 24°/24°C 20°/12°C
Fragment représentiert fertil steril steril fertil
a) das 7-Gen + - - -

b) andere Temperatur-
induzierte Gene

¢) nachgeschaltete Gene der
Antheren- und + - - +
Mikrosporenentwicklung

+ - + -

+ = DDRT-PCR-Fragment weist Expression nach

- = DDRT-PCR-Fragment weist keine Expression nach.

Anmerkung: Da die DDRT-PCR-Fragmente auch im Laub nachgewiesen wurden, ist nicht davon
auszugehen, daBl die Fragmente auf die unter ¢) aufgefiihrten Gene zuriickgehen.

Mit den so korrelierten Fragmenten des 7-Gens wird dann ein PCR-gestiitztes Screening
nach dem vollstindigen cDNA-Klon durchgefiihrt. Die c¢cDNA-Bank kann bei ihrer
Erstellung durch Verwendung des downstream-Primers, der in der DDRT-PCR die

Amplifikation des korrelierenden Fragments ermoglicht hat, angereichert werden.

8.4.2 Die Wirkungsweise von Restorergenen in verschiedenen CMS-
Systemen

Restorergene stellen die Fertilitdit wieder her, indem sie in der Regel sporophytische
Defekte beheben, dafl heilit sie wirken vor der Meiose der Pollenmutterzellen oder im
sporophytischen Gewebe. In wenigen Ausnahmen konnen Restorergene aber auch gameto-
phytisch wirken. Von den Pollen einer heterozygoten Pflanze sind in diesem Falle nur die
Halfte funktionsfdhig. Ein Beispiel fiir ein CMS-System, bei dem eine gametophytische
Restoration erfolgt, ist das (S)-Cytoplasma mit dem Restorergen Rf3 beim Mais (KAMPS et
al. 1996). Ein anderes Beispiel fiir ein "Gametophytisches Zwei-Gen-System" sind die
Restorergene Rf3 und Rf4 der Sorghum-Linie IS1112C (TANG et al. 1998).

Die Wirkungsweisen von Restorergenen lassen sich in zwei Hauptgruppen unterteilen: Bei

der Mehrzahl der untersuchten Pflanzenarten wirken die Restorergene regulatorisch auf die
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mitochondriale Transkription oder Translation der CMS-Sequenzen. Dabei kann die
Synthese der mitochondrialen Proteine widhrend der ganzen Entwicklungsphase der
Pflanze, wie z. B. bei dem 25kDa-Polypeptid der Petunie unterdriickt werden (NIVISON
und HANSON 1989) oder die Reduktion ist auf bestimmte Organe beschrénkt, wie bei dem
20kDa-Polypeptid des orf138 des "Ogura’-Cytoplasmas, bei dem eine Reduktion nur in
den Bliiten und dem Laub, nicht aber in den Wurzeln erfolgt (KRISHNASAMY und
MAKAROFF 1994). Bei dem 16kDa-Polypeptid der Sonnenblume erfolgt die Reduktion
gewebespezifisch nur in den Antheren (MONEGER et al. 1994).

In einigen Féllen konnte gezeigt werden, dafl die in den jeweiligen CMS-Systemen
wirkenden Restorergene nicht die Transkription direkt regulieren, sondern erst in die
Prozessierung der mitochondrialen Transkripte eingreifen. Dies gilt bei den zwei unab-
héngig voneinander wirkenden Restorergenen Rfp/ und Rfp2 des 'Polima’-Cytoplasmas
vom Raps (SINGH und BROWN 1991), dem Rf7-Gen vom T-Mais (KENNELL und PRING
1989; WISE et al.1996) und dem Rf3-Gen in der Sorghum-Linie IS1112C (TANG et al.
1998). Durch Editierung der Transkripte (hauptsdchlich dem Austausch von Cytosin durch
Uracil) konnten neue Start- (AUG) und Stop-Codons (UAA, UAG, UGA) gebildet, das
Splicen der Introns verhindert, oder die Funktion der CMS-spezifischen Polypeptide durch
den Austausch von Aminosiuren reguliert werden (SCHNABLE und WISE 1998). Bei dem
Rf3-Gen in der Sorghum-Linie IS1112C scheint die Editierung der Transkripte die Voraus-
setzung fiir die anschlieBende Prozessierung durch das Restorergen zu sein (PRING et al.
1998). Auch bei einem CMS-System vom Reis (Chinsurah Boro-II) wird die Editierung
und die anschlieBende Prozessierung der Transkripte in Verbindung mit der Fertilitits-
restoration diskutiert (IWABUCHI et al. 1993; AKAGI et al. 1994).

Neben Restorergenen, die regulatorisch wirken, gibt es eine zweite Gruppe, die den Gehalt
des jeweiligen CMS-Proteins nicht beeinflussen. Ein Beispiel dafiir ist das Restorergen Rf2
beim Mais. Dieses Gen steht in komplementérer Wirkung zum Rf7-Gen (LAUGHNAN und
GABAY-LAUGHNAN 1983), beeinflullt die Expression des CMS-spezifischen mitochon-
drialen 13kDa Proteins aber im Gegensatz zu diesem nicht (DEWEY et al. 1987). Bisher ist
das Restorergen Rf2 vom Mais das einzige, dessen Isolierung mittels "transposon-tagging"
gelungen ist. Dieses Gen zeigt eine 70%ige Sequenzhomologie zu mitochondrialen
Aldehyddehydrogenasen der Sdugetiere (Cul et al. 1996). Aufgrund dieser Tatsache
wurden zwei Hypothesen formuliert: Nach der Metabolie-Hypothese verdndert das CMS-
spezifische 13kDa-Polypeptid die mitochondriale Funktion in der Weise, da3 zusitzliche
Aldehyde gebildet werden. In diesem Falle wiirde das Rf2-Gen die Aldehyde entgiften
oder sie zu Komponenten oxidieren, die fiir die Funktion der Mitochondrien notwendig
sind. Nach der Interaktions-Hypothese interagiert das Rf2-Genprodukt direkt oder indirekt
mit dem 13kDa-Polypeptid, so daB dieses seine storende Funktion verliert. Beispielsweise

konnten Aldehydkomponenten der inneren Mitochondrienmembran oxidiert werden, und
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dadurch die Akkumulation des 13kDa-Polypeptids oder dessen stérende Funktion
verhindern (CuUI et al. 1996, SCHNABLE und WISE 1998). Es wire auch denkbar, dal3 der
frither postulierte X-Faktor, also die Substanz, die in den Antheren in &hnlicher Weise mit
dem 13kDa-Polypeptid interagieren konnte wie das T-Toxin, ein Aldehyd ist (vergl. 7.1;
LEVINGS 1996). Die verschiedenen Hypothesen machen deutlich, da auch nach der
Isolierung des Rf2-Gens der Mechanismus, der zur Restoration beim T-Cytoplasma vom
Mais fiihrt, bisher nicht gekldrt werden konnte. Erschwerend fiir die molekulare
Aufklarung kommt hinzu, daB das Rf2-Gen nur in komplementirer Wirkung mit dem Rf7-
Gen zur Restoration fiihrt (siche oben). Komplementéire Genwirkungen liegen auch bei der
Restoration verschiedener CMS-Plasmen der Sonnenblume vor (zusammengefalit in HORN
und FRIEDT 1997), beispielsweise bei dem in Kapitel 3.4.3 beschriebenen Pet1-Cytoplasma
(KINMAN 1970).

Eine Sonderstellung nimmt das bereits in Kapitel 6.4.6 beschriebene Restorergen Fr bei
Phaseolus vulgaris ein, das die pvs-Sequenz aus dem mitochondrialen Genom der
Megasporen eliminiert (MACKENZIE und CHASE 1990; HE et al. 1995). Das Restorergen
wirkt intermediér, dall heiflt heterozygote Pflanzen sind semisteril (HE et al. 1995). Ein
weiteres Restorergen, Fr2, das posttranskriptional die Expression der pvs-Sequenz
vermindert (CHASE 1994), verhindert gleichzeitig die Elimination der Sequenz durch das
Fr-Restorergen (HE et al. 1995). Ein dhnlich wirkendes Gen, das letztlich eine permanente
Restoration eines Sterilitdtscytoplasmas bewirkt (MACKENZIE und BASSETT 1987), ist nicht
bekannt. Einzig in den Sterilititscytoplasmen 9E und A4 von Sorghum gibt es noch
Hinweise, dal moglicherweise rezessive Kerngene existieren, die zu einer Veridnderung
des Mitochondriengenoms fiihren, so daBl die sterilititsbedingende Wirkung verloren geht
(ELKONIN et al. 1998). Im CMS-S-System vom Mais beeinfluft der Kernhintergrund
indirekt die Haufigkeit, mit der Revertanten auftreten, indem ein Einflul des Kernhinter-
grunds auf das Vorkommen bestimmter Episome besteht (ESCOTE-CARLSON et al. 1988,
1990). Die Reversion zur Fertilitdt entsteht durch Rekombination dieser Episome mit
homologen Bereichen der CMS-induzierenden Sequenz (vergl. Kapitel 3.4.3; ZABALA et
al. 1997).

Der Uberblick zeigt deutlich, daB es sicherlich verschiedene Méglichkeiten gibt, wie
Kerngene die mitochondrialen CMS-Sequenzen beeinflussen kénnen und somit zur
Fertilitdtsrestoration filhren. Dennoch ist es mdoglich, dafl bestimmte Gemeinsamkeiten
bestehen. In diesem Zusammenhang ist besonders interessant, dal Kartierungen bei
verschiedenen Pflanzenarten ergeben haben, dafl verschiedene Restorergene gekoppelt
vorliegen konnen. Beispielsweise wurde bei Brassica napus nachgewiesen, daf3 das
Rfp/rfp-Restorergen des ’"Polima’-Cytoplasmas in Repulsion gekoppelt mit einem
Mmt/mmt-Gen ("modifier of mitochondrial transcripts") vorliegt, welches im dominanten

Zustand Transkripte anderer mitochondrialer Gene beeinflullit (SINGH et al. 1996). Dieses
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Gen ist wiederum genetisch nicht vom Rfn-Restorergen des "Nap'-Cytoplasmas zu unter-
scheiden. Ob es sich um Allele eines Gens, oder um eng gekoppelte Gene handelt, ist nicht
geklart. Der Locus, der die Restorergene beider CMS-Systeme umfaf3t, wird mit Rf-Locus
bezeichnet (BROWN et al. 1998). Bei Phaseolus vulgaris wurden zwei neue Restorergene
identifiziert, die in der Kopplungskarte nicht von dem Fr2-Gen zu unterscheiden waren,
und folglich Allele oder eng gekoppelte Loci sind. Auch das Fr-Gen befindet sich auf der
gleichen Kopplungsgruppe (JIA et al. 1997). Beim Roggen wurde das Restorergen Rfg! fiir
die ‘Giilzow" (G) CMS an gleicher Stelle kartiert wie das Restorergen fiir die "Pampa’ (P)
CMS, so daB wahrscheinlich Allele eines Gens vorliegen. Die Stelle der Kartierung
entspricht dem Segment von Chromosom 4RL, das homeolog zum 6S Chromosom von
anderen Triticaceae ist. Roggenadditionslinien mit diesem Segment restorieren ebenfalls in
hexaploidem Weizen die CMS des Cytoplasmas von 7. timopheevi (Restorergen Rfc4). Es
wird diskutiert, daB dazu noch zwei weitere Restorergene dieses Systems homeolog sein
konnten (zusammengefallt in BORNER et al. 1998).

8.4.3 Die Fertilitatsrestoration in den CMS-Systemen verschiedener Allium-
Arten
Die Gattung A/lium beinhaltet wirtschaftlich bedeutende Arten, bei denen die Aufkldrung
der molekularen Prozesse der CMS sowohl Bedeutung fiir die praktische Ziichtung hat, als
auch gute Moglichkeiten fiir das grundlegende Verstindnis der Interaktion zwischen Kern-
genom und Mitochondrien bietet. Insbesondere erscheint ein Vergleich von solchen
Restorergenen interessant, die unabhéngig voneinander zur Restoration im gleichen CMS-
System fiithren. Dies ist beim Schnittlauch mdglich, durch das umweltstabile Restorergen
X, das Temperatur-sensitive Restorergen 7 und das unvollstindig wirkende Restorergen a,
welches die Tetracyclin-Sensitivitdt der CMS bedingt. Gelingt die Isolierung des 7-Gens
kann ein Vergleich zu den anderen im gleichen CMS-System involvierten Kerngenen
erfolgen. Von den vom 7-Gen gewonnenen Sequenzinformationen konnen Primer
abgeleitet werden, mit denen Genotypen untersucht werden, die sich am Restorerlocus X/x
bzw. beziiglich des Tetracyclingens A/a unterscheiden. Handelt es sich bei den drei in
diesem CMS-System involvierten Kerngenen um Mitglieder einer Genfamilie, so miif3ten
sich beim Vergleich der angesprochenen Genotypen Sequenzen dieser Gene mit den vom

T-Gen abgeleiteten Primern amplifizieren lassen.

Aber auch bei verschiedenen CMS-Systemen innerhalb der gleichen Art und mit nahe
verwandten Arten konnte ein solcher Vergleich hinsichtlich der Evolution der CMS neue
Erkenntnisse bringen. In diese Analysen kann auch das s#2-Gen, also das Restorergen des
neuen CMS-Systems eingeschlossen werden. Besonders interessant erscheint auch ein
Vergleich des CMS-Systems vom Schnittlauch mit dem CMS-S-System der Zwiebel. Die
folgenden Hinweise deuten darauf hin, daB die Systeme in beiden Arten die gleichen

molekularen Grundlagen haben konnten:
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Das Restorergen der Zwiebel mul3 schon frith in der Evolution mit beiden Allelen

vorgelegen haben:

Die genetische Kontrolle des Systems bei der Zwiebel wurde bereits 1943 durch JONES
und CLARKE weitgehend charakterisiert. Die Autoren wiesen nach, da3 die Sterilitit
auf einen cytoplasmatischen Faktor (S) zuriickzufiihren ist, und die Fertilitdt durch das
Gen Ms/ms im dominanten Zustand restoriert wird. Da das rezessive Allel in den
meisten Zwiebelpopulationen und auch bei Schalotten auftritt, kann angenommen
werden, dal3 diese Mutation schon friith in der Evolution von Allium cepa aufgetreten
sein mul} (LITTLE et al. 1944; DAVIS 1957).

Das (S)-Cytoplasma der Zwiebel ist wahrscheinlich alloplasmatischer Herkunft:
Die Annahme, dal} das (S)-Cytoplasma der Zwiebel alloplasmatischer Herkunft sein

konnte, also aus einer unbekannten Art in die Zwiebel eingelagert wurde, beruht haupt-
sdchlich auf Untersuchungen des Chloroplastengenoms: Bestimmte Restriktions-
fragmente des (S)-Cytoplasmas konnten weder in anderen Cytoplasmen der Zwiebel
noch in einer nah verwandten Art gefunden werden. Hingegen lieen sich diese
Fragmente in einer triploiden viviparen Zwiebelhybride (‘Pran’) unbekannten
Ursprungs nachweisen (HAVEY 1993). Bei dem Vergleich von mitochondrialen
Restriktionsfragmenten und nach Southern-Hybridisierungen mit mitochondrialen
Gensonden konnte das (S)-Cytoplasma eindeutig vom (N)-Cytoplasma unterschieden
werden (DE COURCEL et al. 1989; HOLFORD et al. 1991b).

Neben dem (S) und dem Normalcytoplasma (N) wurde eine zweite CMS, (T)-
Cytoplasma, identifiziert (BERNINGER 1965), bei der die Restoration entweder durch
das dominante Allel am Locus 4/a oder durch die komplementire Wirkung der
dominanten Allele an den Loci B/ und C/c kontrolliert wird (SCHWEISGUTH 1973).
Eine eindeutige Unterscheidung des (N)- und des (T)-Cytoplasmas beziiglich der
mitochondrialen Genomorganisation ist bisher nicht gelungen. Beide Cytoplasmen
wurden von DE COURCEL et al. (1989) zu einer Gruppe (M) zusammengefaf3t, in der
sich zwar einige Unterschiede im Restriktionsfragmentmuster der mitochondrialen
DNA finden lieen, eine eindeutige Zuordnung bestimmter Fragmente zu einem der
beiden Cytoplasmatypen ist aber nicht mdglich (HOLFORD et al. 1991b). Auch das
Chloroplastengenom von (T) und (N)- Cytoplasma lieB sich nicht unterscheiden, so
daf} hier wahrscheinlich eine autoplasmatische Mutation zur Entstehung des Sterilitits-
cytoplasmas gefiihrt hat (DE COURCEL et al. 1989; HOLFORD 1991b; HAVEY 1993).

CMS-Genotypen der Zwiebel zeigen eine Forderung der Fertilitdt in dhnlichen
Temperaturbereichen wie beim Schnittlauch:

Untersuchungen von VAN DER MEER und VAN BENNEKOM (1969) ergaben, da3 manche
Zwiebelpopulationen bei 14°C weitgehend steril waren, bei 20-23°C jedoch viel

weniger sterile Pflanzen auftraten, also dhnliche Temperaturbereiche, die auch beim
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Schnittlauch zum Ab- bzw. Anschalten des 7-Gens fithren und somit die Auspriagung
der Sterilitdt bzw. Fertilitdit bedingen. Die genetischen Grundlagen des Temperatur-

einflusses auf die Auspragung der CMS bei der Zwiebel sind bisher nicht bekannt.

e Ahnlicher Mikrosporogeneseverlauf der CMS-Pflanzen beider Systeme:
Die Mikrosporogenese verlduft bei beiden Arten in vergleichbarer Form bis zum
Tetradenstadium normal, kommt dann zum Stillstand, wihrend sich das Tapetum in
verschiedener Weise weiterentwickelt: Entweder erfolgt friihzeitige Degeneration, die
Reduktion bleibt ganz aus, oder es beginnt ein hypertrophiertes Wachstum (Zwiebel:
HOLFORD et al. 1991a, Schnittlauch: HULSMANN, pers. Mitteilung; vergl. Kapitel 2)

Der Vergleich der CMS-Systeme von Zwiebel und Schnittlauch wird Aufschluf3 dartiber
geben, ob der Prozel der Fertilititsrestoration innerhalb eines CMS-Systems und im
Vergleich zu anderen Systemen nur von bestimmten Genfamilien hervorgerufen wird, oder

ob eine Vielzahl verschiedener molekularer Wege zur Authebung der CMS fiihren kdnnen.

Die molekularen Grundlagen der mannlichen Sterilitdt beim Knoblauch (4. sativum) sind
ebenfalls nicht hinreichend untersucht worden. Eine ziichterische Bearbeitung ist nur {iber
Mutationsinduktion mdglich, da nur einige wenige Klone bekannt sind, bei denen es zur
Entwicklung befruchtungsfihiger Pollen kommt (ETOH 1996). Der Knoblauch wird
folglich nur vegetativ vermehrt. Untersuchungen von KONVICKA et al. (1978), bei denen
eine Antibiotika-Behandlung die Fertilitdt bei Knoblauchpflanzen forderte, kdnnen nach
den am Schnittlauch gewonnenen Kenntnissen iiber die fertilititsfordernde Wirkung des
Tetracyclins als Hinweis gewertet werden, dafl die ménnliche Sterilitdit beim Knoblauch
cytoplasmatisch bedingt sein konnte. Als die Untersuchungen von KONVICKA et al. (1978)
durchgefiihrt wurden, war noch nicht bekannt, da3 die Mitochondrien Erbtriger der CMS
sind, und so wurde dieser Effekt mit einer eventuellen Reduzierung rickettsiendhnlicher
Organismen begriindet. Aufgrund der heute vorliegenden Kenntnisse iiber die
fertilitdtsfordernde Wirkung des Tetracyclins, sollten derartige Untersuchungen noch
einmal durchgefiihrt und gegebenenfalls neu interpretiert werden. Auch das Vorkommen
verschiedener ~ Abnormititen der  Bliitenentwicklung beim  Knoblauch, von
Brutzwiebelbildungen bis hin zu weitgehend normalen Bliitenformen, kdnnte ein Hinweis
auf Verdnderungen der mitochondrialen Genomorganisation sein. Solche in Kapitel 2
erlduterten Umbildungen von Bliitenorganen ("homeotic-like mutants") konnten bei
Nicotiana mit Umstrukturierungen im mitochondrialen Genom korreliert werden. Auch die
bei dem petaloiden CMS-System von Daucus carota auftretenden Verdnderungen der
Antheren stellen eine derartige Umwandlung in eine andere Organidentitét dar. Sollte sich
zeigen, dall die minnliche Sterilitdit beim Knoblauch tatsdchlich durch cytoplasmatische
Effekte hervorgerufen wird, stellt sich weiterhin die Frage, ob eine Restoration moglich ist.
Die Isolierung und molekulare Charakterisierung von Restorergenen in anderen Arten, vor

allem in den nahe verwandten, wird darauf vielleicht eine Antwort geben konnen.
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9 Zusammenfassung

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, durch Anwendung klassisch genetischer und
molekularer Methoden verschiedene maénnliche Sterilitdtsformen beim Schnittlauch
(Allium schoenoprasum L.) zu charakterisieren. Die Ergebnisse sollen sowohl der
praktischen Pflanzenziichtung dienen, als auch die Kenntnisse iiber die molekularen

Grundlagen der médnnlichen Sterilitdt erweitern.

Nach der Beschreibung cytologischer Untersuchungen an den bearbeiteten Sterilitéts-
formen wi, st/ und st2, wurden zunidchst Cytoplasmatypen charakterisiert, die sich
beziiglich der Organisation ihrer mitochondrialen Gene unterscheiden. Mittels der dazu
durchgefiihrten RFLP-Analyse mit heterologen mitochondrialen Gensonden konnten neben
dem Sterilititscytoplasma des bekannten CMS-Systems vier weitere Cytoplasmatypen
differenziert werden.

Nach einem detaillierten Vergleich von CMS-spezifischen mitochondrialen Gensequenzen
aus verschiedenen Pflanzenarten wurde eine mogliche Rolle der Gene des F1-FO-ATPase
Komplexes bei der Entstehung dieser Sequenzen diskutiert. Danach scheint insbesondere
das atp9-Gen eine "hot-spot"-Region fliir Rekombinationsereignisse zu sein, die zur

Bildung von CMS-Sequenzen fiihren kdnnen.

Nachdem der monogen rezessive Erbgang der drei Sterilititen wi, s¢/ und s¢2 in ihren
Ursprungscytoplasmen bestitigt worden war, erfolgte eine klassisch genetische Analyse
zum Nachweis eventuell vorhandener cytoplasmatischer Erbfaktoren. Nach Einlagerung
der Gene wi und st/ in drei von ihrem Ursprungscytoplasma verschiedene
Cytoplasmatypen konnte auch hier die Auspragung der Sterilitdt bonitiert werden. Folglich
kann ein spezifischer Erbfaktor des Ursprungscytoplasmas bei diesen Sterilititen
ausgeschlossen werden, so dall es sich um GMS-Formen handelt. Bei der s¢2-Sterilitét
wurde hingegen ein solcher cytoplasmatischer Erbfaktor nachgewiesen, der zur
Auspragung der Sterilitdt notwendig ist. Durch reziproke Kreuzungen und Selektion von
Maintainern konnte verifiziert werden, da3 ein neues CMS-System vorliegt. Das St2/s¢2-
Gen ist demnach ein dominantes Restorergen. Temperatur- und Tetracyclinversuche
ergaben, dall beide GMS-Gene und auch die neue CMS eine stabile Ausprigung der
Sterilitdt zeigen. Bei den untersuchten Pflanzen mit dem neuen Sterilititscytoplasma
konnte durch Bestimmung des Bliitezeitpunktes eine schnellere Entwicklungsfahigkeit und
damit Friihzeitigkeit nachgewiesen werden. Die Frage, ob dieses Merkmal tatséchlich von

dem Cytoplasmatyp vererbt wird, wurde diskutiert.
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Weiterhin wurden in den Nachkommenschaften neue Sterilititen selektiert, deren
Vererbung bereits teilweise gekliart werden konnte. Bei einer dieser Sterilitdten muf3 nach
den bisher durchgefiihrten Untersuchungen ein monogen rezessiver Erbgang angenommen
werden (Gen B/b). Temperaturreaktionen dieser Sterilitdit weisen auf zwei zusétzliche,
modifizierende Gene (Y/y und Z/z) mit komplementidrer Wirkung hin. Eine weitere
Sterilitdtsform wird nur bei gleichzeitigem Vorliegen zweier rezessiver Gene (M/m und
N/n) ausgepragt. Folglich wird bei dieser Sterilitit eine gleichsinnig monarchiale

Genwirkung angenommen.

Die Nutzungsmdglichkeit von CMS- und GMS-Systemen fiir die Herstellung von Hybrid-

saatgut wurden insbesondere unter dem Aspekt der Stabilitit ihrer Auspriagung diskutiert.

Die Konstanz der maternalen Vererbung der Mitochondrien wurde mittels RFLP-Analyse
bestdtigt. Die mitochondriale Genomorganisation wird von den GMS-Genen Wi/wi und
Stl/stl, sowie von dem Restorergen X/x des frither beschriebenen CMS-Systems und dem
Restorergen St2/st2 nicht beeinfluf3t.

Durch in organello-Proteinbiosynthesen von in vitro-vermehrtem Pflanzenmaterial wurden
bei dem neuen Sterilititscytoplasma zwei mitochondrial kodierte Polypeptide
nachgewiesen, die sich in ihrer gelelektrophoretischen Mobilitit von denen der
Normalcytoplasmen unterscheiden. Eines dieser Proteine kann aufgrund der charakte-
ristischen Expression im niederen Molekulargewichtsbereich als das Produkt des a#p9-
Gens angenommen werden. Weder das Restorergen St2/st2 noch das Wi/wi-Gen beeinfluf3t
die Menge eines der mitochondrial kodierten Proteine im Laub oder in den Wurzeln. Im
Laub wurde ein gewebespezifisch exprimiertes Polypeptid nachgewiesen, das im
mitochondrialen Translationsmuster der Wurzeln fehlt. Mogliche Wirkungsweisen CMS-

spezifischer Verdnderungen im Translationsmuster der Mitochondrien wurden diskutiert.

Weiterhin wurden grundlegende Arbeiten zur Isolierung des Temperatur-sensitiven
Restorergens 7' durchgefiihrt, welches bei dem frither beschriebenen CMS-System nur
unter hohen Temperaturen die Fertilitit wiederherstellt. Nach Etablierung eines
nichtradioaktiven Differential Display (DDRT-PCR, REN-Display) wurden mRNAs
nachgewiesen, die bei Klonteilen eines Temperatur-sensitiven Genotyps im Laub und in
den Knospen bei normalen bzw. hohen Temperaturen differentiell exprimiert werden. Die
weiterhin durchzufiihrenden Arbeiten zur Korrelation dieser cDNA Fragmente mit dem 7-

Gen werden beschrieben.
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11  Anhang

zu Kapitel 3:

In der Tabelle 11.1 sind die bei den fertilen Pflanzen des Basismaterials und den
cytoplasmatisch sterilen und restorierten Genotypen festgestellten Hybridisierungsmuster
dargestellt. Unterschiedliche Ziffern innerhalb einer Kombination von Endonuklease und
jeweiliger mitochondrialer Sonde wurden bei den Pflanzen eingetragen, deren
Hybridisierungsmuster sich unterscheiden lieBen. War eine Differenzierung der
Hybridisierungsmuster bei einer Kombination nicht moglich, wurde die Ziffer des
kleinsten identischen Cytoplasmatyps eingetragen (z. B. fiir das in Abb. 3.3 gezeigte
monomorphe Hybridisierungsmuster der Kombination Dral / atpA die Ziffer 1).

Tabelle 11.1: Unterscheidung der Hybridisierungsmuster bei fertilen Pflanzen des Basismaterials im
Vergleich zu cytoplasmatisch ménnlich sterilen und restorierten Pflanzen

WI1115/ | Gr.9 111 Gr.7 |2035/1 [2010/9 | 7044/5 | 7044/6 | 2023/1 {2023/ 16 | 4099/1
47 (S)xx | (Sxx | (S)X.

Restriktionsenzym: Dral
coxll 1 3 3 4 4 4 5 5
coxIll 1 1 1 1
nad3 1 1 1 3 3 4 4 4 5 5 5
atpA 1 1 1 1 1 1 1
atp6 1 3 3 4 4 4 5 5 5
atp9 1 1 1 3 3 4 4 4 5
cob 1 3 3 4 4 4 5 5
rrnl8 1 3 3 1 1 1 1
Restriktionsenzym: EcoRI
coxIl 1 3 4 5 5
coxIll 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2
nad3 1 1 1 3 3 4 4 4 5 5 5
atpA 1 3 3 4 4 4 5
atp6 1 1 1 3 3 4 4 4 5 5
atp9 1 1 1 3 3 4 4 4 5
cob 1 3 3 4 4 4 5
rrnl8 1 3 3 4 4 4 4
Restriktionsenzym: Hindlll
coxIl 1 2 2 2 2 2
coxIIl 1 1 1
nad3 1 1 1 3 3 4 4 4 5 5
atpA 1 3 3 4 4 4 5
atp6 1 1 1 3 3 4 4 4 5 5
atp9 1 1 1 3 3 4 4 4 5 5
cob 1 1 1 1 1 1 1
rrnl8 1 3 3 1 1 1 1




178 11 Anhang

In der Tabelle 11.2 sind die Hybridisierungsmuster von spaltenden Nachkommenschaften
der wi-, stl1- und st2-Sterilitdt dargestellt. Bei Pflanzen, die bei der gleicher Kombination
von Endonuklease und mitochondrialer Sonde ein identisches Hybridisierungsmuster mit
einer der Pflanzen aus Tabelle 11.1 zeigten, wurde die Ziffer des kleinsten gemeinsamen
Cytoplasmatyps eingetragen. Gleiche Zahlen in den beiden Tabellen bedeuten folglich
identische Hybridisierungsmuster bei der jeweiligen Kombination von Endonuklease und
mitochondrialer Sonde.

Tab.11.2:  Unterscheidung der Hybridisierungsmuster bei spaltenden Nachkommenschaften der
wi-, st1- und st2-Sterilitat

10009/ 11013/ 11061/ 11038/ 7003/ 10040/
26 3 103 64 20 98 17 26 95 3 16 12
wiwi | Wi. | wiwi| Wi wiwi Wi. wiwi Wi. stistl | Stl. | st2st2 | St2.
Restriktionsenzym: Dral
coxll 1 1 2 2 2 2 5 5
coxIll | 1 1 1 1 1 1 2 2
nadl 1 1 1 1 1 1 2 2
nad3 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 5 5
atpA 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
atp6 1 1 2 2 2 2
atp9 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2
cob 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 5 5
rrnl8 1 1 2 2 2 2
Restriktionsenzym: EcoRI
coxll 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2
coxIll | 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2
nad3 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 5 5
atpA 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2
atp6 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 5 5
atp9 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2
cob 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 5 5
rrnl8 1 1 2 2 2 2
rrn26 1 1 1 1 1 1 1 1
Restriktionsenzym: HindlIl
coxll 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2
coxIll | 1 1 1 1 1 1 2 2
nadl 1 1 1 1 1 1 2 2
nad3 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2
atpA 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2
atp6 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2
atp9 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2
cob 1 1 1 1 1 1 2 2 1 1
rrnl8 1 1 2 2 2 2
rrn26 1 1 1 1 1 1 1 1
Restriktionsenzym: EcoRV
coxll 1 1 1 1 1 1 2 2
coxIll | 1 1 1 1 1 1 2 2
nadl 1 1 1 1 1 1 1 1
atpA 1 1 1 1 1 1 2 2
cob 1 1 1 1 1 1 2 2
rrn26 1 1 1 1 1 1 1 1
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Fortsetzung von Tabelle 11.2
10009/ 11013/ 11061/ 11038/ 7003/ 10040/
26 3 103 64 20 98 17 26 95 3 16 12

WIWI Wi. | wiwi Wi. Wiwi Wi. Wiwi Wi. stlstl | Stl. st2st2 | St2.
Restriktionsenzym: BamHI
coxll 1 1 1 1 1 1 2 2
nadl 1 1 1 1 1 1 1 1
atpA 1 1 1 1 1 1 2 2
cob 1 1 1 1 1 1 2 2
rrn26 1 1 1 1 1 1 1 1
Restriktionsenzym: Rsal
atpA 1 1 1 1 1 1 2 2
cob 1 1 1 1 1 1 2 2
rrn26 1 1 1 1 1 1 1 1
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11 Anhang

zu Kapitel 4:

In den Tabellen 11.3-11.5 sind die Boniturdaten angegeben, die zur Analyse der

maternalen Eltern dienten,

welche bei

den Kreuzungen zur Einlagerung der

kerngenetischen Sterilititsfaktoren in die verschiedenen Cytoplasmatypen verwendet

wurden. Bei einzelnen Pflanzen konnte kein eindeutiger Boniturwert zugeordnet werden.

Diese Pflanzen wurden bei den Summenbildungen nicht berticksichtigt und sind in den

Tabellen mit n.b. gekennzeichnet.

Tab. 11.3:  Analyse der bei den Einlagerungen als Cytoplasmatyp (1) verwendeten Pflanze Gr.9

Selbstung von Gr.9 Bestédubung von (S)xxtf (6025/35) durch Gr.9
Einzelpflanzennummer Bonitur bei den Einzelpflanzennummer Bonitur bei den
der Nachkommenschaft Temperaturstufen der Nachkommenschaft Temperaturstufen

14007/ 20°/12°C 24°/24°C 14014/ 20°/12°C 24°/24°C
1 2x4* 1 3x0
2 2x4 2 4x4 6x4
3 1x4 3 5x0 3x0
4 3x4 4 5x4 1x4
5 2x4 5 5x0 1x0
7 1x4 6 3x4 4x4
8 2x4 7 3x4
9 1x4 8 3x4
10 2x4 9 4x4
11 2x4 10 5x0
12 2x4 11 1x0 2x0
13 1x4 12 2x4
14 3x4 13 4x0 1x0
16 1x4 14 6x0 2x0
18 2x4 15 6x0 1x0
19 1x4 16 3x0n.b. 3x0n.b.
21 2x4 1x1n.b.
22 2x4 2x3n.b.
25 1x4 17 4x0
26 2x4 18 2x4 5x4
27 1x4 19 4x0 1x0
30 1x4 20 3x4 1x4
31 2x4 21 6x4 4x4
34 2x4
36 3x4
38 3x4
41 2x4
43 1x4
46 4x4
51 1x4
52 1x4
53 1x4
57 1x4
59 1x4
60 1x4
Summe:
(steril : fertil) 0:35 10: 10 6:7
Temp- : Temp+ 6:0

* = erster Wert gibt die Zahl bonitierter Dolden an, der zweite die Boniturstufe (0 = steril, 4 = fertil).
Temp- = Temperatur-insensitiv, Temp+ = Temperatur- sensitiv
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Tab. 11.4:  Analyse der bei den Einlagerungen als Cytoplasmatyp (3) verwendeten Pflanze 2035/1

Selbstung von 2035/1 Bestaubung von (S)xxtz (6025/38) durch 2035/1
Einzelpflanzennummer Bonitur bei den Einzelpflanzennummer Bonitur bei den
der Nachkommenschaft Temperaturstufen der Nachkommenschaft Temperaturstufen

14004/ 20°/12°C 24°/24°C 14013/ 20°/12°C | 24°/24°C

3 1x4* 1 3x0 4x0

7 1x4 2 3x0 2x0

9 1x4 3 4x0 1x0

10 2x4 4 3x0 4x0
14 1x4 5 4x0
21 2x4 6 3x0 1x0
24 1x4 7 2x0 1x0
8 3x0 1x0
9 3x0 2x0
10 4x0 3x0
11 2x0 1x0
12 2x0 3x0
13 2x0 2x0
14 3x0 4x0
15 2x0 3x0
16 3x0 3x0
17 2x0 2x0
18 2x0 3x0
19 1x0 2x0
20 3x0 1x0
21 4x0 6x0
22 2x0 3x0
23 2x0 3x0
24 1x0 4x0
25 1x0
26 1x0 2x0
27 1x0 1x0
28 1x0 4x0
29 1x0 2x0
30 1x0 2x0
31 1x0 2x0
32 3x0 3x0
33 1x0 1x0
34 1x0 1x0
35 1x0 3x0
Summe:
(steril : fertil) 0:6 35:0 33:0
Temp- : Temp+ 33:0

* = erster Wert gibt die Zahl bonitierter Dolden an, der zweite die Boniturstufe (0 = steril, 4 = fertil).
Temp- = Temperatur-insensitiv
Temp+ = Temperatur- sensitiv
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Tab. 11.5:  Analyse der bei den Einlagerungen als Cytoplasmatyp (5) verwendeten Pflanze 2023/14
Selbstung von 2023/14 Bestédubung von (S)xxtf (6025/8) durch 2023/14
Einzelpflanzennummer Bonitur bei den Einzelpflanzennummer Bonitur bei den
der Nachkommenschaft Temperaturstufen der Nachkommenschaft Temperaturstufen
14006/ 20°/12°C 24°/24°C 14016/ 20°/12°C | 24°/24°C
1 3x4* 5x4 1 2x4 1x4
2 5x4 2x4 2 2x4 3x4
3 1x4 4x4 3 2x4nb. | 2x0n.b.
4 2x4 1x4 4 2x4 3x4
5 3x4nb 10 x 0 n.b. 5 4x4nb. [ 3x0nb.
1x0 6 4x0 2x0
8 9x4 3x4 7 2x0 1x1n.b.
9 1 x4 n.b. 4x 0n.b. 1 x4 n.b. 1x4
5x0 5x4 8 5x4nb. | 2x0n.b.
10 6x4 9 7x0 5x0
12 6x4 1x4 10 6x4 2x4
13 1x4 11 10x 0 1x0
14 5x4 4x4 12 3x0 2x0
15 1x4 2x4 13 6x0 4x0
16 4x4 1x4 14 2x0 3x0
17 5x4 1x4 15 2x4
18 6x0 1x4 16 3x4 2x4
5x0n.b. 17 2x0 1x4
19 4x4 2x4 18 5x0 3x0
20 1x4 19 1 x4 3x4
21 6x4 8x4 20 3x0 1x0
22 6x0 5x0 21 2x0 7x0
23 4x4 22 3x0 3x0
24 4x4 8x4 23 6x4 3x4
25 3x4 9x4 24 3x0 1x0
26 2x0 5x0 25 1x0 4x0
27 10x4 8x4 26 3x0 2x4
28 2x4 27 3x0 1x4
29 2x4 3x4 1 x4n.b.
30 5x4 I1x4 28 1x1n.b. 1x1n.b.
31 3x0 2x0 1 x4 n.b.
32 5x4 3x4 29 2x0nb. | 5x0n.b.
33 2x4 3x4 3 x 3n.b. 1 x1n.b.
34 5x0 5x4 30 13x0 5x0
35 1x0 4x4 31 4x4 2x4
36 5x4 4x4 32 3x4 1 x0n.b.
37 2x4 1x2n.b. 1x1n.b.
38 1x4 1x4
39 1x4 2x4 33 4x4 2x4
40 5x4 1x4 34 5x4 8x4
42 2x4 1x4 35 8x4 3 x4
43 9x4 1 x0n.b.
2x4
44 5x4
45 1x0 3x4
47 6x4 2x4
48 7x4 3x4
49 6x4 3x4
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Fortsetzung von Tabelle 11.5

Selbstung von 2023/14 Bestédubung von (S)xx#f (6025/8) durch 2023/14
Einzelpflanzennummer Bonitur bei den Einzelpflanzennummer Bonitur bei den
der Nachkommenschaft Temperaturstufen der Nachkommenschaft Temperaturstufen

14006/ 20°/12°C 24°/24°C 14016 20°/12°C | 24°/24°C

50 9x4 8x4

51 T7x4 5x4

52 4x4 2x4

53 5x4 3x4

54 3x4

55 6x4 2x4

56 2x0 2x0

57 4x4 x4

58 9x0 9x0

59 6x4 4x4

60 5x4 5x4

61 4x4 3x07?n.b.

62 4x4 1x4

63 2x0 2x0

64 2x0 3x0

65 5x4 5x4

66 6x4 2x4

67 Ix1 3x4

68 5x4 3x4

69 5x4 4x4

70 1x4 2x4

Summen:
steril : fertil 14:51 7:46 17:13 13:16
Temp- : Temp+ 7:7 13:4

* = erster Wert gibt die Zahl bonitierter Dolden an, der zweite die Boniturstufe (0 = steril, 4 = fertil).
Temp- = Temperatur-insensitiv
Temp+ = Temperatur- sensitiv
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zu Kapitel 8:

In der Tabelle 11.6 sind die Boniturwerte von Pflanzen der Linie 6025 bei 20°/12°C
(Kontrolle) sowie bei Tetracyclinbehandlung und bei hohen Temperaturen (konstant 24°C)

beschrieben. In der letzten Spalte ist der daraus abgeleitete Genotyp angegeben.

Tab.11.6:  Boniturwerte von CMS-Pflanzen der Linie 6025 zur Bestimmung ihres Genotyps

beziiglich des A/a und T/t-Locus

Einzelpflanzen- Bonitur bei der Bonitur bei 20/12°C Bonitur bei Genotyp

Nummer Kontrolle: 20°/12°C [ und Tetracyclin 24°/24°C
6025/ 2 2x0* 1x0 3x0 S)xxA. tt

6 1x0 - 1x4 S)xx.. T.
11 1x0 2x4 - (S) xx aa ..
12 3x0 1x0 - (S) xx A. ..
14 1x0 7x0 2x4 S)xxA. T.
16 1x0, 1x1 1x2, 2x4 - (S) xx aa ..
19 Ix1 - 1x4 S)xx..T.
21 2x0 6x0 4x0 (S) xx A.tt
22 2x0 3x0 1x4 (S)xx4. T
23 5x0 8x0 4x0 (S)xx 4. tt
24 2x0 9x0 3x0 (S)xx 4. tt
25 5x0 4x2, 2x3, 4x4 8x4 S)xxaaT.
26 7x0 6x0 6x4 S)xxA. T.
27 5x0 1x2, 6x3, 5x4 3x4 S)xxaaT.
28 3x0 7x0, 1x1 3x4 S)xxA. T.
29 1x0, 1x1, 1x3 18x 4 20x 4 S)xxaaT.
30 - 4x0 10x 4 S)xxA. T.
32 I1x1,1x2 2x4 2x4 S)xxaa T
35 1x0 1x0 - (S) xx 4.
42 1x0 - 1x4 (S)xx..T.
43 1x0 2x0 - (S) xx 4. ..
46 1x0 3x0 - (S) xx 4. ..
48 2x0 2x0, 1x1, 1x3 2x4 (S)xx4. T
49 3x2, 1x3 12x4 5x4 -
50 4x0 - 1x0 S)xx..tt
51 3x1 7x4 4x4 S)xxaaT.
52 7x0 1x0 3x0 (S)xx A. tt
53 7x0 2x0 2x0 (S)xx A. tt
54 3x0 4x0 1x0 (S)xx 4. tt
55 3x0 3x0 1x4 (S)xx4. T
56 8x0 2x3, 5x4 5x4 S)xxaaT.
57 5x0 7x0 5x0 (S)xx 4. tt
58 4x0 5x0 2x4 (S)xx4. T
59 6x0 4x0 2x0 (S)xx 4.t
60 8x0 4x0 2x3, 3x4 S)xxA. T.
61 1x0 5x0 3x4 S)xxA. T.
62 3x4 6x4 5x4 -
63 9x0 7x0 4x0 (S)xx A. tt
64 1x0 10x0 11x4 S)xxA. T.
65 1x0 - 6x0 S)xx..tt
67 3x0 4x0, 1x1 13x4 (S)xx4. T
69 4x3-4 9x4 5x4 -
70 6x0 - 1x0 S)xx..
71 1x4 7x4 4x4 (S) xx
72 1x0 - 5x4 S)xx..T.
73 1x0, 1x1, 1x3, 1x4 10x 4 7x4 -
74 6x0 3x0 3x0 (S)xx A. tt
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Fortsetzung von Tabelle 11.6

Einzelpflanzen- Bonitur bei der Bonitur bei 20/12°C Bonitur bei Genotyp
Nummer Kontrolle: 20°/12°C [ und Tetracyclin 24°/24°C

75 3x0 - 6x0 S)xx..tt
76 3x0 3x0, 3x4 6x4 S)xxaaT.
77 4x0 5x0 2x0 S)xx A. tt
78 1x0 - 1x0 S)xx..
79 3x3 5x4 18x 4 -

80 13x0 6x0 3x0 (S)xx 4. tt
81 4x0 4x0 9x4 (S)xx4. T
82 2x0 2x0, 4x4 6x4 (S)xxaaT.

* = erster Wert gibt die Zahl bonitierter Dolden an, der zweite die Boniturstufe (0 = steril, 4 = fertil).
Anmerkung: Bei Kontrollboniturwerten von 2 und mehr wurde kein Genotyp bestimmt, da nicht klar ist,
warum diese Pflanzen zur Bildung von Pollen neigen.
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