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Einleitung

Einleitung

Turnip yellows virus (TuYV) gehdort zur Gruppe der Poleroviren in der Familie der
Luteoviridae und wird persistent durch Blattlause Ubertragen. Es ist weltweit
verbreitet und stellt aufgrund erheblicher Ertragsverluste, die nach kinstlicher
Inokulation mit dem Virus durchaus im Bereich von 12-34 % liegen kdnnen, ein
bedeutendes Pathogen im Rapsanbau dar. Insbesondere vor dem Hintergrund
steigender Durchschnittstemperatuen in Verbindung mit milden Wintern und somit
einem vermehrten Auftreten der Virusvektoren, gewinnt das TuYV an Bedeutung,
und somit auch die Resistenz gegen dieses Virus. Dies gilt insbesondere im Rahmen
einer umweltvertraglichen Rapsproduktion, da resistente Sorten durch den Wegfall
der Vektorenbekdmpfung zur Reduktion des Insektizideinsatzes beitragen.
Voraussetzung flr eine gezielte zlichterische Bearbeitung der TuYV-Resistenz sind
detaillierte Kenntnisse Uber die Genetik der Resistenz.

Die fur eine erfolgreiche Selektion nétige Vermehrung TuYV-tragender Blattlause fir
die kiinstliche Infektion auf dem Feld, gefolgt von einem serologischen Nachweis der
Resistenzreaktion, ist nur schwer in den praktischen Zuchtgang zu integrieren. In
diesem Zusammenhang stellen molekulare Marker, welche eine sichere Selektion im
Labor in frlhen Entwicklungsstadien erlauben, wichtige Hilfsmittel dar. Erstes Ziel
dieser Arbeit war es daher anhand doppelhaploider Linien, die eine sichere und
wiederholbare Erfassung der Resistenzreaktion ermdglichen, die Vererbung der
TuYV-Resistenz aufzuklaren. Basierend auf diesen Ergebnissen sollten molekulare
Marker entwickelt werden, die eine sichere markergestiitzte Selektion gestatten.

Im Einzelnen sollten diese Ziele wie folgt erreicht werden:

e 111 DH-Linien (resistent x anfallig) wurden hinsichtlich ihres Resistenzverhaltens
gegentber dem TuYV unter Verwendung virustragender Blattlause und
Virusnachweis mittels DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked
Immonusorbent Assay) zu den Terminen Dezember, April, Mai/Juni
phénotypisiert. Anhand dieser phanotypischen Daten sollten Rickschlisse uber
die Vererbung der TuYV-Resistenz gezogen werden.

e Basierend auf den phéanotypischen Daten und der Erkenntnisse zur Genetik der
TuYV-Resistenz sollten unter Verwendung der “bulked segregant analysis” (BSA)
eng mit der Resistenz gekoppelte Mikrosatelliten und AFLP-Marker entwickelt
werden, die eine effektive markergestitzte Selektion auf TuYV-Resistenz
ermoglichen.
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1 Literaturiibersicht

1.1 Turnip yellows virus

1.1.1 Taxonomische Einordnung

Das Turnip yellows virus (TuYV) gehért zur Gruppe der Poleroviren in der Familie der
Luteoviridae, ebenso wie das sehr eng verwandte Beet western yellows virus
(BWYYV), Beet chlorosis virus (BChV), Beet mild yellowing virus (BMYV) und das fur
die Virus-Gruppe namensgebende Potato leafroll virus (PLRV). Ebenso zu den
Poleroviren gehoren Cereal yellow dwarf virus (CYDV), Cucurbit aphid-borne virus
(CABYV) und Sugarcane yellow leaf virus (ScYLV) (D’ARCY UND DOMIER, 2005).

Poleroviren liegen als einzelstrangige, positiv gerichtete RNA [(+)ssSRNA] vor. Die
hexagonalen Virionen mit einer ikosahedralen Symmetrie (T=3) weisen eine Grolie
von 25-30nm Durchmesser auf. Sie besitzen kein envelope, d.h. die Proteinhille
(Nukleocapsid) des Virus ist nicht von einer Lipiddoppelschicht umgeben. Die
Replikation ist nicht an ein Helfervirus gebunden. Auch kodiert das Genom keine
Reverse Transkriptase und integriert sich nicht in das Wirts-Genom (D’ARCY UND
DOMIER, 2005).

Das Genom der Poleroviren hat eine Grof3e von etwa 5,5-5,9kb (D’ARCY UND DOMIER,
2005). Fur das BWYV, das sehr eng mit TuYV verwandt ist, wurde eine Genomgréi3e
von 5,64kb ermittelt (VEIDT ET AL.,, 1988). Das Genom enthdlt sechs offene
Leserahmen (open reading frames, ORFs) sowie ein am 5’-Ende der genomischen
RNA kovalent gebundenes Protein (VPg) (REUTENAUER ET AL., 1993). Die Anordnung
und GroRe der ORFs macht eine Unterscheidung der Gruppen innerhalb der Familie
der Luteoviridae mdglich (D’ARCY UND DOMIER, 2005). Fir eine Differenzierung der
Viren innerhalb entsprechender Gruppen sind dagegen Sequenzvergleiche
notwendig (VEIDT ET AL., 1988; GUILLEY ET AL., 1995; MOONAN ET AL., 2000).

Die einzelnen ORFs kodieren fur verschiedene Proteine. So die ORFs des 5’-Endes
(ORFO0, ORF1 und ORF2) vor allem fir Proteine, die in die Virusreplikation involviert
sind, und die des 3’-Endes (ORF3, ORF4 und ORF5) kodieren flr Struktur-Proteine
(TERRADOT ET AL., 2001). So ist das von ORFO kodierte Protein PO wahrscheinlich
verantwortlich fur die Symptomentwicklung (VAN DER WILK ET AL., 1997a) und die
Unterdriickung des post-transkriptionalen gene silencing (PTGS) (PFEFFER ET AL.,
2002; FOMITCHEVA ET AL., 2004), sowie die Virusanreicherung (SADOWI ET AL., 2001).
ORF1 kodiert bei Poleroviren das VPg (VAN DER WILK ET AL., 1997b), wahrend ORF2
das Protein P2 kodiert, welches virale RdRp-Proteinstrukturelemente (RNA-
dependent RNA polymerase) tragt sowie mdoglicherweise eine Helikase-Aktivitat
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besitzt (DOMIER ET AL., 2002; FOMITCHEVA ET AL., 2004). ORF3 kodiert fir das
Hillprotein P3 (CP, coat protein) (ZIEGLER-GRAFF ET AL., 1996; FOMITCHEVA ET AL.,
2004; TORRES ET AL., 2005), ORF4 das Transportprotein P4 (movement protein, MP)
(ZIEGLER-GRAFF ET AL., 1996; FOMITCHEVA ET AL., 2004). Dagegen ist ORF5 fir die
Aufrechterhaltung der Virionen in der Hamolymphe der Aphiden und ihren
Durchgang durch die passierbaren Speicheldrusen-Zellen und somit fir die
Blattlausiibertragbarkeit des Virus verantwortlich (FOMITCHEVA ET AL., 2004; DREWS ET
AL., 2004). Das VPg ist in die RNA-Replikation involviert (D’ARCY UND DOMIER, 2005).

Poleroviren sind auf das Phloem beschrankt, d.h. in anfalligen Wirten wandert das
Virus passiv mit dem Assimilat-Fluss (ber grossere Entfernungen durch die
Siebelemente des Phloem (DERRICK UND BARKER, 1997). Nach neueren
Erkenntnissen wird fir das PLRV beschrieben, dass dieses auch in den Begleitzellen
des Phloems, sowie gelegentlich im Zytoplasma der Phloem-Parenchymzellen und
auch in Mesophylizellen in direkter Nachbarschaft zum infizierten Phloem gefunden
wird. Allerdings konnte hier bislang keine Zell-zu-Zell-Wanderung nachgewiesen
werden (VAN DEN HEUVEL ET AL., 1995).

1.1.2 Wirtspflanzen und Infektionskreislauf des TuYV

Das TuYV, wie Poleroviren allgemein, wird persistent-zirkulativ, jedoch nicht
propagativ durch Blattlause Ubertragen (BRAULT ET AL., 1995), wobei als Hauptvektor
Myzus persicae (Grune Pfirsichblattlaus) genannt wird (SCHLIEPHAKE ET AL., 2000).

TuYV istin der Lage, viele Pflanzarten zu infizieren, so dass an dieser Stelle nur eine
Auswahl Uberprufter Wirtspflanzen aufgefuhrt wird (GRAICHEN UND RABENSTEIN, 1996).
Zum Kulturarten-Wirtskreis des TuYV zahlen viele Arten, Unterarten und Varietéaten
der Gattungen Brassica und Raphanus, sowie Vicia faba (Ackerbohne), Lupinus
albus (WeiRe Lupine), Lupinus luteus (Gelbe Lupine), Pisum sativum (Erbse),
Phacelia tanacetifolia (Bienenfreund), Lepidium sativum (Gartenkresse), Sinapis alba
(WeiRer Senf), Lactuca sativa (Salat) und Valerianella locusta (Feldsalat). Unter den
Wildpflanzen z&hlen z.B. Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand), Thlaspi arvense
(Ackerhellerkraut), Stellaria media (Vogelmiere), Taraxacum officinale (Léwenzahn),
Veronica arvensis (Feld-Ehrenpreis) und Papaver rhoeas (Klatschmohn) zum
Wirtskreis des TuYV.

Winterraps ist ein Primarwirt des TuYV. Im Herbst, d.h. bereits ab September fliegen
infektibse M. persicae die Winterrapsbestande an (STeUDEL, 1952) und Ubertragen
das Virus. Bis zum Frosteintritt entwickeln sich gro3e M. persicae-Populationen und
verbreiten das TuY-Virus durch Wanderung in den Winterraps-Bestanden. Bis zum
Eintreten starker Froste entwickeln sich die Blattlauspopulationen weiter. Je gro3er
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die Populationsstéarke und je spater starke Froste eintreten, um so eher ist die
Maoglichkeit einer erfolgreichen anholozyklischen Entwicklung im Laufe des Winters
gegeben (STEUDEL, 1952). M. persicae sind in der Lage kurzzeitige Froste von -4°C
ohne Schaden zu tberdauern (HEINZE UND PROFFT, 1938). Bei mehr als zwei Tagen
Kalteeinwirkung ab -6°C ist mit einer Schwachung bzw. Letalitat der Blattlause zu
rechnen, und Temperaturen von -12°C uber mehr als zwei Tage kdnnen von
M. persicae nicht Uberlebt werden (HeINzE, 1948). Im Falle einer anholozyklischen
Uberwinterung wandern M. persicae im Friihjahr auf die Sommerwirte ab, d.h. auf
andere Kulturpflanzenbestande oder auf Wildpflanzen, die ebenfalls mit dem Virus
infiziert werden kénnen. Der Zyklus schlief3t sich im Herbst, wenn von TuYV-
infizierten Sommerwirten die Blattlause wieder in die jungen Winterraps-Bestande
einfliegen (PAuL, 2003). Nach alteren Aussagen von GERSDORF (1955), KENNEDY ET
AL. (1959), MULLER (1954a) und HiLLE Ris LAMBERS (1946) ist eine holozyklische
Uberwinterung von M. persicae lediglich auf Prunus ssp. und verwandten Gattungen
zu beobachten, in aktiven Stadien, d.h. holozyklisch, jedoch unter anderem auch auf
vielen Brassicaceae (CHAMBERLIN, 1950; Lowe, 1962; Hsu, 1963; VAN EMDEN ET AL.,
1969), wobei MULLER (1954b) die Vermutung auferte, dass es sich hierbei um eine
andere Rasse von M. persicae handelt, die generell rein anholozyklisch lebt.
Virusinfizierte Winterrapsbestande kdnnen daher in Verbindung mit milden Wintern
als griine Brucke fir das Virus dienen.

1.1.3 Differenzierung zwischen BWYV und TuYV

Da lange Zeit aufgrund fehlender Mdoglichkeiten einer Differenzierung auf
Genomebene und aufgrund der sehr &hnlichen Hullprotein-Strukturen eine
serologische Unterscheidung schwierig war, wurde davon ausgegangen, dass es
sich bei den in der Gattung Brassica und auch bei Beta-Riben auftretenden
Luteoviren um verschiedene Stdmme eines Virus handelt. So zeigten frihe
serologische Untersuchungen eine sehr enge Verwandtschaft zwischen Isolaten des
BWYV aus Amerika und England zu TuYV-Isolaten aus England und Deutschland
(DUFFUS UND RUSSELL, 1972), d.h. die Isolate konnten mit polyklonalen Antiseren
nicht differenziert werden. Folglich wurden diese Viren zunéachst unter dem Namen
Beet western yellows virus (BWYV) zusammengefasst, und Turnip yellows virus
(TuYV), Malva yellows virus, Radish yellows virus, Beet mild yellowing virus (BMYV)
und Turnip mild yellows virus (TMYV) als Synonyme fir das BWYV aufgefal3t
(DuFFus, 1972; D'ARCY, 1986; RANDLES ET AL., 1995).

Erst aufgrund umfangreicher Wirtskreisuntersuchungen konnte nicht nur das BWYV
vom sehr eng verwandten BMYV unterschieden, sondern auch das BWYV selbst in
zwei verschiedene Viren differenziert werden. So wurden europdaische Isolate des
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BWYV identifiziert, die Pflanzen der Gattung Brassica infizieren konnten, jedoch nicht
pathogen fir die Zuckerriibe (Beta vulgaris) sowie sechs weitere Unterarten und
Varietaten der Gattung Beta waren (GRAICHEN UND RABENSTEIN, 1996). Folglich
wurde vorgeschlagen, diese européischen BWYV-Isolate in das bis dahin nur als
Synonym verwendete Turnip yellows virus (TuYV) umzubenennen, um von der
irreflhrenden Bezeichnung (Beet) Abstand zu gewinnen (GRAICHEN UND RABENSTEIN,
1996). Amerikanische Isolate des BWYV, die neben Brassica-Arten auch die Gattung
Beta infizieren kodnnen, behielten die Bezeichnung BWYV, wobei BMYV dadurch
abgegrenzt werden konnte, dass es Beta, aber nicht Brassica infiziert (GRAICHEN UND
RABENSTEIN, 1996).

Spatere Wirtskreisuntersuchungen bestatigten, dass TuYV fir B. vulgaris und
Chenopodium capitatum (Ahriger Erdbeerspinat) nicht pathogen ist (HAUSER ET AL.
2002; BEUVE ET AL., 2008). Auch zeigten Vergleiche auf Genomebene Sequenz-
unterschiede zwischen TuYV und BWYV (VEIDT ET AL., 1988).

Phylogenetische Untersuchungen der Proteinsequenzen bestatigten die einerseits
sehr enge Verwandtschaft des TuYV zu BMYV, BWYV und BChV sowie gleichzeitig
die Eigenstandigkeit des TuYV als ein Viurs innerhalb der Gruppe Poleroviren
(BEUVE ET AL., 2008; TORRES ET AL., 2005).

Da in vielen Arbeiten unter dem Namen BWYV Ergebnisse veroffentlicht wurden, die
unter Umstanden jedoch aufgrund des Zusammenhanges (wie z.B. die genannten
Wirtskreise) dem TuYV zugeordnet werden konnen, werden im Folgenden auch
Arbeiten zitiert, die das BWYV betreffen, jedoch zusétzlich mit der Bezeichnung
Jsyn. TuYV)" versehen, fir den Fall, dass der Kontext oder eine vom Autor selbst
geaulerte Vermutung auf das TuYV schlie3en lasst.

1.1.4 Vorkommen des TuYV

Erste Berichte Uber das Auftreten des BWYV/TuYV erschienen schon vor einem
halben Jahrhundert. So wurde schon vor mehr als 5 Jahrzehnten das TuYV unter der
Bezeichnung ,jaunisse des navets* (VANDERWALLE, 1950) und wenig spater das
Vorkommen von Radish yellows virus in Kalifornien (USA) beschrieben (DUFFus,
1960). Ein Jahr spater wurde dieses Virus in BWYV umbenannt, da es an Rettich
und Beta-Ruben Vergilbungen verursacht (Durrus, 1961). Aufgrund fehlender
Maoglichkeiten zur strikteren Unterscheidung wurden diese Viren indes als ein Virus
oder als verschiedene Isolate eines Virus behandelt.

Das TuYV ist weltweit verbreitet. So berichten CouTTs UND JONES (2000) und CouTTs
ET AL. (2006) aus Sud-West-Australien von BWYV (syn. TuYV) infiziertem Raps
sowie SMITH UND HINCKES (1985), SMITH ET AL. (1996), DUFFUS UND RUSSELL (1970)
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und DUFFUS UND RUSSELL (1975) von BWYV (syn. TuYV) aus England. Des Weiteren
wird von positiven TuYV-Testungen von Pflanzenproben aus Neuseeland, China und
Tansania berichtet (GRAICHEN UND SCHLIEPHAKE, 2000). Auch aus Osterreich liegen
Meldungen von zum Teil hochgradig mit TuYV infizierten Bestanden vor (GRAICHEN
ET AL., 2000b).

Die natirliche Infektionsrate im Pflanzenbestand wird mit bis zu 100 % (SMITH UND
HINCKES, 1985; GRAICHEN UND SCHLIEPHAKE, 2000; SCHRODER, 1994) beziffert.
Hierzulande ermittelten GRAICHEN ET AL. (1997) vor allem in mitteldeutschen und
nordlichen Bundeslandern tberwiegend einen hohen naturlichen Befall mit TuYV. Es
wurde allerdings auch eine hohe Variation zwischen den Jahren hinsichtlich des
nattrlichen TuYV-Befalles festgestellt (GRAICHEN UND SCHLIEPHAKE, 2000).

Die beobachteten Schwankungen der natirlichen Infektionsraten zwischen verschie-
denen Jahren wurden in einen direkten Zusammenhang mit dem Vektor-Flug
gebracht. So beglinstigt eine milde Witterung im Herbst und Winter durch den
verstarkten Blattlausflug und die magliche anholozyklische Uberwinterung der
Vektoren hohe Infektionsraten (GRAICHEN UND SCHLIEPHAKE, 2000). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass in Regionen mit vorherrschend kontinentalem Klima im
Gegensatz zu kuhleren und feuchteren Lagen vermehrt TuYV infizierte Bestande
auftreten (GAICHEN ET AL., 2000c).

1.1.5 TuYV-Symptome

TuYV verursacht zunachst Anthozyanfarbungen und gelegentlich Roétungen der
Blattrander bereits im Herbst, welche jedoch im Frihjahr mit Einsetzen des Pflanzen-
wachstums wieder zuriickgehen (GRAICHEN, 1995b; GRAICHEN, 1999). Mit Beginn
warmerer Witterung und mit Einsetzen der ziigigen Pflanzenentwicklung im Fruhjahr
sind Wuchsminderungen bei infizierten Pflanzen zu beobachten (GRAICHEN, 1995b;
GRAICHEN, 1999). Mit Beginn der Blite treten, verstarkt an den dalteren Blattern,
Rotungen, Vergilbungen und gelegentlich auch Nekrosen auf (GRAICHEN, 1995b;
GRAICHEN, 1999) (Abbildung 1). Die Symptome sind besonders in Randbereichen
von Rapsfeldern zu beobachten (GRAICHEN, 1995b; GRAICHEN, 1999). Infizierte
Pflanzen reagieren zudem mit erheblichen Ertragsverlusten (GRAICHEN, 1999).

Symptome, die auch das TuYV verursacht, deuten nicht zwangslaufig auf eine
Virusinfektion hin (GRAICHEN ET AL., 2000b; SMITH UND HINCKES, 1985; COUTTS UND
JONES, 2000). So kénnen die genannten Symptome auch zu einer Verwechslung mit
abiotischen Stressfaktoren wie Bodenverdichtung, Staunasse, Kélte oder Nahrstoff-
mangel fihren (GRAICHEN, 1995b; GRAICHEN, 1999).
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Abbildung 1: TuYV-Symptome - Rote Blattfarbungen, insbesondere an den
alteren Blattern [Aschersleben, 22.05.2006 (links oben und rechts), 02.06.2006
(links unten)].

1.1.6 Durch TuYV verursachte Ertragsverluste

Luteoviren z&éhlen zu den 6konomisch wichtigsten Pflanzenviren. Ertragsverluste
durch TuYV wurden in zahlreichen Versuchen ermittelt. In einem Versuch uber drei
Jahre mit kunstlicher TuYV-Infektion wurden 12-34 %, bzw. im dreijahrigen Mittel
20,4 % Ertragsreduktionen, entsprechend ca. 8dt/ha ermittelt (GRAICHEN, 1997).
SCHRODER (1994) berichtete von Untersuchungen mit kumulierten Einzelpflanzen, die
bedingt durch eine Infektion mit BWYV (syn. TuYV) um 40-50 % geringere Ertrage
erzielten. JAY UND SMITH (1994) ermittelten insgesamt einen negativen Einflu auf
das Pflanzenwachstum und ermittelten Ertragsverluste von 26 % bei einer kinst-
lichen BWYV (syn. TuYV)-Infektion. In einem zweijahrigen Versuch an 10 tber ganz
Deutschland verteilten Orten mit vier anfélligen Winterrapssorten und kunstlicher
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TuYV-Infektion wurde im Durchschnitt ein Ertragsverlust von 11,2 % ermittelt, wobei
an einigen Standorten signifikante Ertragsminderungen von lber 30 % festgestellt
wurden (PAETSCH ET AL., 2004). Aus Australien berichten JONES ET AL. (2007) bei
einer 96-100 % igen BWYV (syn. TuYV)-Infektion von Ertragsverlusten bei Kdrner-
raps von 37-46 %, sowie einem um 3 % veringerten Olgehalt, einem um 11 %
reduzierten Korngewicht, bis zu 44 % weniger Erucaséure und von einem um 6-11 %
reduzierten Proteingehalt. Von einer Reduktion des Olertrages um 13,4 % berichten
SMITH UND HINCKES (1985) nach 100 % iger BWYV (syn. TuYV)-Infektion.

Der Zusammenhang zwischen Insektizideinsatz gegen die Vektoren und dem
Infektionsniveau wurde von READ UND HEwWSON (1988) und WALSH ET AL. (1989)
untersucht. Es zeigte sich, dass unter groRem Aufwand, d.h. durch wiederholte
Insektizid-Behandlungen, durchaus ein positiver Einfluss auf den Ertrag erzielt
werden konnte (WALSH ET AL., 1989). Allerdings gestaltet sich ein effektiver Insektizid-
Einsatz bei verzetteltem Blattlausflug schwierig und mdoglicherweise fiihren erst
mehrere Behandlungen zum Erfolg (READ UND HEWSON, 1988).

1.2 Erbliche Virusresistenz

1.2.1 TuYV-Resistenz in Raps

Als 6kologisch und 6konomisch sinnvollste Mdéglichkeit, den durch das TuYV verur-
sachten Ertragsschaden entgegen zu wirken, ist die Zichtung TuYV-resistenter
Sorten zu sehen.

Wie in Kapitel 1.3.1 n&her beschrieben wird, geht der Raps urspriinglich auf eine
spontane Kreuzung der Ausgangsformen Kohl (B. oleracea) und Riubsen (B. rapa)
zuriick (GEISLER, 1991; GRAICHEN, 1994). Die Elternarten sind generell anféllig
gegenuber TuYV (GRAICHEN, 1994). Hingegen ist in B. rapa ssp. pekinensis
Resistenz gegen TuYV héufig anzutreffen (GRAICHEN, 1994).

Durch Kreuzung der TuYV-anfélligen Kohlsorte 'Stone Head’ (B. oleracea convar.
capitata var. capitata) mit dem TuYV-resistenten Chinakohl 'Nr. 67’ (B. rapa ssp.
pekinensis) entstand der TuYV-resistente Resynthese-Raps 'R54’ (vergl. GIRKE,
2002). Dieser neue Rapsstamm wurde in den 1970er Jahren vor dem Hintergrund
der Etablierung der Embryo-Kultur und zur VergréBerung der genetischen Breite an
der Georg-August-Universitat in Gottingen erstellt (vergl. GLAND, 1980 und GLAND,
1982) und stellte sich spater in speziellen Resistenzprifungen (GRAICHEN, 1994) als
TuYV-resistent heraus.

Versuche zur Klarung des Vererbungsmodus ergaben bisher nur ungesicherte
Angaben. So nahm GRAICHEN (1994) an, dass die Vererbung durch ein oder wenige
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Gene bedingt sei, wahrend spater die Vermutung geauf3ert wurde, dass die TuYV-
Resistenz polygenisch vererbt ist (GRAICHEN, 1998). Vergleichende Versuche im Feld
sowie Gewachshaus zeigten einen hoheren Anteil TuYV-resistenter Einzelpflanzen
unter Freilandbedingungen, wodurch die Annahme gestutzt wurde, dass die
Resistenzauspragung umweltbeeinflusst ist und héhere Temperaturen eine héhere
Zahl anfallig reagierender Einzelpflanzen bewirken (GRAICHEN, 1998). Verminderte
Virusgehalte in den Sorten 'Fertédi’ und 'Gorzcanski’ gaben erste Hinweise, dass es
sich um eine quantitative Resistenz handelt (GRAICHEN, 1995a).

Im Zuge weiterer Resistenztestungen wurde beobachtet, dass die Resistenz uber
eine starke Verringerung der Viruskonzentration wirkt, die unter Umstédnden mit
speziellen Nachweismethoden wie TBIA (Tissue Blot Immuno Assay) und DAS-
ELISA (Double Anitbody Sandwich Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) nicht
nachweisbar ist, sehr wohl aber mittels IC-RT-PCR (Immunocature Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction), mit der noch geringste Mengen bis ca.
0,05pg/ml nachgewiesen werden kdnnen (GRAICHEN ET AL., 1998; GRAICHEN ET AL.,
2000a). Auch ergaben Testungen verschiedener Pflanzenorgane, dass ein
Virusnachweis in Wurzelmaterial am zuverlassigsten ist, insbesondere wenn in
oberirdischen Pflanzenorganen kein Virusgehalt mehr nachweisbar ist (GRAICHEN ET
AL., 2000a). Gleiche Beobachtungen machte auch PAETSCH (IN VORBER.), d.h. dass
das Virus in der Wurzel noch nachweisbar war, obwohl in Blattmaterial, Stangel,
Knospen und Schoten mittels DAS-ELISA kein Virus detektiert werden konnte. Eine
extreme Resistenz, bei der alle Pflanzenorgane virusfrei und auch Ricklbertra-
gungsversuche negativ blieben, wurde in Material gefunden, das auf eine Kreuzung
von Winterraps mit dem resistenten Resyntheseraps 'R54’ zurlickging (GRAICHEN ET
AL., 2000a). Im Widerspruch dazu stellte PAETSCH (IN VORBER.) fest, dass vereinzelt
auch im Resyntheseraps 'R54' geringe Virusgehalte, vor allem in der Wurzel,
nachgewiesen werden kdnnen.

1.2.2 Resistenz gegen Poleroviren

Ahnliches wie fir TuYV in Raps berichten WALKEY UND PINK (1990) fur BWYYV in Salat
(Lactuca sativa). Hier wurde beobachtet, dass das Resistenz-Niveau je nach Sorte
sehr unterschiedlich sein kann und von anféllig bis zu extrem resistent bzw. immun
variiert. Auch die Beobachtung, dass eine reduzierte Virusinfektion in Pflanzen
nachzuweisen war, die bei niedrigerer Temperatur wuchsen, steht mit Beobachtun-
gen von GRAICHEN (1998) in Einklang.

Gegeniiber dem BWYV wiesen DUFFUS UND MILBRATH (1977) einerseits eine extreme
Resistenz in Sorten der Soyabohne (Glycine max) nach, berichteten aber auch von
quantitativer, unvollstandig ausgepragter Resistenz, die auf eine Heterogenitat in den
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anfalligen Genotypen zuruckzufiihren sein kdnnte oder nur eine mittlere Anfalligkeit
darstellt, d.h. auf eine quantitative Resistenz hindeutet.

In Spinat (Spinacia oleracea) wurde bei einigen Genotypen neben einer schwachen
Auspragung von Krankheitssymptomen auch eine geringere relative Viruskonzentra-
tion des BMYV nachgewiesen und auf einen quantitativen Charakter der Virusresis-
tenz geschlossen (SCHMIDT ET AL., 1989).

Das mit dem TuYV ebenfalls sehr eng verwandte PLRV wurde hinsichtlich Resistenz
ausfuhrlich untersucht. So wurde zunéchst von einem reduzierten Virusgehalt in
resistenten Kartoffelpflanzen (Solanum tuberosum) berichtet, verbunden mit der
Vermutung, dass es sich bei der Resistenz um eine dominant vererbte, polygenisch
kontrollierte Infektionsresistenz handelt, bei der eine Infektion grundsatzlich moglich
ist, jedoch die resistenten Genotypen eine stark verringerte Infektionshaufigkeit
zeigen (BAERECKE, 1956; Ross, 1958; BARKER UND HARRISON, 1983). Diese
Infektionsresistenz kann durch eine Ausbreitungsresistenz noch verstarkt werden
(HAMANN, 1962). Der aullergewdhnlich niedrige Gehalt an PLRV-Antigenen im
untersuchten Blattextrakt wurde mit einer Verringerung der Anzahl virusinfizierter
Phloem-Begleitzellen begriindet (BARKER UND HARRISON, 1984). Wie auch bei den
Beobachtungen des TuYV in Raps und des BWYV in Salat konnte hinsichtlich des
PLRV in Kartoffeln beobachtet werden, dass in einigen der im Feld hoch resistenten
Klone Virus nachgewiesen werden konnte, sobald diese im Gewéachshaus kultiviert
wurden (BARKER UND HARRISON, 1984). Zur selben Zeit wurde beziiglich des
Resistenzmechanismus die Vermutung geauf3ert, dass die PLRV-Resistenz in der
Kartoffel durch eine Verlangsamung der Virusvermehrung und eine reduzierte
Virussynthese, einen erhéhten Abbau von Virionen oder durch eine Beeintrachtigung
der Virusausbreitung bedingt sein kdnnte. Ebenso wurde vermutet, dass an der
Resistenz mehr als nur ein Mechanismus beteiligt ist (BARKER UND HARRISON, 1985).
Untermauert wurde diese Vermutung durch die Tatsache, dass bei hoch
feldresistenten Pflanzen eine Virus-Invasions-Resistenz nachgewiesen werden
konnte, die durch einen polygenisch kontrollierten Mechanismus, der die
Virusausbreitung im Phloemsystem unterbindet, bedingt ist (BARKER, 1987).
Demgegeniiber gehen GASE (1989) und BARKER ET AL. (1994), davon aus, dass die
PLRV-Resistenz durch zwei unabh&ngige, dominante komplementare Gene, die
beide fiir die Auspréagung von Resistenz benétigt werden, gesteuert wird, wobei die
Fahigkeit zur Einschréankung der Virusvermehrung durch ein Hauptgen kontrolliert
werden soll (BARKER UND SOLOMON, 1990). Der Resistenz-Mechanismus soll uber
eine Beeintrachtigung des Kurzstreckentransportes des Virus von den Siebelemen-
ten zu den Begleitzellen wirken, d.h. es sind weniger Zellen im externen Phloem
infiziert (DERRICK UND BARKER, 1997).
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THOMAS UND MINK (1998) berichten von einer Immunitat gegen PLRV bei der Tomate,
sowie von einer scheinbaren Immunitat, bei der weder im Blatt, noch im Sténgel
Virus mit Ruckubertragungen nachgewiesen werden konnte, sehr wohl aber in der
Wurzel, wohin das Virus nach der Infektion einwandert und dort Uber den gesamten
gepriften Zeitraum von bis zu einem Jahr verbleibt.

1.3 Die Kulturpflanze Raps

1.3.1 Entstehung und Herkunft

Der zur Familie der Kreuzblitengewdchse (Brassicaceae) zahlende Raps
(B. napus L.) ist nur als Kulturpflanze bekannt, kommt jedoch auch verwildert vor
(GLADIS UND HAMMER, 1992). Es handelt sich hierbei um eine relativ junge
Kulturpflanze, die wahrscheinlich aus einer spontanen Artkreuzung von Ribsen
(Brassica rapa, syn. Brassica campestris) und Kohl (Brassica oleracea) entstand
(ROBBELEN, 1960). RUDORF (1951) und OLSSON (1960) diskutierten die Mdglichkeit,
dass B. napus in der Natur an mehreren Standorten und aus verschiedenen, noch
immer existierenden Ausgangsform-Rassen entstanden ist. Da keine Wildform von
B. napus bekannt ist, duBBerte OLssON (1960) die Vermutung, dass entweder
verwilderte Formen der Kulturpflanze B. napus nicht von moglichen echten
Wildformen unterschieden werden kdnnen, oder dass der Ursprung von B. napus gar
in Hausgarten zu suchen ist, in denen die Ausgangsformen parallel angebaut
wurden.

Bereits in den 30er Jahren fiihrten MORINAGA (1934) und U (1935) umfangreiche
Untersuchungen durch, in denen nachgewiesen werden konnte, dass der
allopolyploide Raps (B. napus, 2n=38, Genome AACC) aus den Genomen der
diploiden Arten Ribsen (B. rapa, 2n=20, AA-Genom) und Kohl (B. oleracea, 2n=18,
CC-Genom) zusammengesetzt ist und im Abessinischen Senf (Brassica carniata,
2n=34, Genome BBCC) die Genome von B. oleracea und des Schwarzen Senfs
(Brassica nigra, 2n=16, BB-Genom) sowie im Indischen Senf (Brassica juncea,
2n=36, Genome AABB) die Genome von B. nigra und B. rapa kombiniert sind. Dass
der Karyotyp der Ausgangsformen weitestgehend intakt und vollstandig in B. napus
enthalten ist, wurde molekular auf Genom-Basis Uber Kopplungsanalysen von
PARKIN ET AL. (1995) und physikalisch tber Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)
von SNOWDON ET AL. (2002) nachgewiesen.

Um die Verwandtschaftsverhéltnisse zwischen den diploiden Ausgangsarten B. rapa,
B. nigra und B. oleracea sowie die mégliche Entstehungsgeschichte der Gattung
Brassica zu verstehen, wurde die Hypothese aufgestellt, dass diese diploiden Arten
von einem Urelter bzw. Urgenom mit der Basiszahl x=6 Chromosomen (abcdef)
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abstammen mussten (CATCHESIDE, 1934; HAGA, 1938; ROBBELEN, 1960; TRUCO ET AL.,
1996). Die unterschiedlichen Chromosomen-Zahlen der Brassica-Arten kénnten sich
dann zum einen Uber Polyploidie und Polysomie und zum anderen Uber strukturelle
Anderungen wie Duplikationen, Inversionen oder Deletionen von Chromosom-
Abschnitten ausgebildet haben (vergl. GATES, 1938). Diese These stiitzt sich auf die
Aussage, dass nur sechs der Chromosomen hinsichtlich Lange und Symmetrie
wirklich verschieden sind, die tbrigen Chromosomen jedoch starke Homologien zu
dem einen oder anderen dieser sechs Ur-Chromosomen zeigen (ROBBELEN, 1960).
Hinsichtlich der Chromosomenzahl des Urgenoms bestehen jedoch auch
abweichende Ansichten. So ging SikkA (1940) von der Annahme aus, dass das
Urgenom eine Basiszahl von x=5 Chromosomen aufweist, wahrend QUIROS ET AL.
(1988) und WARwICK UND BLACK (1991) von x=7 Chromosomen berichten, da die
niedrigste genomische Zahl, die in Brassica und eng verwandten Arten gefunden
wurde 7 betragt. SONG UND OSBORN (1992) gehen von der Annahme aus, dass
Brassica montana oder eine vergleichbar eng verwandte Art der gemeinsame
Vorfahre von B. oleracea und B. rapa ist. Nach der Hypothese der Chromosomen-
Homoeologie (ROBBELEN, 1960) leiten sich die diploiden Genome wie folgt ab:
B.rapa (x=10, aabcddefff), B. nigra (x=8, abcddeff) und B. oleracea (x=9,
abbccdeef).

Zwischen B. oleracea und B. rapa konnte ein hoher Verwandtschaftsgrad
nachgewiesen werden (SONG ET AL, 1988a; WARWICK UND BLACK, 1991; PARKIN ET AL.,
1995; TRUCO ET AL., 1996; SNOWDON ET AL., 2002). Grofie Abschnitte der beiden
Genome sind co-linear und Rekombinationen kommen zwischen homologen
Abschnitten der Chromosomen beider Genome vor (LYDIATE ET AL., 1995). Jedoch
besteht auf chromosomaler Ebene eine sehr deutliche Unterscheidung des
B-Genomes zu den Genomen A und C (ATTIA UND ROBBELEN, 1986; ATTIA ET AL.,
1987; CHEVRE ET AL., 1991). SONG ET AL. (1988a), QUIROS ET AL. (1988) und WARWICK
UND BLACK (1991) stellten basierend auf molekularen Verwandtschaftsanalysen die
Theorie auf, dass sich die Ausgangsformen bereits sehr frih von dem Urgenom
trennten und B. nigra eine von B. oleracea und B. rapa gesonderte Abstammunglinie
bilden.

Bei der Entstehung der beiden Ausgangsformen B. oleracea und B. rapa wird davon
ausgegangen, dass sich friihe Formen im europdischen Raum weiterentwickelten
und schlie3lich in den beiden Arten ausdifferenzierten, bzw. sich B. rapa von
B. oleracea abspaltete (TRucO ET AL., 1996). Durch eine weite Verbreitung von
B. rapa von Europa uber Indien bis nach Stdchina (SONG ET AL., 1988b; SONG ET AL.,
1990) und die ortlich unterschiedliche Domestikation aus den lokalen
Wildpopulationen entstand eine grofRe Vielfalt an Unterarten (GLADIS UND HAMMER,
1992). Die Ausbreitung der Wildform von B. oleracea erfolgte laut KORBER-GROHNE
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(1987) vermutlich Uber das européische Mittelmeergebiet, die Atlantik-Klsten bis hin
zu den Nordsee-Kustengebieten.

Der Ursprung von B. napus wird im Mittelmeerraum gesehen, da die Wildarten der
Gattung Brassica hauptsachlich in diesem Gebiet heimisch sind (SikkA, 1940;
OLSSON, 1960; GLADIS UND HAMMER, 1990; SONG ET AL., 1990). Da beide Elternarten
auch an den Kisten des Atlantiks und der Nordsee vorkommen, ist es nicht
auszuschlieRen, dass Rapsformen auch in Nordwesteuropa entstanden sind (SONG
ET AL., 1990). Die Mdglichkeit, dass beide Annahmen stimmen kdnnten, wird von
SONG UND OsSBORN (1992) und NicoLAs ET AL. (2007) diskutiert, da die heutigen
Rapsformen durchaus aus verschiedenen Kreuzungsereignissen der Elternarten
B. rapa und B. oleracea stammen kodnnten.

1.3.2 Resynthese-Raps

Beide Ausgangsformen von B. napus sind sehr formenreich, wahrend bei B. napus
selbst die genetische Diversitat eingeschrankt ist (GLADIS UND HAMMER, 1990). Die
Ausgangsformen von B. napus konnten sich Uber lange Zeit evolutionéar veréandern
bzw. wurden ebenso wie B. napus durch Domestikation weiterentwickelt. Dies ist die
Ursache, dass resynthetisierte Raps-Formen héaufig sehr verschieden von dem
bekannten Raps sind und damit Resynthesen eine Mdglichkeit zur Erweiterung der
genetischen Diversitat darstellen (DOWNEY UND ROBBELEN, 1989; SONG UND OSBORN,
1992; SOLTIS UND SOLTIS, 1995; SEVIS ET AL., 2001). Auf molekularer Ebene konnte
gezeigt werden, dass B. napus genetisch weiter von den Ausgangsformen ist als
interspezifische Kreuzungen (SONG ET AL., 1993; BECKER ET AL., 1995).

Diese groRe Variabilitat bietet also die Moglichkeit Uber eine Nutzung verschiedener
Ausgangseltern einer Resynthese, zichterisch wichtige Eigenschaften zu variieren
und gezielt in die Entwicklung neuer Rapssorten einflieRen zu lassen und damit die
genetische Diversitat zu erweitern (HOSSAIN ET AL., 1990; YAMAGISHI ET AL., 1990).
Dies gilt auch im Hinblick auf die TuYV-Resistenz. So zeigte GRAICHEN (1994), dass
neben einer hohen Anfalligkeit der Ausgangsarten B. oleracea und B. rapa ssp.
oleifera Resistenz in B. rapa ssp. pekinensis zu finden ist. Es erwiesen sich in den
Untersuchungen Genotypen von B. rapa ssp. pekinensis sehr haufig als TuYV-
resistent bzw. reagierten mit verminderten Virustitern, wohingegen Genotypen von
B. rapa ssp. oleifera generell anfallig reagierten (Abbildung 2).

Dass durch die Wahl verschiedener Formen der Ausgangsarten die Eigenschaften
der jeweiligen Resynthese bestimmt werden, zeigen u.a. der Befunde von HOSSAIN
ET AL. (1990) in verschiedenen interspezifischen Kreuzungen von B. rapa mit der
B. oleracea-Sorte 'Yoshin’, aus denen entweder kopfbildende oder rosettenbildende

17



Literaturlibersicht

Typen entstanden. Das Phdnomen, dass die amphidiploiden Resynthesen nicht eine
einheitliche Morphologie aufweisen, die zwischen den Ausgangsformen liegt,
sondern bei Betrachtung individueller Charakteristika (z.B. Kopfbildung) mehr der
einen Ausgangsform &ahneln, in Summe der Charakteristika jedoch morphologisch
zwischen den beiden Ausgangsformen liegen, beschreiben YAMAGISHI ET AL. (1990).

e 1
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L ||l B-napus ||
—1 |
B. oleracea ' | g™ |

cc

s8p. pekinensis _l 85D, oleifera

[[]esistent (- masig resistent []- antatig

Abbildung 2: Vorkommen von TuYV-Resistenz in den Arten der Gattung Brassica (aus
GRAICHEN, 1994).

Neben der Erstellung neuer Raps-Formen koénnte der Weg Uber die interspezifische
Hybridisierung auch daftir genutzt werden, erwiinschte Eigenschaften von einer Art in
eine andere, z.B. aus B. rapa in B. oleracea, zu Ubertragen (HOSSAIN ET AL., 1990).

Die spezielle Nutzung interspezifischer Kreuzungen reicht von der
Resistenzziichtung, z.B. Kohlhernie- (DIEDERICHSEN UND SACRISTAN, 1996) und
Phoma-Resistenz (MITHEN UND MAGRATH, 1992) uber die Qualitatsziichtung,
beispielsweise Gelbsamigkeit (CHEN UND HENEEN, 1992) und Veranderung des
Fettsduremusters (HANSEN UND EARLE, 1994; HEATH UND EARLE, 1995), bis hin zu
Entwicklungsmerkmalen wie frihere Blute bzw. Frihreife (HANSEN UND EARLE, 1994;
AKBAR, 1987; SARLA UND RAUT, 1987). Auch bietet die interspezifische Hybridisierung
Maoglichkeiten fur die Hybridzichtung, z.B. bei der Herstellung der Maintainer-
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Komponente fur Hybrid-Zuchtungsprogramme wie das CMS-System (cytoplasma-
tische mannliche Sterilitat) (CHEN UND HENEEN, 1989).

Zur Synthese des Rapses fiihren verschiedene Verfahren, die von KocH UND PETERS
(1952) sowie HOFFMANN UND PETERS (1958) zusammenfassend vorgestellt wurden:
So kann eine einfache Kreuzung der Ausgangsarten B. rapa (AA) und B. oleracea
(CC) durchgefiihrt werden. Falls die Bastarde nicht von vornherein unreduzierte
Gameten bilden, was gelegentlich vorkommt, kann durch eine Colchicin-Behandlung
in der F; eine Genomverdopplung ausgelost werden, um fertile alloploide
Nachkommen (AACC) zu erzeugen (KOCH UND PETERS, 1952; HOFFMANN UND PETERS,
1958; MITHEN UND MAGRATH, 1992). Im Falle des Vorkommens unreduzierter
Gameten kann direkt Uber Selbstbefruchtung bzw. Kreuzung dieser Bastarde eine
neue amphidiploide Form (AACC) erstellt werden (RUDORF, 1951; KOCH UND PETERS,
1952; HOFFMANN UND PETERS, 1958; AKBAR, 1989). Auch Uber die Kreuzung
tetraploider Ausgangs-formen (AAAA bzw. CCCC) konnen direkt neue
resynthetisierte Rapsformen erzeugt werden (KocH UND PETERS, 1952; HOFFMANN
UND PETERS, 1958; AKBAR, 1989).

Der Weg Uuber die Semisynthese erlaubt es, sowohl die Genome der
Ausgangsformen B. oleracea und B. rapa als auch das Genom einer bereits
bestehenden B. napus Form zu vereinen. Hierzu werden zundchst durch die
Kreuzung von B. napus x B. rapa bzw. B. napus x B. oleracea und anschlieBende
Colchicin-Behandlung amphidiploide Naporapa- (AAAACC) bzw. Napoleracea-
Formen (AACCCC) erstellt. Uber eine weitere Kreuzung der Naporapa-Form x
B. oleracea bzw. Napoleracea-Form x B. rapa wird schliel3lich wieder Raps
gewonnen (KocH UND PETERS, 1952; HOFFMANN UND PETERS, 1958). Diese sog.
L~Semisynthese” kann auch Uber die Nutzung unreduzierter Gameten erfolgen. Hierzu
wird z. B. B. napus mit B. oleracea gekreuzt. Der Bastard (ACC) wird anschlieRend
mit Pollen von B.rapa (A) bestdubt und ergibt bei einer Vereinigung mit einer
unreduzierten Eizelle die Rapsform AACC. Gleiches Schema gilt fir (B. napus x
B.rapa) x B. oleracea. Ebenfalls Uber die Nutzung gelegentlich produzierter
unreduzierter Gameten kann die Kreuzung des Bastards B. rapa x B. oleracea (AC)
mit Pollen von B. napus (AC) erfolgen (RUDORF, 1951; KocH UND PETERS, 1952;
HOFFMANN UND PETERS, 1958).

Eine weitere Moglichkeit, um Uber die Kreuzung einer diploiden mit einer tetraploiden
Ausgangsform, einer Chromosomenverdopplung durch Colchicinierung und einen
weiteren Kreuzungsschritt mit der diploiden Ausgangsform neue B. napus-Formen zu
erstellen, beschreibt CLauss (1975). Allerdings wird die Synthese neuer Rapsformen
haufig durch Selbstinkompatibilitats-Mechanismen erschwert oder verhindert. Erst mit
modernen Embryo rescue-Methoden konnen erfolgreich gréBere Nachkommen-
zahlen je Kreuzung erstellt werden (FRIEDT, 2007).
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1.3.3 Bedeutung und Verwendung von Raps

Raps ist allein schon aus botanischer Sicht eine sehr vielfaltige Pflanze. So erlauben
es die verschiedenen Formen, dass Raps in fast allen Klimazonen der Erde
angebaut wird, sogar in Gebieten mit kilhlen oder kurzen Sommern erméglichen die
Sommerraps-Sorten den Anbau dieser Olfrucht (DOWNEY UND ROBBELEN, 1989).

Archéologische Funde belegen den Anbau und die Nutzung von Raps in
Norddeutschland zur Olsaaterzeugung bereits im 16. Jahrhundert (KRoLL, 1994),
wobei die Nutzung von Pflanzen zur Olgewinnung allgemein schon wesentlich frither
einsetzte. So existieren erste Berichte tiber die Olgewinnung in Deutschland durch
Pressen aus dem Jahr 1100 (SCHUSTER, 1992), und SCHRODER-LEMBKE (1976)
berichtet von einem fetthaltigen Lebensmittel unter der Bezeichnung ,Raepsaet” um
1366 in den Niederlanden, wobei bemerkt werden muss, dass in jener Zeit noch nicht
zwischen B. napus und B. rapa unterschieden wurde (KORBER-GROHNE, 1987). Erst
1833 wurden Raps und Ribsen botanisch unterschieden (SCHRODER-LEMBKE, 1976).

Lange Zeit bis in die zweite Halfte des 19. Jahrhunderts wurde Raps als
Grunfutterpflanze aber auch als Schnittkohl fir die menschliche Erndhrung angebaut,
jedoch vorrangig zur Gewinnung von Olen, die dann als Brennstoff oder Lampenél
genutzt und aufgrund der hellen und raucharmen Flamme geschéatzt wurden
(FUsSELL, 1955; KORBER-GROHNE, 1987; DOWNEY UND ROBBELEN, 1989). Auch zur
Herstellung von Seifen wurde Rapsol verwendet (KORBER-GROHNE, 1987; DOWNEY
UND ROBBELEN, 1989; SCHRODER-LEMBKE, 1989). Aufgrund der besseren Eigen-
schaften im Vergleich zu Petroleum-Produkten lieferte Raps einen wichtigen Rohstoff
fur die Industrie als Schmierstoff und auch in der Gerberei als Lederdl (KORBER-
GROHNE, 1987; DOWNEY UND ROBBELEN, 1989). Auch in Mischungen mit Mohn-
und/oder Leindl wurde Raps6él als Speisedl verwendet (KORBER-GROHNE, 1987),
wobei bis ins frihe 19. Jahrhundert ungemischtes Leindl bevorzugt wurde
(SCHRODER-LEMBKE, 1989). Erst aufgrund steigender Preise fiir Tran und tierische
Fette wich besonders die armere Bevolkerung Mittel- und Ostdeutschlands auf pures
Rbo6l aus (SCHRODER-LEMBKE, 1989). Die Nachfrage an Pflanzendlen stieg stetig,
besonders als durch die Industrie verstarkt Schmieréle nachgefragt wurden und als
die Herstellung von Linoleum ab 1860 begann und Pflanzenéle auch in Form von
Margarine fiir die menschliche Erndhrung eingesetzt wurden (KORBER-GROHNE, 1987;
SCHUSTER, 1992). Auch eine stark zunehmende Bevélkerungszahl beeinflusste die
Nachfrage positiv. Erst Ende des 19. Jahrhunderts sanken die Anbauzahlen sowohl
durch die Freihandelspolitik und die damit entstehende Konkurrenzsituation mit
importierten Olen tropischer Olpflanzen der franzésischen Kolonien, als auch durch
die Einflhrung von Petroleum (SCHRODER-LEMBKE, 1989). Bis in die 50er Jahre
wurde die Produktion von Olraps stark beeinflusst durch die Kriegsindustrie und
agrarpolitische MaRnahmen zur Sicherung der Versorgung im Krieg (steigende
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Anbauzahlen, z.B. bis zu 304.000 ha im Jahr 1944), wahrend zuvor durch die
Liberalisierung der Einfuhr die Anbauflache stark gesunken war (bis 5.000 ha im Jahr
1933). Der Beginn eines echten Aufschwunges des Rapsanbaus setzte ab 1966 mit
der Einfuhrung der EG-Marktordnung, der Unabhéangigkeit der Kolonien und dem
Beginn der Qualitatsrapsziichtung ein (SCHRODER-LEMBKE, 1989; SCHUSTER, 1992).

Die heutige Rapsanbauflaiche und -nutzung ist den grof3en zlichterischen
Fortschritten der Rapsziichtung zu verdanken, die Anfang des 20. Jahrhunderts mit
systematischen Zuchtungsversuchen von Prof. Kurt von Riimker in Breslau begann.
Es folgten gezielte Auslesen durch den schlesischen Landwirt Curt Janetzki in
Neisse und auf Poel durch den Landwirt Hans Lembke. Die ersten Zichtungs-
Schritte waren auf Winterhdrte und anschlie@end auf Ertragssteigerung gerichtet.
Bereits nach dem ersten Weltkrieg wurde auch auf eine bessere Standfestigkeit und
platzfestere Schoten selektiert um eine Mechanisierung der Ernte zu ermdglichen,
ebenso auf zilgigere Jugendentwicklung und gute Regenerationsfahigkeit als
zlichterische Antwort auf den Befall mit Erdfloh und Rapsglanzkafer (SCHRODER-
LEMBKE, 1989).

Den wesentlichen Erfolg brachten dann mit dem Beginn der Qualitétsrapsziichtung
(1973) die Einfuhrung des 0-Rapses (erucasaurefreier Raps), mit dem eine starke
Verbesserung der Olqualitat und des Geschmackes des Speisetls erreicht wurde. Es
folgte 1986 der 00-Raps, der neben Erucasaurefreiheit auch einen stark
verminderten Gehalt an Glucosinolaten, d.h. an antinutritiven Inhaltstoffen und
Bitterstoffen aufwies. Rapsschrot konnte somit verstarkt als Eiweil liefernder
Bestandteil in der Tiererndhrung eingesetzt werden. 1996 wurden Hybridsorten
eingefiihrt, die eine weitere Ertragssteigerung brachten (SCHRODER-LEMBKE, 1989).
Um die Qualitdt des Rapsdls als Nahrungsmittel weiter zu verbessern, besteht ein
weiteres Zuchtziel darin, die Fettsdurezusammensetzung zu verédndern (SCHRODER-
LEMBKE, 1989).

Die Rapszichtung fokussierte ab Mitte der 60er Jahre auch die Widerstands-
fahigkeit gegen Krankheiten. So begannen franzdsische Ziichter hinsichtlich der
Wourzelhals- und Stangelfaule, verursacht durch Phoma lingam, zu selektieren. Heute
nimmt die Resistenzziichtung neben der Qualitat, dem Ertrag und agronomischen
Faktoren einen hohen Stellenwert ein. Neben Phoma lingam werden vor allem auch
Pilzkrankheiten wie die Rapswelke (Verticillium longisporum), die Grauflecken-
krankheit (Cylindrosporium concentricum), Kohlhernie (Plasmodiophora brassicae)
sowie die Weil3stangeligkeit (Sclerotinia sclerotiorum) intensiv bearbeitet. Bei den
Viruskrankheiten steht die Entwicklung einer Resistenz gegenuber TuYV im
Vordergrund (FRAUEN, 2007a; FRAUEN, 2007b).
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Rapsol findet heute sowohl in der Industrie als auch verstarkt in der menschlichen
Erndhrung als Speisedl Verwendung. Pressriickstdnde wie Rapsschrot bzw.
Rapskuchen sind als hochwertiges Tierfutter geschétzt. In der Industrie werden vor
allem Schmierstoffe, Reinigungsmittel, Kosmetika und Biodiesel aus Raps
gewonnen. Einen zusatzlichen Wert wird dem Raps als Bienenweide zugesprochen.
In der Energiegewinnung aus nachwachsenden Rohstoffen wird Raps zur Produktion
von Biodiesel verwendet (UFOP, 2006; BRAUER, 2007).

Sehr geschatzt war und ist Raps in der Fruchtfolge, da er als Tiefwurzler durch seine
intensive Durchwurzelung von Béden Verdichtungen durchdringen kann und eine
Durchliftung bis in tiefere Bodenschichten erméglicht. Neben der Verbesserung der
Bodenstruktur wird durch die lange Vegetationszeit von gut 11 Monaten und der
langen Bodenbedeckung auch der Bodenerosion vorgebeugt. Raps hat einen hohen
Stickstoffbedarf und noch im Herbst auch eine entsprechende Stickstoffaufnahme,
wodurch Nahrstoffe gebunden werden und einer Auswaschung vorgebeugt wird
(UNILEVER / UFOP, 2007).

1.4 Markergestitzte Selektion

Die Zuchtung hinsichtlich ausgewéhlter Merkmale, wie z.B. Resistenzen gegenuber
Viren, wird durch molekulare Markertechniken wesentlich erleichtert (RIBAUT UND
HoisINGTON, 1998). Eine Vorselektion Uber die Identifizierung wichtiger Major-Gene
und QTLs (Quantitative Trait Loci) mit molekularen Markern kann dazu beitragen, die
GroRe der Zuchtpopulationen bereits in einem frilhen Stadium des Zuchtprozesses
zu verringern (RIBAUT UND HOISINGTON, 1998). Dies wirde beispielsweise im Falle der
TuYV-Resistenz bedeuten, dass aufwendige und kostspielige Arbeiten zur
Phéanotypisierung Uber die kinstliche Infektion mit virustragenden Blattlausen im
Zuchtgarten und anschlieBendem arbeitsintensivem serologischem Nachweis stark
reduziert werden kdnnten.

Die markergestiitzte Selektion bringt noch weitere Vorteile: So ist die Identifizierung
erwiinschter Genotypen bereits in einem sehr frihen Stadium mdglich, ohne dass
dabei die Pflanze Schaden nimmt. Im Falle von codominanten Markern kdnnen
homozygote und heterozygote Pflanzen anhand des Bandenmusters identifiziert und
unterschieden werden, wodurch direkt vom Phanotyp auf den Genotyp geschlossen
werden kann. Auch ist die Aussage von Markeranalysen von Umwelteinflissen
unbeeinflusst, womit objektive Ergebnisse erzielt werden kdnnen (RIBAUT UND
HOISINGTON, 1998; SUWABE ET AL., 2002).
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1.4.1 Simple Sequence Repeats (SSRs)

Fur die markergestutzte Selektion stehen verschiedene Markertechniken zur
Verfigung. SUwWABE ET AL. (2002) beschreiben den Einsatz von SSRs (Simple
Sequence Repeats), die im ganzen Genom verteilt recht haufig vorkommen. SSRs
sind kurze, mehrfach wiederholte Nucleotid-Motive von bis zu 5 bp (Basenpaare), die
zumeist mindestens 6 Wiederholungen dieser Motive aufweisen (LAGERCRANTZ ET
AL., 1993; KRESOVICH ET AL., 1995). Flankiert werden diese Mikrosatelliten von hoch
konservierte Regionen, welche es erlauben Primer zum PCR Nachweis von SSRs
abzuleiten (WEBER UND MAY, 1989; KRESOVICH ET AL., 1995).

SSRs sind hochpolymorph, i.d.R. locusspezifisch und ihre codominante Vererbung
ermdglicht eine einfache Auswertung (KRESOVICH ET AL., 1995). Die Analyse erfolgt
Uber eine PCR (Polymerase Chain Reaction; MuLLIS UND FALOONA, 1987), wodurch
auch grof3e Mengen an Genotypen problemlos analysiert werden kdnnen (SUWABE ET
AL., 2002). Die einfache Nutzung in automatisierten Systemen sowie die Mdglichkeit
mehrere SSRs gleichzeitig zu analysieren (Multiplex PCR), stellen grof3e Vorteile der
SSRs hinsichtlich Kosten- und Zeitersparnis dar (KRESOVICH ET AL., 1995).

Besonders fir fluoreszenzbasierte Systeme bietet sich die Mdglichkeit der
Kostenverringerung durch die Modifizierung eines Primers (z.B. Forward-Primer), der
mit einem etwa 19bp langem ,tail* versehen wird. Die Lange kann je nach
Verwendung unterschiedlicher Tails variieren. Die Sequenz dieses Talils ist identisch
mit der Sequenz eines dritten Universal-Primers, der eine Fluoreszenz-Markierung
tragt. In einer PCR, in der die drei Primer (getailter forward-Primer, reverse-Primer
und markierter Universal-Primer) sowie ggf. verédnderte Cycler-Programme
verwendet werden, werden Fragmente amplifiziert, die um die Lange des Universal-
Primers grof3er sind (OETTING ET AL., 1995).

1.4.2 Amplified Fragment Length Polymorphisms (AFLPs)

Die AFLP-Technik (Amplified Fragment Length Polymorphisms; Vos ET AL., 1995)
stellt ebenfalls eine PCR-basierte Methode dar, die zunachst auf dem Verdau der
genomischen DNA mit einer haufig und einer selten schneidenden Restriktions-
endonuklease basiert. Auf diese Weise werden DNA-Fragmente erzeugt, an welche
in einem nachsten Schritt kurze doppelstrdngige Adapter ligiert werden. Unter
Verwendung von Primern, die komplementdr zu den Schnittstellen und den
Adaptoren sind, sowie in weiteren Amplifikations-Schritten ein bis drei zusatzlich am
3'-Ende angeflgte ,selektive“ Basen besitzen, kann die Anzahl amplifizierbarer DNA-
Fragmente reduziert werden, d.h. es werden nur DNA-Fragmente amplifiziert, die
komplementar zur Sequenz der Adaptoren und den selektiven Basen sind. Schon ein
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selektives Nucleotid reduziert die Anzahl amplifizierbarer Fragmente auf 1/16. Da die
Amplifikate aus dem ganzen Genom stammen, erlaubt diese Methode eine
Einschétzung der genomweiten Variation (MEUDT UND CLARKE, 2007).

Je nach Analyse-Verfahren kann im letzten Amplifikationsschritt der selektive Primer
(zugehorig zum selten-schneidenden Enzym) z.B. mit einer Fluoreszenzfarbstoff-
markierung gewahlt werden. Die Auftrennung der Fragmente kann sowohl Uber
Polyacrylamid-Gelelektrophorese als auch uber kapillarbasierte Sequenzierer
erfolgen. Die AFLP-Technik ist hochreproduktiv, robust, informativ und liefert wenige
Reaktions-Artefakte. Mit dieser Technik kann uncharakterisierte DNA analysiert und
amplifiziert werden, von der noch keine Sequenzinformationen vorliegen. Da
allerdings AFLPs ein Uberwiegend dominantes Markersystem sind, kann durch
dieses Analyse-Verfahren keine Heterozygotie detektiert werden (MEUDT UND
CLARKE, 2007).

1.4.3 Sequence Tagged Sites (STS) und Cleaved Amplified Polymorphic
Sequence (CAPS)

Eine weitere molekulare Markertechnik stellen sogenannte STSs (Sequence Tagged
Sites) dar. Das sind auf kurzen DNA-Sequenzen beruhende Marker, die nur einmal
im haploiden Genom vorkommen (SEYFFERT, 2003). Ausgehend von einer bekannten
Ziel-Sequenz, die z.B. aus einem sequenzierten AFLP-Marker isoliert wurde, kbnnen
geeignete Primer entwickelt werden, die dieses Fragment in einer PCR-Reaktion
amplifizieren. Dieses Verfahren bietet sich an, um aus identifizierten und
sequenzierten polymorphen AFLP-Fragmenten einfach zu handhabende Marker zu
entwickeln.

Liegt ein Polymorphismus vor, der lediglich auf einen Basenaustausch (SNP, Single
Nucleotide Polymorphisms) innerhalb der Zielsequenz basiert, kbnnen SSR- und
STS- Marker kein Ergebnis liefern, es sei denn dieser SNP ist in der Primersequenz
lokalisiert. Ist der Basenaustausch jedoch innerhalb einer Erkennungssequenz fir
eine Restriktionsendonuclease lokalisiert, so kann er in Form eines CAPS-Markers
genutzt werden, bei dem das PCR-Produkt zur Identifizierung des Polymorphismus
mit entsprechenden Restriktionsendonucleasen geschnitten wird (KONIECZNY UND
AUSUBEL, 1993; SEYFFERT, 2003).

1.4.4 Markergestutzte Selektion in der Rapszichtung

In der Rapsziichtung wird die markergestitzte Selektion hinsichtlich verschiedener
Zuchtziele genutzt. So fasst FRAUEN (2007a) die Ziele in die vier Merkmalkomplexe
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Pflanzentyp, Cytoplasmatische ménnliche Sterilitdt, Krankheitsresistenz und
Samendlqualitdt zusammen.

Fir die Samenfarbe (Merkmalskomplex Pflanzentyp) konnten zum einen ZHI-WEN ET
AL. (2005) und RAHMAN ET AL. (2007) Marker entwickeln, die eine enge Kopplung mit
dem Hauptgen fiir die Gelbsamigkeit bzw. fiir die Schwarzsamigkeit zeigen. Zum
anderen konnten BADANI ET AL. (2006) einen Haupt-QTL sowie weitere Minor-QTLs
identifizieren. Hinsichtlich des Merkmals der Platzfestigkeit der Schoten entwickelten
MONGKOLPORN ET AL. (2003) RAPD-Marker (Random Amplified Polymorphic DNA).

In Bezug auf das Merkmal ,cytoplasmatische mannliche Sterilitat* far Hybrid-
Zichtungsprogramme konnten z.B. DELOURME ET AL. (1998) mit dem Restorer-Gen
eng gekoppelte Marker fur das Ogura-INRA System entwickeln. HONG ET AL. (2008)
entwickelten Marker fur eine dominante kerngenisch bedingte mannliche Sterilitat
(Dominant Genic Male Sterility, DGMS).

Hinsichtlich des Merkmalkomplexes Krankheitsresistenz wurden fiir die Phoma
lingam-Resistenz eng gekoppelte Marker entwickelt (PLIESKE UND STRuSS, 2001),
sowie Resistenzgene in B. rapa fiir die Introgression in B. napus kartiert (LEFLON ET
AL., 2007). Fur eine Resistenz gegenuber Verticillium longisporum konnten bisher
zwei QTL-Regionen identifiziert werden (RYGULLA ET AL., 2007).

Ferner wurden in Bezug auf die Olqualitat Marker entwickelt, die eng mit dem Gehalt
an Ol- und Linolenséaure gekoppelt sind (JAVIDFAR ET AL., 2006). Fiir den Linolen- und
Erucasaure entwickelten RAJCAN ET AL. (1999) brauchbare Marker, und hinsichtlich
des Glucosinolatgehaltes konnten HOwWELL ET AL. (2003) mehrere QTLs identifizieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Phanotypisierung

2.1.1 Pflanzenmaterial

Als Grundlage der Arbeiten fir die Entwicklung molekularer Marker sowie fir die
genetische Analyse und die Kartierung dienten 111 DH-Linien aus drei
verschiedenen Kreuzungen ,TuYV-anféllig x TuYV-resistent®, die freundlicherweise
von Herrn Dr. Lutz Brahm (SW Seed Hadmersleben) zur Verfligung gestellt wurden.
Die DH-Linien wurden in dreijahrigen Feldversuchen angebaut, wobei im ersten Jahr
neben der Uberpriifung der Resistenzreaktion parallel eine Saatgutvermehrung
stattfand. Hierzu wurden anhand erster ELISA-Daten je Linie drei reprasentative
Pflanzen ausgewahit und in der 17. und 18. Kalenderwoche 2005 geselbstet.

Einzelheiten zu den Kreuzungskombinationen und der jeweils zur Verfligung
stehenden Anzahl an DH-Linien sind Tabelle 1 zu entnehmen.

Tabelle 1: Kreuzungen und Anzahl DH-Linien (Aussaat 2004), sowie Anzahl Selbstungs-
nachkommen der DH-Linien der Kreuzungen (Aussaat 2005 und 2006)

SWO01T5128 (Res. B) x | 'Caletta’ (Res. A) x "Caletta’ (Res. A) x
SWO01T1000 (Anf. B) | SW01T1000 (Anf. B) | SW01T4065 (Anf. A)
Aussaat 2004 63 37 11
Ernte Selbstungen 2005 63 37 11
Aussaat 2005, Wdh. 1 63 37 11
Aussaat 2005, Wdh. 2 62 37 11
Aussaat 2005, Wdh. 3 61 37 11
Aussaat 2006, Wdh. 1 63 37 11
Aussaat 2006, Wdh. 2 62 37 11

2.1.2 Aussaat

Die Aussaat erfolgte in randomisierten Blockanlagen mit einem Anteil TuYV-anfalliger
Standards (Sorte 'Express’) von 10 % zur Kontrolle des Infektionserfolges. Es wurde
stets in einer Reihenldange von 2,5m im Seedmaticverfahren gedrillt mit einer
Saatmenge von 0,1g/m (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Ansicht der Versuchsanlage; Quedlinburg, 10.12.2006.

Mitte November wurde in den Reihen auf einen Pflanzenabstand von mindestens
10cm per Hand vereinzelt, um fur die ELISA Untersuchungen die Pflanzen eindeutig
zuordnen zu kénnen.

Die Aussaat erfolgte fur die DH-Linien am 24.08.2004 im ersten Versuchsjahr, am
17.08.2005 im zweiten Versuchsjahr und am 24.08.2006 im letzten Versuchsjahr. Im
ersten Versuchsjahr wurde das vom Zichter bereitgestellte Saatgut in einer
Wiederholung ausgesat, im zweiten und dritten Versuchsjahr dann die
Selbstungsnachkommen dieser DH-Linien in drei (2005/2006) bzw. zwei
Wiederholungen (2006/2007). Je Wiederholung wurden in Abhé&ngigkeit des
verfligbaren Saatgutes 109 - 111 DH-Linien ausgesat (vergleiche Tabelle 1).

2.1.3 Virus-Ubertragung
Die Virus-Ubertragung erfolgte in allen Jahren mittels virustragender Blattlause.

Fir diesen Zweck wurden Myzus persicae (Griine Pfirsichblattlaus) in groRer Anzahl
herangezogen. Zunachst wurden M. persicae auf virusfreien Paprika-Pflanzen
vermehrt, anschlieBend zur Virusaufnahme auf das TuYV-Isolat BN5 (GRAICHEN UND
RABENSTEIN, 1996) tragende Rapspflanzen ubertragen und mit diesen TuYV-anféllige
Rapspflanzen (Sorte 'Express’) im Keimblattstadium infiziert. Diese infizierten
Rapspflanzen wurden dann zunéchst blattlausfrei in Folienzelten und Kalthausern
kultiviert. Mit fortschreitender Blattentwicklung der Rapspflanzen wurden erneut
M. persicae auf diese Rapspflanzen gebracht und dort in Massen vermehrt. Anfang
Oktober standen auf diese Weise gentgend TuYV-tragende M. persicae flr die
Infektion der Rapspflanzen auf dem Feld zur Verfligung.
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Im Feld erfolgte die Virusiibertragung durch diese TuYV-tragenden M. persicae
(mindestens 10 M. persicae je Pflanze), die auf die zu infizierenden Pflanzen
gepinselt wurden (Abbildung 4).

Abbildung 4: Blattlaus-Besiedelung von Rapspflanzen im Feld; Quedlinburg, 09.10.2006.

Die DH-Linien wurden im ersten Jahr im Zeitraum vom 11.10.2004 bis 15.10.2004,
etwa zu einem Entwicklungszeitpunkt mit 7-9 entfalteten Laubblattern (BBCH 17-19)
mit TuYV-tragenden M. persicae besiedelt. Im zweiten Versuchsjahr erfolgte die
Besiedelung im Zeitraum vom 08.10.2005 bis zum 11.10.2005 auf sehr wiichsige
Pflanzen, mit bereits mehr als acht entfalteten Laubblattern (BBCH 19). Im dritten
Jahr erfolgte die Besiedelung am 09.10.2006 auf vergleichsweise kleine Pflanzen mit
nur 6-8 entfalteten Laubblattern (BBCH 16-18).

2.1.4 Probenahme

Je DH-Linie sowie je Wiederholung und Jahr wurden zugeordnet 10 aufeinander
folgende Pflanzen jeder Reihe beprobt. Fiir die Probenahme wurden Multitopfplatten
(150er) verwendet, in die das Pflanzenmaterial der Reihe nach gesteckt wurde. Es
wurden stets Blattproben aus den mittleren Pflanzenabschnitten genommen. Das
Pflanzenmaterial wurde bis zur weiteren Verarbeitung in diesen Multitopfplatten mit
deionisiertem Wasser angefeuchtet bei 4-6°C in Tuten eingeschlagen gelagert.
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2.1.5 Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked Immonusorbent Assay (DAS-
ELISA)

Fir den Nachweis der Resistenzreaktionen der DH-Linien wurden stets im DAS-
ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked Immonusorbent Assay)
polyklonale Antikérper (IgG 70 und Konjugat 70) verwendet, welches freundlicher-
weise von Herrn Dr. Frank Rabenstein (Julius Kihn-Institut, Bundesforschungs-
institut fur Kulturpflanzen (JKI), Institut fir Epidemiologie und Pathogendiagnostik)
zur Verfugung gestellt wurde (RABENSTEIN, 1998). Der DAS-ELISA wurden in
Anlehnung an CLARK UND ADAMS (1977) durchgefiihrt (Anhang 10.2).

Die Auswertung der gefarbten ELISA-Platten erfolgte mit einem an einen PC
angeschlossenen ELISA-Reader (OpsysMR, ThermolLabsystems) bei einer
Wellenlange von 405nm. Durch Umrechnung dieser Absorbtions-Werte in einen
optischen Dichte-Wert und durch die Einbeziehung der Blank-Werte (Hintergrund-
farbung der Platte und des Puffers) stehen letztendlich Werte zur Verfligung, die eine
Aussage uber den Virus-Gehalt der einzelnen Proben erméglichen. Anhand der stets
mitgefiihrten Negativ-Kontrolle kann eine Aussage Uber die Absorbtion getroffen
werden, die allein durch das Pflanzenmaterial verursacht wurde. Die Positiv-Kontrolle
dient zur Uberpriifung des Testverlaufes.

Das in dieser Arbeit bearbeitete Pflanzenmaterial wurde anhand eines von GRAICHEN
(1994) festgelegten Schwellenwertes von E40s=0,1 in ,resistent bzw. ,anfallig
eingeteilt. Des weiteren wurden die Extinktionswerte unterteilt, so dass sich eine
stufenweise Einteilung der ELISA-Werte ergab (Tabelle 2).

Es wurden Mittelwerte aus den je Linie getesteten 10 Pflanzen und aus den
Wiederholungen gebildet.

Tabelle 2: Unterteilung der Extinktionswerte.

Extinktionswert E 45
0,000-0,099 virusfrei
0,100-0,499
0,500-0,999
1,000-1,499 anfallig
1,500-1,999

T 00
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2.1.6 Nachweis der Resistenzreaktion der DH-Linien mittels DAS-ELISA

Eine Uberpriifung der Viruskonzentration und somit der Resistenzreaktion der DH-
Linien erfolgte wie beschrieben mittels DAS-ELISA. Hierzu wurden im ersten
Versuchsjahr in einer Wiederholung zu drei Terminen (Anfang Dezember 2004, d.h.
6-8 Wochen nach Inokulation, Anfang April 2005, Mitte Juni 2005) Blattproben von
10 Pflanzen je Linie (zugeordnet) genommen und zu einem zusatzlichen Termin
(11.05.2005) lediglich von den fir die Selbstung ausgewéhlten Pflanzen.

Der Nachweis der Resistenzreaktion der Selbstungsnachkommen der DH-Linien
erfolgte im zweiten Versuchsjahr in drei Wiederholungen Anfang Dezember 2005, in
gleicher Weise wie im Vorjahr mittels DAS-ELISA, sowie Ende April 2006 und Ende
Mai 2006. Hierzu wurden ebenfalls Blattproben von 10 Pflanzen je Linie (zugeordnet)
genommen. Auch im dritten Versuchsjahr erfolgte dieser Nachweis mittels DAS-
ELISA in zwei Wiederholungen Anfang Dezember 2006, im April 2007 sowie zu
einem letzten Termin Ende Mai 2007. Die genauen Termine sind Tabelle 3 zu
entnehmen.

Generell erfolgte die erste Testung ab 6-8 Wochen nach Inokulation, die zweite
Testung sobald die Pflanzen nach dem Winter Wachstum zeigten (d.h. etwa mit
Beginn des Langenwachstums, BBCH 30), die dritte und letzte Testung im BBCH-
Makrostadium 7 — Fruchtentwicklung.

Tabelle 3: Probenahme-Termine fir den Nachweis der Resistenzreaktion.

1. Testung 2. Testung 3. Testung

DH-Linien, 2004/2005

02.12.2004-08.12.2004

06.04.2005-12.04.2005

16.06.2005-21.06.2005

DH-Linien, 2005/2006

24.11.2005-13.12.2005

20.04.2006-26.04.2006

22.05.2006-29.05.2006

DH-Linien, 2006/2007

04.12.2006-05.12.2006

03.04.2007-09.04.2007

18.05.2007-23.05.2007

Die Aussaat 2004, die Infektion dieser DH-Linien mit TuYV-tragenden M. persicae
sowie die Uberprifung der Resistenzreaktion im Dezember 2004 wurde
dankenswerterweise in einem Vorprojekt von Claudia Paetsch — Julius Kihn-Institut,
Bundesforschungsinstitut fiir Kulturpflanzen (JKI), Institut fir Resistenzforschung und
Stresstoleranz — durchgefihrt.
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2.2 Identifizierung polymorpher SSRs und Entwicklung molekularer
Marker

2.2.1 DNA-Extraktion

Im April und Mai 2005 (21.04.2005 bis 10.05.2005) wurde Blattmaterial von den drei
reprasentativ ausgewahlten und im ersten Versuchjahr geselbsteten Pflanzen je Linie
sowie den Eltern geerntet und gefriergetrocknet. Je Linie wurde jeweils von der
ersten dieser drei Pflanzen DNA nach einer modifizierten CTAB-Methode (MURRAY
UND THOMPSON, 1980) isoliert (Anhang 10.4).

2.2.2 ldentifizierung polymorpher SSRs und AFLPs

2.2.2.1 Zusammenstellung der Bulks fir die Bulked Segregant Analysis

Die Identifikation polymorpher Marker erfolgte unter Verwendung der ’'bulked
segregant analysis’ (MICHELMORE ET AL., 1991). Zu diesem Zweck wurden Bulks
entsprechend der ELISA-Daten zusammengestellt fir die Kreuzung Res.B
(SW01T5128) x Anf. B (SW01T1000) sowie fur die Kreuzung Res. A ('Caletta’) x
Anf. B (SWO01T1000) (Tabelle 4). Aufgrund der geringen Anzahl DH-Linien der
Kreuzung Res. A (‘Caletta’) x Anf. A (SWO01T4065) wurde diese Kreuzungs-
kombination zunéachst nicht in die 'bulked segregant analysis’ einbezogen. Da sich im
Verlauf der Vegetationsperiode eine Erhdhung des Virustiters bei einem Teil der im
Dezember als resistent eingestuften Pflanzen zeigte (s.u.), wurden drei verschiedene
Bulks fur die im Dezember als resistent eingestuften DH-Linien entsprechend der
Virustiterentwicklung zusammengestellt (Tabelle 4).

Tabelle 4: Merkmale und Zusammenstellung der Bulks

Res. B x Anf. B Res. A x Anf. B Beschreibung
Bulk A: 6 Pflanzen 8 Pflanzen Linien virusfrei,
Bulk B: 7 Pflanzen 4 Pflanzen Linien ,spéat anfallig"
Bulk C: 7 Pflanzen 7 Pflanzen Linien anfallig

2.2.2.2 SSRs

Basierend auf den in Anhang 10.5 genannten Protokollen wurden 200 SSRs im
Hinblick auf Polymorphismen zwischen den genannten Bulks analysiert. Um eine
Detektion mit fluoreszenzbasierten Verfahren zu ermdglichen, wurden alle SSRs mit
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einem M13-Tail versehen (vergl. OETTING ET AL., 1995) und in der PCR-Reaktion
wurde mit einem Cy5-markierten M13-Primer gearbeitet.

Ein Set mit Mikrosatelliten-Primern, der M13-Primer, das PCR-Protokoll sowie die
dazugehorigen Amplifikationsbedingungen (Anhang 10.5) wurden freundlicherweise
von Herrn Dr. Rod Snowdon, Institut fir Pflanzenbau und Pflanzenziichtung I,
Universitat Giessen, zur Verfligung gestellt. Eine Modifikation erfolgte lediglich
hinsichtlich der eingesetzten DNA-Menge, die auf 50ng je 10pl-Ansatz erhéht wurde.

Die Analyse erfolgte auf dem Kapillarsystem Beckman Coulter CEQ 8000 mit 0,3pl
400bp-Standard und 0,1-0,2ul PCR-Produkt (je nach Signalstérke) in einem 30ul Mix.

Nach der Identifikation von Polymorphismen zwischen resistenten und anfalligen
Bulks wurden zunachst die entsprechenden SSRs auf den Eltern tUberprift. Es folgte
eine Uberpfiirung auf den Einzelpflanzen der Bulks und in einem letzten Schritt auf
den nicht in den Bulks vertretenen Einzelpflanzen. Aus der Region um die
identifizierten polymorphen SSRs wurden anhand einer in PIQUEMAL ET AL. (2005)
veroffentlichten Karte weitere SSRs ausgewahlt, um die Region weiter mit Markern
abzuséattigen. Diese SSRs stammten zum einen aus der offentlich zugénglichen
Datenbank BRAssICADB (2006-2007) und zum anderen von einem privaten
Konsortium (Celera AgGen Consortium) und wurden in LOWE ET AL. (2004) und
PIQUEMAL ET AL. (2005) veroffentlicht.

2.2.2.3 AFLPs

Neben Mikrosatelliten wurde zur ldentifikation weiterer Marker die AFLP-Technik
(Amplified Fragment Length Polymorphisms) unter Verwendung des selten
schneidenden Enzyms EcoRI (Erkennungssequenz 5'-G|AATTC-3’) und des haufig
schneidenden Enzyms Msel (Erkennungssequenz 5’-T | TAA-3’) eingesetzt. Es wurde
mit dem AFLP Core Reagent Kit (Invitrogen) gearbeitet und insgesamt
256 EcoRI+ANN / Msel+CNN Primerkombinationen analysiert, bei denen jeweils der
EcoRI-Primer mit einer Cy5-Markierung versehen war. Nach der +1 Preamplifikation
wurden Bulks zusammengestellt, die denen in der Mikrosatelliten-Analyse
entsprachen.

Fur die Schritte ,Restriktionsverdau“ und ,Ligation der Adapter* wurde das
mitgelieferte Protokoll zum AFLP Core Reagent Kit von Invitrogen genutzt. Die +0/+1
Preamplifikation und die +3 Amplifikation wurde modifiziert nach SCHIEMANN ET AL.
(1999) und Vos ET AL. (1995) (Anhang 10.6) durchgefuihrt. Die Analyse der Bulks
erfolgte auf dem automatischen Sequenzierer ALFexpress™ (Pharmacia Biotech/GE
Healthcare) im Julius Kuhn-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Kulturpflanzen (JKI),
Institut fur Epidemiologie und Pathogendiagnostik und wurde wie folgt durchgefiihrt.
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Hierzu wurden 2ul PCR-Produkt in 3ul Loadingpuffer (5mg Blue Dextran 2000,
[Pharmacia Biotech AB] in 1ml deionisiertem Formamid) verdinnt, 2 Minuten bei
95°C denaturiert und komplett aufgetragen. Als Gelmatrix wurde ReproGel™ - High
Resolution (GE Healthcare) verwendet. Das Gel wies eine Trennstrecke von 200mm
bei einer Starke von 0,3mm auf. Es wurde stets ein Taschenkamm mit 40 Taschen
verwendet. Als Ladepuffer wurde 1XTBE verwendet (Anhang 10.7).

Die Probenauftrennung erfolgte bei 1500V / 60mA / 30W und einer Temperatur von
50°C iber 400 Minuten. Die Banden wurden bei 632,8nm fluorometrisch erfasst.

Nach Identifikation polymorpher AFLP-Kombinationen in den Bulks wurden
entsprechend der Vorgehensweise bei den SSRs zunéchst die Eltern und die
Einzelpflanzen der Bulks mit diesen Kombinationen Uberprift und bei gegebener
Ubereinstimmung der Phanotyp-Daten mit den AFLP-Daten wurden abschlieRend die
nicht in den Bulks vertretenen Einzelpflanzen analysiert. Diese Auftrennungen
erfolgten auf dem LI-COR 4300 DNA-Analyzer (LI-COR Biosciences). Die
Pufferzusammensetzungen sind Anhang 10.8 zu entnehmen.

Die Auftrennung auf dem LI-COR erfolgte in 25cm Gelen mit einer Starke von
0,25mm unter Verwendung eines 48er Haifisch-Kamms. Nach einem Pre-Run (20
Minuten, Spannung 1500V, Stromstarke 40 mA, Leistung 40W, Temperatur 48°C)
wurde 1pl je Probe (0,5ul Ladepuffer + 0,5ul PCR-Produkt, 3 Minuten bei 94°C
denaturiert, dann sofort in Eis) und (ebenfalls 3 Minuten denaturiert) 1,2pl Sizer™ 50-
500 aufgetragen und die Elektrophorese fir 5h 30min (Spannung 1500V,
Stromstarke 40 mA, Leistung 40W, Temperatur 48°C) durchgefiihrt. Die Laufe mit
den Ubrigen Einzelpflanzen wurden entsprechend der erwarteten Fragmentgrofle
zeitlich verkdrzt.

2.2.3 Entwicklung von Sequence Tagged Sites (STS)

2.2.3.1 Vorbereitung der Fragmente fur die Klonierung

AFLP-Kombinationen mit enger Kopplung zur Resistenz wurden zunéchst auf ein
Polyacrylamid-Gel aufgetragen und mittels Silberfarbung (Anhang 10.9) sichtbar
gemacht (Abbildung 5). Die differenzierenden Fragmente wurden ausgeschnitten und
in 40ul TE-Puffer (mit 10mM Tris, 1ImM EDTA, pH8) gelost. Der Gelrest wurde
abzentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
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Abbildung 5: Polyacrylamid-Gel mit Silberfarbung. Die Pfeile kennzeichnen zwischen
resistenten und anfélligen Genotypen differenzierende Fragmente in den AFLP-
Kombinationen E36M54 (links), E33M50 (Mitte) und E31M48 (rechts).

Mit 5ul des Uberstandes wurde eine Reamplifikation nach dem Protokoll der
+3 Amplifikation durchgefihrt. Hierzu wurden adapterspezifische Primer verwendet,
welche am Julius Kuhn-Institut, Bundesforschugsinstitut fir Kulturpflanzen (JKI),
Institut fir Resistenzforschung und Stresstoleranz von Herrn Dr. Marc Zahn
entwickelt wurden. Dieses Verfahren erlaubt eine sehr kostengunstige Klonierung
von AFLP-Fragmenten und fuhrt zu mehr rekombinanten Klonen im Vergleich zur
TA-Klonierung.

Es wurden die folgenden Primer verwendet:

MSE-BamHI 5-CGG |GATCCGATGAGTCCTGAGTAA-3’

ECO-EcoRl 5-GG|AATTCGACTGCGTACCAATTC-3’

Die Sequenz des Msel-AFLP-Primers (unterstrichen) wurde um eine BamHI-
Restriktionsschnittstelle  (fett) und die Sequenz des EcoRI-AFLP-Primers
(unterstrichen) um eine EcoRI-Restriktionsschnittstelle (fett) verlangert. Beide Primer
wurden am 5-Ende durch einen Basen-Uberhang verlangert um die Aktivitat der
Restriktionsenzyme zu optimieren.

Der genaue Vorgang, ausgehend von der Ausgangs-DNA uber die AFLP-Reaktionen
bis zur Anlagerung der Schnittstellen, ist in Abbildung 6 dargestellt. Die Anlagerung
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der Schnittstellen erfolgte, um die Insertion der Fragmente in den Klonierungsvektor,
der ebenfalls Uber diese beiden Schnittstellen verfugt, zu erméglichen.

GAATTC TTAA
CTTAAG AATT Ausgangs-DNA
EcoRI Msel
AATTC T geschnitten mit
G AAT EcoRI und Msel
GACTGCGTACCAATTC T
G AATGAGTCCTGAGTAG AFLP +0
GACTGCGTACCAATTCC
ARATGAGTCCTGAGTAG AFLP +1
GACTGCGTACCAATTCCAT
TCAAATGAGTCCTGAGTAG AFLP +3
Primer ,ECO-EcoRI* Primer ,MSE-BamHI*
GGAATTCGACTGCGTACCAATTC TTACTCAGGACTCATCGGATCCCG  Anlagerung der
CCTTAAGCTGACGCATGGTTAAG AATGAGTCCTGAGTAGCCTAGGGC  Schnittstellen
EcoRI BamHI
AATTCGACTGCGTACCAATTC TTACTCAGGACTCATCG geschnitten mit
GCTGACGCATGGTTAAG AATGAGTCCTGAGTAGCCTAG EcoRI und BamHI

Abbildung 6: Von der Ausgangs-DNA uber die AFLP-Reaktionen zur Anlagerung der
Schnittstellen.

Es wurden 15pmol in einem 50pl-Ansatz je Primer eingesetzt. Die PCR-Produkte
wurden Gber eine Membran aufgereinigt.

2.2.3.2 Herstellung kompetenter Zellen

Die Herstellung der fur die Klonierung benétigten kompetenten Zellen erfolgte nach
INOUE ET AL. (1990), modifiziert nach M. Zahn - Julius Kihn-Institut,
Bundesforschungsinstitut fur Kulturpflanzen (JKI), Institut fiir Resistenzforschung und
Stresstoleranz. Es wurde der Bakterienstamm XL2 (Stratagene) mit Tetracyclin-
Resistenz verwendet.

Die Bakterien wurden zunachst auf einer LB-Platte (Anhang 10.10) mit 10ug/ml
Tetracyclin (Stratagene) ausgestrichen, Uber Nacht bei 37°C inkubiert, und
ausgehend von einer Einzelkolonie 300ml LB-Medium (Anhang 10.10) angeimpft und
Uiber Nacht bei 37°C und 180rpm wachsen gelassen. Mit 2,5ml dieser Bakterienkultur
wurden 250ml SOB-Medium (Anhang 10.10) in einem 1000ml-Erlenmeyerkolben
angeimpft und bei 18°C und 70rpm Kkultiviert bis zu einer ODgypp von 0,4. Die
Zentrifugationsschritte wurden in einer Hettich Universal 30RF Zentrifuge bei
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2500 x g durchgefuhrt und die Bakterienpellets nach dem ersten Zentrifugations-
schritt in 80ml bzw. nach dem zweiten in 20ml TB geldst (Anhang 10.10). Die zweite
Bakteriensuspension wurde mit 1,4ml DMSO (Duchefa) versetzt und die
kompetenten Zellen nach 10 Minuten in Eis in 200ul-Aliquots aufgeteilt.

Zur Uberpriifung der Transformations-Effizienz wurde eine Transformation mit einer
definierten Menge Plasmid-DNA durchgefiihrt. Hierfir wurden die kompetenten
Zellen in Eis aufgetaut und 5pl pUC19-DNA (10pg/ul, Invitrogen) zugegeben. Nach
30 Minuten Inkubation im Eisbad und 30 Sekunden Hitzeschock bei 42°C wurden
200ul SOC (Invitrogen) zugefugt und 1 Stunde bei 180rpm und 37°C inkubiert.
Ausplattiert wurde in verschiedenen Mengen (25pl, 50ul, 100ul und 200pl) auf LB-
Platten mit 2 % (w/v) Agar Noble (Difco) und 0,1mg/ml Ampicillin und die Kolonien
Uber Nacht bei 37°C wachsen gelassen. Anhand der Anzahl Transformanten je LB-
Platte, der Ausgangs-DNA und der Auftragsmenge wurde die Zahl Transformanten je
pg DNA, d.h. die Transformations Effizienz errechnet.

2.2.3.3 Klonierung

Fir die Klonierung wurde mit dem Plasmid pBluescript SK+ (Stratagene) gearbeitet.
Hierzu wurden zunéchst 2,5ml LB-Medium mit 0,1mg/ml Ampicillin versetzt, mit dem
E. coli-Bakterienstamm, der XL2 pBlueskript sk+ enthalt, angeimpt und tber Nacht
bei 37°C und 180rpm inkubiert. Es wurde anschlie@end eine alkalischen Lyse
verandert nach BIRNBOIM UND DoLy (1979) durchgefiihrt (Anhang 10.11).

Es wurde sowohl mit dem Plasmid als auch mit den um die Restriktionsschnittstellen
erweiterten AFLP-Fragmenten ein Doppelverdau mit BamHI und EcoRI (beide
Fermentas) entsprechend der Empfehlung des Herstellers durchgefiihrt. Die
Produkte wurden auf ein Agarosegel (Anhang 10.12) aufgetragen, die Fragmente
ausgeschnitten und mit dem QiaQuick-Gelextraction-Kit (Qiagen) aufgereinigt. Eine
Ligation der Fragmente in das Plasmid wurde entsprechend dem Ligationsprotokoll
der T4 DNA Ligase (USB Corporation) durchgefuhrt.

Wie bereits fur die Uberprifung der Transformations Effizienz beschrieben, wurden
die rekombinanten Plasmide (10-75ng) per Hitzeschock bei 42°C in die kompetenten
Zellen transformiert und auf je zwei LB-Platten mit 2 % (w/v) Agar Noble (Difco) und
0,1mg/ml Ampicillin, beschichtet mit je 1,6mg X-Gal (Roth) und 0,8mg IPTG (Roth)
fur eine Farbselektion, aufgetragen. Je Transformationsansatz wurden auf einer
Platte 40l und auf einer zweiten Platte die restlichen ca. 355ul der Zellsuspension
ausplattiert und die Kolonien tiber Nacht bei 37°C wachsen gelassen.

Es wurden zunéchst die Kolonien ausgezahlt und je Klonierung zur Uberpriifung
maglicher falsch-positiver mit mindestens 10 weiRen Kolonien eine Kolonie-PCR
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durchgefiihrt. Die Pipettenspitzen mit den gepickten Kolonien verblieben ca. 5
Minuten im PCR-Ansatz und bildeten auf diese Weise das Template. Aus den
Kolonien mit einem positiven Signal wurden Ubernachtkulturen in 2,5ml LB-Medium
und 0,1mg/ml Ampicillin angesetzt und bei 37°C und 180rpm inkubiert. Die Plasmide
wurden zunachst mittels alkalischer Lyse aufgereinigt, um dann einen Probeverdau
mit dem Enzym BamHI (Fermentas) entsprechend der Empfehlungen von Fermentas
zur Uberpriifung der klonierten Fragmente durchzufiihren.

Zur Langzeitlagerung der Klone wurden Glycerinkulturen erstellt [Ubernachtkultur 1:1
gemischt mit Glycerin (C3HgOs, Roth, M 92,1g/mol, 99,5 %, wasserfrei) und bei -80°C
gelagert] und die Plasmidpreparationen wurden fir die Sequenzierung
weiterverwendet.

2.2.3.4 Sequenzierung und Entwicklung von STS

Die Sequenzierung erfolgte mit dem 3130x| Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
nach modifizierten Protokollen des ,BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit*
(Applied Biosystems).

Fir die Sequenzierreaktion wurde ,BigDye Terminator Cycle v1.1* 1:8 verdinnt
angewendet und 200ng Plasmidpreparation eingesetzt.

Die Reinigung der Sequenzierreaktion erfolgte in einer ,MicroAmp Optical 96-Well
Reaction Plate” (Applied Biosystems) durch eine Ethanolfdllung. Die erste
Zentrifugation erfolgte bei 2500 x g fur 30 Minuten und die kirzeren
Zentrifugationsschritte fir 1 Sekunde bei 160 x g. Nach Zugabe von 60ul 70 %igem
Ethanol wurde 15 Minuten bei 1600 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das Pellet getrocknet. Die Resuspension erfolgte in 15ul Hi-Di Formamide (Applied
Biosystems).

Je isoliertem Plasmid wurde je eine Sequenzierreaktion mit dem Forward- und je
eine mit dem Reverse-Primer durchgefiuihrt. Es wurden je Fragment funf Klone
sequenziert. Die genomischen Sequenzen wurden, wie in Abbildung 7 dargestellt,
aus der Gesamtsequenz des Plasmids, der Klonierungs-Primer und der Adapter
herausgesucht und die genomischen Sequenzen mit Hilfe der Programme GENEIOUS
2.5.4 (2007) und MEGAA4 (2007) hinsichtlich mdglicher homologer Sequenzabschnitte
verglichen (alignment).

Anhand der Sequenzen wurden unter Verwendung von  primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/) Primer abgeleitet, die zum Teil mit einem an den Forward-
Primer angehéngten M13-Tail erweitert wurden, um eine fluoreszenzbasierte
Auftrennung generell zu ermdglichen.
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In Abhangigkeit des ermittelten GC-Gehaltes der abgeleiteten Primer wurde ein
Cycler-Programm mit einem ersten Denaturierungsschritt von 3 Minuten bei 94°C,
dann uber 45 Cycles 1 Minute bei 94°C Denaturierung, 1 Minute bei 60°C Annealing
und 2 Minuten bei 72°C Elongation und einem finalen Extensionsschritt fir
10 Minuten bei 72°C verwendet.

CKWCTMCTMC TATA A ATT rACC CCCCCCC TCGAGGTC A C ATCCEA

ARGCTTGATA TC | TCGA CTGCGTACCA ATTCRCCRAG TGTTGGATTG TTCACCCACC
3 abgeleiteter Primer (for)
ATA AAC AGCC "TTAGACCGT C ACALHE A A CCCTACTGA

ACGCCTCTAA

AATCCTGAAT AGGATTGTT ACGGCCTT
abgeleiteter Primer (rev) J 5
ACATCAAGG CAAGCGITOC ATGGTCGAGA

CTAGTTCTAG AGCGGCCGCC A

A

Abbildung 7: Sequenz von e36m54-363bp - rot eingezeichnet die in das Plasmid eingefugte
genomische Sequenz, die der AFLP-Klonierungs-Primer (hellblau), die abgeleiteten Primer
(dunkelblau) und die Gberpriften Restriktionsschnittstellen (schwarz gestrichelt).

2.2.3.5 Entwicklung von CAPS-Marker

Die Sequenzen der mit der TuYV-Resistenz cosegregierenden abgeleiteten Primer
wurden mit Hilfe des NEBcutter V2.0 (NEw ENGLAND BioLABs, 2007) hinsichtlich
Schnittstellen fir Restriktionsenzyme analysiert (ein Beispiel in Abbildung 7
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dargestelit) und ein Verdau der PCR-Produkte der Eltern tber 2 Stunden mit 5U
Restriktionsenzym in einem 20ul-Ansatz durchgefuhrt. In Abhangigkeit der Sequenz
wurden Uber die Sequenzlédnge verteilt die Restriktionsenzyme Alul (Fermentas),
BamHI (MBI), Dpnl (Fermentas), Hindlll (MBI), Hpall (Fermentas), Mnll (Fermentas), Mspl
(Fermentas), Pvul (Promega), Rsal (Fermentas), Sphl (Promega), Taql (Fermentas) und
Xbal (Fermentas) eingesetzt.

2.2.4 Datenbankvergleich

Um Anhaltspunkte Uber mogliche Funktionen der sequenzierten Abschnitte zu
gewinnen, wurden die Sequenzen der mit der Resistenz eng gekoppelten AFLP-
Fragmente gegen die Datenbanken von NCBI, TAIR und TIGR geblastet (blast n)
(ALTSCHUL ET AL., 1997; GISH, 1996-2005).

2.2.5 Kartierung

Fir die Kartierung wurde die Software JoinMap 4.0 (VAN OOWEN, 2006) unter
Verwendung der Kosambi-Transformation (Kosamsl, 1944) eingesetzt (Rekombina-
tionsfrequenz <0,375, LOD>3,00)

2.2.6 Statistische Auswertung

Um die Vergleichbarkeit der phéanotypischen Daten der DH-Linien statistisch
abzusichern, wurden Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman berechnet. Dazu
wurden die phanotypischen Daten der DH-Linien Uber die drei Versuchsjahre, wie in
LozAN UND KAuscH (2007) beschrieben, mit der Software Excel (Microsoft
Corporation 2003) verrechnet. Signifikanzen wurden anhand der Formel fir die
Spearman-Rangkorrelation mit n = 30 berechnet (LozAN UND KAUSCH, 2007).
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3 Ergebnisse

3.1 Phanotypisierung der DH-Linien

Unter Annahme des von GRAICHEN (1994) festgelegten Schwellenwertes von
E405=0,1 zeigte sich im Dezember 2004 eine Anpassung an eine 1r:1s Spaltung
(Chiy1s = 2,6), wobei jedoch innerhalb der anfalligen Genotypen eine erhebliche
Variation des Virustiters auftrat (Abbildung 8). Eine kontinuierliche Erhéhung des
Virustiters, d.h. bei Beibehaltung des Schwellenwertes eine Zunahme anfalliger
Pflanzen, war bereits ab April festzustellen, wobei jedoch i.d.R. der Virustiter im April
nicht den der bereits im Dezember als anfallig eingestuften Pflanzen erreichte.

Im Dezember 2005 zeigten die DH-Linien vergleichbare Resistenz-Reaktionen
(ChizmS = 0,73) wie im Dezember 2004, jedoch war insgesamt eine Tendenz zu
geringeren Extinktionswerten festzustellen: Die Extinktionswerte der anfélligen Linien
betrugen im Dezember 2004 zumeist bis E405=1,499, wobei einige wenige auch
einen Wert von E405=2,000 Uberschritten. Dem gegenuber erreichten die Werte im
Dezember 2005 lediglich E405=0,999. Die Resistenztestungen Ende April 2006 sowie
Ende Mai 2006 wiesen, verglichen mit den Werten aus 2005,ebenfalls tendentiell
geringere Extinktionswerte auf. Die Ergebnisse der Testung Ende April 2006 zeigte
noch eine Anpassung an eine 1r:1s Spaltung (Chi’;.is = 0,01), bevor sich das
Verhaltnis resistent : anfallig zur letzten Testung Ende Mai 2006, wie dies auch im
Vorjahr der Fall war, verschob.

Das Ergebnis der dritten Vegetationsperiode wich stark von den Ergebnissen der
beiden Vorjahre ab. So zeigte sich im Dezember 2006 ein Virustiter und eine
Verteilung virusfreier zu virustragender Linien, die dem Bild von Ende Mai 2006
entsprach. Die Entwicklung setzte sich entsprechend fort. Zur letzten Testung Ende
Mai 2007 wiesen alle DH-Linien erhéhte Virustiter auf (Abbildung 9), wie auch die
resistenten Eltern der DH-Linien (Abbildung 10).

Aus diesen Ergebnissen ist daher zu schlieBen, dass es sich bei der Resistenz nicht
um eine absolute, sondern um eine quantitative Resistenz handelt, bei der vermutlich
die Auspragung des Hauptgens, das fur die in der Regel wiederholbare und bis zum
Fruhjahr giltige 1r:1s Spaltung verantwortlich ist, umweltabhangig ist.
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Abbildung 8: Extinktionswerte der 111 DH-Linien in den Vegetationsperioden 2004/2005
(links) und 2005/2006 (rechts).
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Abbildung 9: Extinktionswerte der 111 DH-Linien in der Vegetationsperiode 2006/2007.
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Abbildung 10: Extinktionswerte der Eltern in den Vegetationsperioden 2005/2006 und
2006/2007.

42



Ergebnisse

3.1.1 Betrachtung der Ergebnisse der veschiedenen Versuchsjahre

Die Spearman’'sche Rangkorrelation ergab besonders fur den zweiten
Probenahmetermin im April eine hohe Korrelation (rs = 0,841) der drei Versuchsjahre
(Tabelle 5). Nur leicht geringer war die Korrelation zum ersten Probenahmetermin im
Dezember (rs = 0,733). Eine eher schlechte Korrelation zeigte sich zum letzten
Termin im Mai/Juni (rs = 0,524). Die berechneten Signifikanzen der Ergebnisse der
Rangkorrelation bestatigen, dass eine abgesicherte Abhangigkeit bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % vorliegt (Tabelle 5).

Tabelle 5: Rangkorrelation nach Spearman fir die drei Versuchsjahre und die drei
Probenahme-Termine.

Termin 1 Termin 2 Termin 3
Jahr 2004/2005 zu Jahr 2005/2006 rs = 0,688* rs =0,861* rs = 0,561*
Jahr 2004/2005 zu Jahr 2006/2007 rs=0,771* rs = 0,832* rs = 0,557*
Jahr 2005/2006 zu Jahr 2006/2007 rs =0,741* rs = 0,830* rs = 0,454*
Mittelwert Gber die drei Versuchsjahre rs = 0,733 rs =0,841 rs = 0,524

*a=0,05

In den folgenden grafischen Darstellungen sind die Rangkorrelationen der
Ergebnisse des DAS-ELISA zu den drei Probenahmeterminen Dezember
(Abbildung 11), April (Abbildung 12) und Mai/Juni (Abbildung 13) dargestellt. Um zu
verdeutlichen, dass trotz des hohen Virus-Niveaus im Versuchsjahr 2006/07 die DH-
Linien hinsichtlich ihres Resistenz-Verhaltens gleich reagierten, sind die Grafiken der
Rangkorrelation des Versuchsjahres 2004/05 zu 2005/06 und der Rangkorrelation
des Versuchsjahres 2004/05 zu 2006/07 nebeneinander gestellt.
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Abbildung 11: Rangkorrelation der Extinktionswerte zum Probenahmetermin Dezember

2004 gegeniiber Dezember 2005 (links) sowie Dezember 2004 gegeniiber Dezember 2006
(rechts).
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Abbildung 12: Rangkorrelation der Extinktionswerte zum Probenahmetermin April 2005
gegenuber April 2006 (links) sowie April 2005 gegentiber April 2007 (rechts).
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Rangkorrelation Mai/Juni 2005 zu Mai/Juni 2006 Rangkorrelation Mai/Juni 2005 zu Mai/Juni 2007
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Abbildung 13: Rangkorrelation der Extiktionswerte zum Probenahmetermin Mai/Juni 2005
gegeniiber Mai/Juni 2006 (links) und Mai/Juni 2005 gegeniiber Mai/Juni 2007 (rechts).

Besonders deutlich ist die Aufspaltung in anfallige und resistente DH-Linien in der
Abbildung 11 zu sehen: Hier finden sich zwei getrennte Punktewolken, einmal im
unteren (resistenten) und einmal im oberen (anfélligen) Bereich der Grafik. Die
Punktewolken ,verschmelzen® mit einem Fortschreiten der Entwicklung, d.h. mit einer
allmahlichen Erhéhung der Virustiter einiger DH-Linien (Abbildung 12).

Aus diesen Ergebnissen ist zu schlieen, dass die DH-Linien hinsichtlich ihrer
ermittelten phanotypischen Daten in den drei Versuchsjahren in der Regel gleich
reagierten, d.h. die Ergebnisse sich als wiederholbar erwiesen.

3.2 Entwicklung molekularer Marker
3.2.1 lIdentifizierung polymorpher SSRs und AFLPs

3.2.1.1 SSRs

Von den auf Polymorphismen untersuchten 200 SSRs konnte zunachst ein deutlich
zwischen den Bulks und den Eltern 'Caletta’ (Res. A) x 'SWO01T1000' (Anf. B)
differenzierender SSR (Nal0-D09) identifiziert werden, wobei der resistente Elter
"Caletta’ und die Bulks resistenter DH-Linien ein Fragment von 299bp aufweisen und
der anfallige Elter und Bulk ein Fragment von 307bp (Abbildung 14). Eine Analyse
dieses Markers auf den DH-Linien der Kreuzung 'Caletta’ (Res. A) x 'SW01T1000’
(Anf. B) ergab eine Kosegregation mit der Resistenzreaktion gegentiber TuYV. In der
Kreuzung 'Caletta’ (Res. A) x 'SWO01T4065" (Anf. A) war dieser Marker ebenfalls
polymorph, jedoch wurden hier zwei Rekombinationen mit dem Resistenzgen
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nachgewiesen. In der Kreuzung 'SW01T5128’ (Res. B) x 'SW01T1000’ (Anf. B) war
Nal0-D09 monomorph.
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Abbildung 14: Zwischen resistenten und anfélligen Genotypen differenzierender SSR1
Nal0-D09, Beckman Coulter CEQ 8000.

Ein weiterer SSR (CB10347) konnte identifiziert werden, der fir die gesamten
getesteten Populationen polymorph ist und eine enge Kopplung zu der TuYV-
Resistenz aufweist. Dieser SSR zeigt ein Fragment von 223bp in den resistenten
Eltern, dem resistenten Bulk A sowie dem spat anfalligen Bulk B einerseits und ein
Fragment von 213bp in den anfélligen Eltern und dem anfélligen Bulk C andererseits
(Abbildung 15).

Beide SSRs ermdglichen eine Differenzierung von ,resistent* bzw. ,spat anfallig* zu
Lanfallig”.
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Caletta (Res. A)

Dye Signal

200 205 210

SW 01 T 1000 (Anf. B)

30000 f

25000 4 asu
20000 +
15000

10000

5000 220 2331

Dye Signal

PR SRS

22326

H
@ 200
& T S S S S S S AR, PR
200 205 210 215 220 225 230
size ()
SW 01 T 4065 (Anf. A)
15000
12500 213.07
10000
7500
£ 5000 4 2110
[
@ 2500 200 220
I R R B LN e
S o f f T f f f f
200 205 210 215 220 225 230
size (n)

Abbildung 15: Zwischen resistenten und anfélligen Genotypen differenzierender SSR2
CB10347, Beckman Coulter CEQ 8000.

Die Primer-Sequenzen der identifizierten SSR-Marker sowie der verwendete ,dritte
Primer* (M13uniFi) sind in Tabelle 6 dargestellt. Der verwendete an den Forward-
Primer angehangte M13-Tail ist hier unterstrichen dargestellt. Dieser Tail ermdglichte
die Verwendung des dritten Primers, der am 5’-Ende eine Cy5-Markierung trug.
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Tabelle 6: Primer-Sequenzen der identifizierten SSRs und des M213uniFi (M13-Tail
unterstrichen dargestellt).

Primerbezeichnung Primer-Sequenz

CB10347 for: 5-TTTCCCAGTCACGACGTTATCTGAACACTTTCGGCA-3
CB10347 rev: 5-GGAAGCACCATGTCAGC-3'

Nal0-D09 for: 5-TTTCCCAGTCACGACGTTAAGAACGTCAAGATCCTCTGC-3’
Nal0-D09 rev: 5-ACCACCACGGTAGTAGAGCG-3

M13uniFi 5-AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT-3"

Fur den SSR CB10347 wurde das Cycler-Programm ,td60“ und fir den SSR Nal0-
D09 das Cycler-Programm ,td68“ verwendet (Anhang 10.5).

3.2.1.2 AFLPs

Im Zuge des AFLP-screenings konnten 42 zwischen den resistenten und anfalligen
Bulks differenzierende = AFLP-Kombinationen identifiziert ~werden. Neun
Kombinationen dieser 42 Kombinationen zeigten nach Uberpriifung auf den Einzel-
DH-Linien eine sehr enge Kopplung zur Resistenz, drei von diesen cosegregierten
mit der Resistenz.

In Tabelle 7 sind die neun AFLP-Marker aufgefuihrt sowie die Zahl ausgeschnittener
Fragmente, die daraus entwickelten polymorphen STS-Marker und die Anzahl
Rekombinationen zum Resistenzlocus.

Tabelle 7: Zusammenfassung AFLP- und STS-Marker.

Zahl
Nr. AFLP ausgeschnittener ca. GroRe sequenzierte GréBen Primerbez. Rekombinationen
Fragmente
1 | E31M48,,, 1 470bp 436bp/435bp/216bp/437bp/i77bp | €31m48-437bp 0
2 | E31IM534, 1 340bp 294bp/294bp B 4
3 | E32M50,5, 1 450bp 447bp ©32m50-447-320 1
4 | E33M50,40 1 400bp 365bp/358bp - 0
5 | E35M52,7 1 240bp 203bp/205bp/205bp/201bp/201bp 1
6 | E36M5444, 2 380bp/375bp 343bp/363bp 0
7 | E43M56,,, 0 110bp B 2
8 | E44M5044, 2 380bp/375bp 346bp 3
9 | E44M52,, 3 350bp/345bp/340bp 314bp/301bp 1

48



Ergebnisse

3.2.2 Entwicklung von Sequence Tagged Sites (STS)

3.2.2.1 Uberprifung der Transformations-Effizienz der kompetenten Zellen

Als Grundlage fur die Entwicklung von STS wurden kompetente Zellen fir die
Klonierung erstellt, deren Effektivitit zunéchst beurteilt wurde. Zu diesem Zweck
wurde mit einer definierten Menge Ausgangs-DNA eine Klonierung durchgefuhrt.

Es konnte eine mittlere Transformations-Effizienz von 1,4x108 Transformanten je pg
Kontroll-DNA ermittelt werden, was einer nur unwesentlich geringeren Effizienz im
Vergleich zu kommerziell angebotenen kompetenten Zellen entspricht, die mit etwa
1x10° angeboten werden. Es konnte damit eine ausreichend hohe Effizienz fur die
Klonierungen erreicht werden.

In den durchgefiihrten Klonierungen zeigte sich ein hoher Anteil erfolgreicher
Transformationen (Klonierungs-Effizienz), d.h. ein hoher Anteil weil3er Kolonien im
Verhéltnis zur Anzahl blauer Kolonien (Tabelle 8). Im Durchschnitt kann hier, zwar
mit einer hohen Variation, von 88 % Klonierungs-Effizienz ausgegangen werden.

Tabelle 8: Auflistung Anzahl blauer bzw. weier Kolonien je Transformation sowie der Anteil
weil3er Kolonien an der Gesamtanzahl, aufgeteilt in die Ausplattierungs-Varianten 40ul bzw.
ca.355pl Transformationsprodukt.

40pl-Variante 355pl-Variante

Anteil weilRer Anteil weilRer

Summe nur blaue nur weie Kolonien an Summe nur blaue nur weiBe Kolonien an

Kolonien Kolonien Kolonien der Summe Kolonien Kolonien Kolonien der Summe
01b 2 0 2 100 45 2 43 96
02a 8 1 7 88 44 8 36 82
03b 8 0 8 100 116 7 109 94
O4a 17 0 17 100 203 20 183 90|
04b1 0 0 0 - 27 1 26 96
05a 35 0 35 100 272 8 264 97
06b 6 3 3 50 85 27 58 68
07a 11 0 11 100 89 7 82 92
08a 13 0 13 100 103 30 73 71
09a 3 1 2 67 27 4 23 85
10a 2 0 2 100 86 22 64 74
10b 6 1 5 83 60 7 53 88
11b 100 5 95 95 762 29 733 96

3.2.2.2 Entwicklung von STS- Markern

Die AFLP-Kombinationen E32M50447 und E31M48,7¢ konnten in STS-Marker (STS3-
e32m50-447-320 und STS1-e31m48-437bp) konvertiert werden (Tabelle 9). In
Abbildung 17 ist die Sequenz des STS1-e31m48-437bp, sowie der fur die Klonierung
verwendeten und der abgeleiteten STS-Primer dargestellt.
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Tabelle 9: Primer-Sequenzen der STS-Marker. STS3 mit M13-Tail (unterstrichen
dargestellt), STS1 ohne M13-Tail.

STS-Marker

Primer Sequenz

STS3-e32m50-447-320 for:

5-TTTCCCAGTCACGACGTTGATCCGTTTGGGTCTTGGTA-3

STS3-e32m50-447-320 rev:

5-TTGATGTGAAACGCACATTG-3

STS1-e31m48-437bp for:

5'-ATCGGACATTGGTCAGGTTC-3’

STS1-e31m48-437bp rev:

5'-CATACCCCACTGGTTCTTGG-3

Abbildung 16: Sequenz von STS1 - rot eingezeichnet die in das Plasmid eingefiigte
genomische Sequenz, die der AFLP-Klonierungs-Primer (hellblau) und der abgeleiteten

STS-Primer (dunkelblau).
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Es wurde das Cyclerprogramm, wie in Kapitel 2.2.3.4 Sequenzierung und
Entwicklung von STS beschrieben, verwendet.
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Abbildung 17: Zwischen resistenten und anfalligen Genotypen differenzierende STS-
Marker. STS3-e32m50-447-320 (links, FragmentgroRen von 344bp fir resistente und 385bp
fur anfallige Genotypen), STS1-e32m48-437bp (rechts, FragmentgréRen von 437bp fir
resistente und 376bp fur anféllige Genotypen). Jeweils 10ul Probe in 1,5 % Agarose-Gel
(1XTBE).

STS3-e32m50-447-320 ist eine Rekombination von der TuYV-Resistenz entfernt und
weist ein Fragment von 344bp fur die resistenten und ein Fragment von 385bp fiir die
anfélligen Genotypen auf (Abbildung 17, links). STS1-e31m48-437bp cosegregiert
mit der TuYV-Resistenz und weist ein Fragment bei 437bp fur die resistenten und ein
Fragment bei 376bp fir die anfélligen Genotypen auf (Abbildung 17, rechts).

3.2.3 Entwicklung von CAPS-Markern

Da basierend auf den obengenannten AFLP-Fragmenten bereits zwei eng
gekoppelte STS-Marker entwickelt werden konnten, wurde auf eine weitere
allelspezifische Sequenzierung verzichtet, so dass keine Information hinsichtlich
Sequenzunterschieden zwischen resistenten und anfélligen Genotypen vorlag. Um
jedoch die vorliegenden Sequenzen fiir eine mégliche Markerentwicklung zu nutzen,
wurden diese im Hinblick auf Restriktions-Schnittstellen untersucht und auf anfalligen
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und resistenten  Genotypen amplifizierte Fragmente mit vorhandenen
Restriktionsenzymen verdaut.

Der Verdau der PCR-Produkte zeigte zumeist monomorphe Fragmente. Lediglich
aus der Kombination des abgeleiteten Primers e36m54-363bp (abgeleitet aus einem
363bp-groRen AFLP-Fragment der Kombination E36M54) und dem Restriktions-
enzym Sphl sowie aus der Kombination des abgeleiteten Primers e36m54-343bp
(abgeleitet aus einem 343bp-groRem AFLP-Fragment der gleichen Kombination) mit
dem Restriktionsenzym Pvul zeigten einen Polymorphismus, jedoch nur einen Elter
betreffend — 'Caletta’ im ersten Fall, den anfalligen Elter 'SW01T1000’ im zweiten Fall
(Abbildung 18). Da hier aufgrund einer monomorphen Reaktion in der Kreuzung um
'SW01T5128" im ersten Fall und im zweiten Fall in der Kreuzung um den anfalligen
Elter 'SW01T4065’, keine informativeren und enger gekoppelten Marker als die
obengenannten zu erwarten waren, wurden diese Arbeiten nicht weitergefiihrt.

SWO01T4065
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- —
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= =
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Abbildung 18: PCR-Produkte des abgeleiteten monomorphen Primers e36m54-343bp,
geschnitten mit Pvul (Polymorphismus fiir SW01T1000).

3.2.4 Datenbankvergleich

In einem Datenbankvergleich der sequenzierten Fragmente mit der NCBI- und TIGR-
Datenbank (ALTSCHUL ET AL., 1997; GiIsH, 1996-2005) zeigten sich sehr hohe
Homologien zu nicht weiter spezifizierten Sequenzen genomischer DNA- oder
mRNA-Sequenzen von B. rapa ssp. pekinensis, B. oleracea und B. napus sowie
Homologien zu genomischen Sequenzen von Arabidopsis thaliana. Eine Auswahl der
Ergebnisse aus dem Datenbankvergleich sind in Tabelle 10 aufgefiihrt.
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Tabelle 10: Auswahl der Ergebnisse des Datenbankvergleiches.

. Sequenz-
Fragment | Grote Ergebris Gerin | e-ten Gaps
stimmung
E31M48,7¢ 177bp A. thaliana Leucin-reiches Familien Protein/Extensin Familien Protein 88%| 6e-57| 0%
E31M48,70 177bp B. napus mRNA Sequenz 97%| 3e-79] 0%
E31M48,70 177bp [B-rapa ssp. pekinensis komplette Sequenz 92%| 9e-67| 0%
E31M48,7o 216bp  |B.rapa ssp. pekinensis  |mRNA Sequenz 96%| 2e-76|] 0%
E31M48,70 436bp  |A. thaliana Karbohydrat-Kinase Familien Protein, mRNA 92%| 4e-39] 0%
E31M48,7¢ 436bp A. thaliana komplette Sequenz 85%| 8e-101| 1%
E31M48,79 436bp  |B. napus mRNA Sequenz 99%| 7e-118] 0%
E31M48,7 437bp A. thaliana Dehydroaskorbat Reduktase, putative mRNA 78%| 1e-95| 0%
E31M48,70 437bp  |A. thaliana komplette Sequenz 78%| 7e-96] 0%
E31M48,70 437bp B. napus mRNA Sequenz 70%| 2e-43] 3%
E31M53349 294bp B. napus komplette Sequenz 83%| 4e-36] 0%
E31M53349 294bp  |B. oleracea komplette Sequenz 88%| le-42] 2%
E31M53349 294bp  |B. rapa ssp. pekinensis komplette Sequenz 83%| 4e-36] 0%
E33M50400 365bp  |B. rapa ssp. pekinensis  |komplette Sequenz 96%)| 2e-46| 10%)
E33M50400 365bp  |B. rapa ssp. pekinensis komplette Sequenz 76%| 4e-56| 0%
E35M52;49 203bp |§ napus mRNA Sequenz 100%]| 2e-70| 0%
E35M52,49 203bp  |B.rapa ssp. pekinensis  Jkomplette Sequenz 100%| 2e-70| 0%
E35M52,49 205bp  |B. rapa ssp. pekinensis komplette Sequenz 99%| 1e-97| 0%
E36M54375 363bp  |A. thaliana komplette Sequenz 98%| 5e-122| 0%
E36M54375 363bp B. napus mRNA Sequenz 99%| 2e-123| 0%
E36M54375 363bp B. oleracea mRNA Sequenz 99%] 2e-123] 0%
E36M54375 363bp__|B. rapa ssp. pekinensis _|mRNA Sequenz 99%]| 2e-123] 0%
E36M54350 343bp  |B. napus MRNA Sequenz 94%| 9e-84] 0%
E44M503g9 346bp  |B. napus mRNA Sequenz 94%| 2e-130] 2%
E44M52349 301bp B. napus mRNA Sequenz 97%| 6e-142| 0%
E44M52349 301bp |B. oleracea komplette Sequenz 98%| 1e-143| 0%

Zusammenfassend ist festzustellen, daf sich keine Homologien zu ESTs zeigten,
welche im Zusammenhang mit Genen stehen, die in Virusresistenz involviert sind.

3.2.5 Kartierung

Die SSRs Nal10-D09 und CB10347 - beide in PIQUEMAL ET AL. (2005) auf Chromosom
N9 lokalisiert — sowie die neun AFLP-Marker und die zwei STS-Marker bilden
gemeinsam mit dem weiter entfernten SSR CB10196, der von PIQUEMAL ET AL. (2005)
auf Chromosom N4 lokalisiert wurde, eine Kopplungsgruppe mit der TuYV-
Resistenz. Unter Einbeziehung aller 111 DH-Linien ergibt sich die in Abbildung 19
dargestellte Karte.

Die verhaltnismafig groRe Entfernung des Markers SSR1-Nal0-D09 zur TuYV-
Resistenz (4,78 cM) trotz der an sich bestehenden engen Kopplung zur Resistenz,
kommt dadurch zustande, dass dieser SSR nur in den Kreuzungen um den
Resistenzdonor 'Caletta’ polymorph ist, d.h. nur in 48 DH-Linien von den 111 DH-
Linien, auf denen diese Karte basiert. Der SSR2-CB10347 ist 0,91 cM distal zur
TuYV-Resistenz lokalisiert wahrend der SSR CB10196 13,18 cM proximal der TuYV-
Resistenz lokalisiert ist. Die AFLP-Marker flankieren den TuYV-Resistenz- Locus in
einem maximalen Abstand von 3,73 cM und drei AFLP-Marker cosegregieren mit der
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Resistenz. Der STS1-e31m48-437bp cosegregiert ebenfalls mit der Resistenz,
wahrend der STS3-e32m50-447-320 eine Entfernung von 0,91 cM aufweist.

Eine Kopplung mit weiteren von PIQUEMAL ET AL. (2005) auf Chromosom N9 oder N4
lokalisierten SSRs konnte nicht nachgewiesen werden.

0.00 E31M53
123\ E44M50
\ / STS3-e32m50-447-320
| {/ |E32Mm50
282 SSR2-CB10347
E44M52
L/ | E31M48
E33M50
3.73 —T [ TuYV-Resistenz

— |E36M54
/ STS1-e31m48-437bp
451 /_ E35M52

5.46 E43M56
851 SSR1-Na10-D09
111 DH-Linien

16.91 ——— CB10196

Abbildung 19: Genetische Karte der fir TuYV-Resistenz relevanten Kopplungsgruppe,
basierend auf der Analyse von 111 DH-Linien.
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4 Diskussion

4.1 Genetische Analyse der TuYV-Resistenz

In den beiden ersten Versuchsjahren zeigte sich eine gute Ubereinstimmung der
Resistenzreaktion der einzelnen DH-Linien (vergl. Abbildung 8). Im Vergleich zur
Vegetationsperiode 2004/2005 wurden die Pflanzen jedoch im Herbst 2005
(Anbaujahr 2005/2006) zu einem fortgeschritteneren Stadium (Entwicklungsstadium
BBCH 19) mit TuYV-tragenden M. persicae besiedelt. Dies war auf hdohere
Niederschlage, die bis zum Zeitpunkt der Infektion stattfanden, zurtickzufiihren,
wodurch eine beschleunigtere Entwicklung der Pflanzen im Herbst 2005 stattfand
(Abbildung 20). Dieser Unterschied sowie Unterschiede in den Witterungsverhalt-
nissen (vergleichsweise langerer Winter) kann als Grund fur die tendenziell
niedrigeren Extinktionswerte in der Vegetationsperiode 2005/2006 angesehen
werden.

Aussaat Infektion 1. ELISA 2. ELISA 3. ELISA
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Abbildung 20: Mittlere Niederschage (in mm) in den drei Versuchsjahren 2004/05, 2005/06
(Aschersleben) und 2006/07 (Quedlinburg); Wetterstation des Julius Kihn-Instituts,
Quedlinburg.

Generell wurden im ELISA bis zum Juni 2005 héhere Extinktionswerte, z.T. bis 2,5
erreicht, als in den folgenden Jahren, in denen die Maximal-Werte unter E4s=2,0
lagen. Diese Unterschiede in den hoheren Bereichen der Extinktionswerte sind auf
unterschiedliche Chargen von Konjugat und IgG zurlickzufiihren. Diese wurden vor
der Anwendung im Labor von Herrn Dr. F. Rabenstein (Julius Kihn-Institut,
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Bundesforschungsinstitut fur Kulturpflanzen (JKI), Institut fir Epidemiologie und
Pathogendiagnostik) besonders hinsichtlich mdglichst geringer Hintergrundfarbung
und einheitlich geringen Werten in virusfreiem Material Uberprift und auf die
geeignete Konzentration eingestellt. Mit diesem Vorgehen wurde sichergestellt, dass
keine resistenten Pflanzen als positiv eingestuft werden.

Aus den zweijahrigen Ergebnissen, bei denen sich eine gute Ubereinstimmung
zwischen den Jahren zeigte, ist der Schluss zu ziehen, dass die Resistenz
gegeniliber TuYV einem monogenischen Erbgang folgt. I.d.R. ist jedoch auch bei im
Dezember zunéchst als resistent (E40s<0,1) eingestuften Pflanzen im Verlauf der
Vegetationsperiode eine Erhdhung des Virustiters festzustellen. Der im Verlauf der
Vegetationsperiode ansteigende Virustiter kann einerseits durch Umweltfaktoren
(Temperatur) bedingt sein, aber auch mit der fortschreitenden Pflanzenentwicklung
im Zusammenhang stehen.

Im dritten Versuchsjahr waren infolge der besonderen Witterungsverhéaltnisse, d.h.
sehr milde Temperaturen im Herbst / Winter 2006/2007 und fehlende Fréste bis Ende
Dezember (Abbildung 21), schon im Dezember 2006 eine erhdhte Anzahl von
Pflanzen mit einer Extinktion E40s>0,1 festzustellen. Ein mdglicher Einfluss der
Temperatur auf die Virusentwicklung in infizierten Pflanzen bzw. eine mdgliche
Wirkung von Temperatur-Stress auf ein Einbrechen der TuYV-Resistenz wurde
bereits in DREYER ET AL. (2001) beobachtet. Ebenso berichteten GRAICHEN ET AL.
(1998) von einem starken Einfluss der Umweltbedingungen - speziell hoher
Temperaturen - auf eine hohere Anfélligkeit. Dies erklart auch im dritten Versuchsjahr
die generell héhere Anzahl DH-Linien mit Extinktionen E45>0,1. Dies betraf vor allem
die als ,spat anfallig” eingestuften Genotypen, die durch die fortgeschrittenere
Virusentwicklung wesentlich friher den Schwellenwert tGberschritten sowie die zuvor
wiederholt als durchgehend resistent eingestuften DH-Linien, die zur letzten Testung
im Sommer 2007 ebenfalls erhthte Virustiter aufwiesen. Parallelen zu einem
maoglichen Temperatureinfluss auf die Virusentwicklung sind auch bei anderen
Poleroviren z.B. hinsichtlich der BWYV-Resistenz in Salat (WALKEY UND PINK, 1990)
und der PLRV-Resistenz in Kartoffeln (BARKER UND HARRISON, 1984) beschrieben.
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Aussaat Infektion 1. ELISA 2. ELISA 3. ELISA
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Abbildung 21: Temperaturverlauf (mittere Monatstemperatur in °C) in den drei
Versuchsjahren 2004/05, 2005/06 (Aschersleben) und 2006/07 (Quedlinburg); Wetterstation
des Julius Kuhn-Instituts, Quedlinburg.

Die im Herbst beobachtete genetische Spaltung (1r:1s) durfte durch ein dominantes
Hauptgen bedingt sein (PAETSCH IN VORBER.). Aber aufgrund der Ergebnisse der
ersten zwei Jahren in Verbindung mit den Ergebnissen des dritten Versuchsjahres
kann insgesamt geschlossen werden, dass es sich bei der Resistenz nicht um eine
absolute, sondern um eine partielle oder quantitative Resistenz handelt, die durch
Umwelteffekte moduliert wird. Diese Befunde stehen in Einklang mit Ergebnissen von
GRAICHEN (1996), der ebenfalls davon ausging, dass die TuYV-Resistenz im
wesentlichen durch ein oder wenige Gene kontrolliert wird.

Quantitative Resistenzen sind auch gegeniiber anderen Poleroviren, wie z.B. im
Falle der PLRV-Resistenz der Kartoffel bekannt. So berichteten schon BARKER ET AL.
(1994) von zwei unabhéngigen dominanten Genen, die gemeinsam eine starke
Resistenz von Kartoffeln gegen das PLRV bewirken, einzeln jedoch entweder nur die
Virusvermehrung oder den Kurzstreckentransport kontrollieren, so dass sich daraus
Abstufungen der Resistenzwirkung ergeben (BARKER UND SOLOMON, 1990; DERRICK
UND BARKER, 1997). Basierend auf diesen Berichten und den in vorliegender Arbeit
gemachten Beobachtungen kann folgende Hypothese zur Vererbung der TuYV-
Resistenz formuliert werden

a) ,Resistenz": Bedingt durch das identifizierte Hauptgen und dem Vorhandensein
aller positiven Allele von Minorgenen, die an der Resistenz beteiligt sind, kommt
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es zu einer extremen Resistenz, wie sie z.B. im Resyntheseraps 'R54’ beobachtet
wird. Diese Resistenz ist bis zum Ende der Vegetationsperiode wirksam.

b) ,Spate Anfalligkeit: Es wirkt nur noch das Hauptgen, welches in einem Jahr mit
durchschnittlichen Temperatur- und Witterungsverhaltnissen die Virusvermehrung
in den Pflanzen bis zum Entwicklungsabschnitt Ende Schotenbildung / Anfang
Abreife unterdrickt.

Dariber hinaus gibt es

c) verschiedene Abstufungen zwischen der extremen Resistenz und der spéten
Anfalligkeit, die besonders in Jahren mit aulRergewdhnlich milden Wintern zum
Tragen kommen. Hier zeigt sich dann, ob eine zuvor in einem Durchschnittsjahr
als ,extrem resistent* eingestufte Pflanze tatsachlich die volle Resistenz und
damit alle an der Resistenz beteiligten Gene besitzt. Je spater eine Pflanze in
einem solchen Jahr positiv hinsichtlich TuYV getestet werden kann, um so mehr
positive Allele der an der kompletten Resistenz beteiligten Gene liegen vor. So
wirde aufgrund dieser Hypothese die als resistent bekannte Sorte 'Caletta’ nicht
als extrem resistent gelten, da sie in Jahren mit besonders milder Witterung im
Winter unter Umstanden gegen Ende Schotenbildung/Reifebeginn mit erhéhten
Virustitern reagiert. Jedoch ware zu vermuten, dass hier ein besonders grof3er
Anteil positiver Allele der fir die extreme Resistenz benétigten ,Minorgene”
vorliegt.

Neben den Beobachtungen, die beziglich PLRV hinsichtlich der Resistenz-
Auspragung gemacht wurden, sind &hnliche Abstufungen von extremer Resistenz bis
hin zu partiellen Resistenzen, die sich Uber eine deutliche Verminderung des
Virusgehaltes bemerkbar machen, bei der BWYV-Resistenz in Salat (WALKEY UND
PINK, 1990) und in Soyabohnen (DUFFUS UND MILBRATH, 1977) bekannt.

4.1.1 Resistenzmechanismus

Bisher liegen keine gesicherten Erkenntnisse zum Mechanismus der TuYV-Resistenz
in Winterraps vor. Eine Scheinresistenz, die (iber eine Blattlausresistenz wirkt, kann
ausgeschlossen werden. So flhrte ScCHLIEPHAKE (IN VORBER.) bereits
Untersuchungen (ber das Saugverhalten von Blattlausen an verschiedenen
Genotypen (u. a. auch 'R54’ und 'Caletta’ als Vertreter der resistenten Genotypen
und 'Express’ als anfalligen Standard) durch und konnte keine signifikanten
Unterschiede im Saugverhalten der Virusvektoren auf den verschiedenen Genotypen
feststellen.

Weitere Untersuchungen erfolgten hinsichtlich der Virusausbreitung Uber die Testung
verschiedener Pflanzenorgane von anfélligen und resistenten DH-Linien. Zum einen
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wurden diese Untersuchungen mittels DAS-ELISA (PAETSCH, IN VORBER.) und auch
im Rahmen dieser Arbeit stichprobenartig an je drei Pflanzen der anfélligen Sorten
‘Express’ und 'Ladoga’ sowie der resistenten Sorte 'Caletta’ ein TBIA (Tissue Blot
Immuno Assay; Anhang 10.3) durchgefiihrt. Es zeigte sich in den Arbeiten von
PAETSCH (IN VORBER.) eine Virusausbreitung in anfélligen Genotypen in jedem
Pflanzenorgan. In den resistenten Genotypen jedoch konnte hdchstens zu einem
spaten Termin in der Wurzel geringe Mengen Virus nachgewiesen werden bei
gleichzeitig negativ getestetem oberirdischem Pflanzenmaterial (PAETSCH, IN
VORBER.). Auch im durchgeftihrten TBIA war in den anfélligen Sorten 'Express’ und
‘Ladoga’ in allen Pflanzenorganen eine Virusausbreitung nachzuweisen
(Abbildung 22). In der resistenten Sorte 'Caletta’ zeigten sich lediglich in der Wurzel
versprengte Farbungen, die eventuell punktuell auf TuYV-Partikel schlieRen lassen
(Abbildung 23). Dies wiirde die Beobachtung erklaren, dass in manchen Jahren, wie
z.B. im Jahr 2006/07, auch in resistenten Pflanzen Virus nachweisbar ist.

Aus diesen Ergebnissen kann die Hypothese aufgestellt werden, dass das Virus
durch den Blattlausspeichel in die Pflanze abgegeben wird, sich jedoch zun&chst
nicht oder nur sehr gering in der resistenten Pflanze vermehren kann. Dies wirde
erklaren, dass im Herbst bzw. je nach Resistenz-Auspragung in einem Durchschnitts-
jahr bis zur letztmdglichen Testung kein Virusnachweis mittels DAS-ELISA oder TBIA
moglich ist. Im Herbst wirden die wenigen vorhandenen Viruspartikel mit dem
Phloemstrom in die Wurzel transportiert werden, wo sie sich ggf. mit fortschreitender
Pflanzenentwicklung gehemmt vermehren kdnnen — die leicht erhéhten Virustiter in
den Wurzeln von Pflanzen, in deren oberirdischen Organen kein Virus nachgewiesen
werden konnte, wirden diese Vermutung unterstiitzen. Neben der Hemmung der
Virusvermehrung musste auch eine Hemmung der Virusausbreitung von der Wurzel
in die oberirdischen Pflanzenorgane gegeben sein, da sich das Virus auch im
Frihjahr mit verstarktem Phloemstrom von der Wurzel in die oberirdischen
Pflanzenorgane nicht in dem MaRe ausbreitet wie in anfélligen Pflanzen (vergl.
Ergebnisse PAETSCH, IN VORBER.). Erst durch Umwelteinflisse, wie z.B. Gberdurch-
schnittliche Einwirkung von héheren Temperaturen einerseits und andererseits
moglicherweise auch das Altern der Pflanze, wird eine Virusvermehrung und
-ausbreitung ermdoglicht. Diese These wird durch den langsam ansteigenden
Virustiter in zuvor als resistent eingestuften Pflanzen gestiitzt.

Ahnliches wurde hinsichtlich der PLRV-Ausbreitung bei Tomaten beobachtet, bei der
bei gleichzeitig virusfreiem oberirdischem Pflanzenmaterial in der Wurzel PLRV
nachweisbar ist (THOMAS UND MINK, 1998). Auch hier wurde beobachtet, dass in
zuvor als resistent eingestuften Pflanzen von der Wurzel aus eine systemische
Virusausbreitung erfolgen kann und zwar im Zusammenhang eines Verbringens der
Pflanzen aus dem Gewéachshaus in Folienzelte (THOMAS UND MINK, 1998). Es ist zu

59



Diskussion

vermuten, dass in den Folienzelten u.U. héhere Temperaturen als im Gewéachshaus
geherrscht haben.

Da 'R54' i.d.R. durchgehend resistent bleibt und auch mit weitaus empfindlicheren
Methoden wie IC-RT-PCR oder mit Rickubertragungsversuchen (GRAICHEN ET AL,
1998) bewiesen werden konnte, dass kein Virus in den Pflanzen vorhanden ist, kann
angenommen werden, dass fiir die extreme Resistenz vorwiegend eine
Vermehrungsresistenz verantwortlich ist, die in den abgestuften Resistenzen, wie sie
z.B. in 'Caletta’ oder auch den als ,spat anféllig® gekennzeichneten Genotypen
vorliegt, jedoch nicht vollstédndig ausgepragt ist. Generell musste das beschriebene
Majorgen eine Ausbreitungsresistenz betreffen, da in der Resistenz wie sie z.B. in
'Caletta’ zu finden ist, vermutlich Virus in Mengen unterhalb der Nachweisgrenze von
DAS-ELISA und TBIA in der Wurzel vorliegt und das Virus erst unter besonderen
Voraussetzungen (z.B. Umwelteinfluss oder alterndes Pflanzengewebe) diese wieder
verlassen kann. Diese These wird gestitzt durch Ergebnisse aus dem Pathosystem
PLRV in Kartoffeln, in dem ebenfalls von einer Kontrolle der Virusvermehrung und
des Kurzstreckentransportes von verschiedenen Genen berichtet wird (BARKER UND
SOLOMON, 1990; BARKER ET AL., 1994; DERRICK UND BARKER, 1997).

‘Ladoga’ 'Express’ 'Caletta’

Abbildung 22: Tissue Blot Immuno Assay (TBIA) eines Wurzelquerschnittes der anfélligen
Sorten 'Ladoga’ (links) und 'Expess’ (Mitte), sowie der resistenten Sorte 'Caletta’ (rechts) mit
violett angefarbten TuYV-Partikeln, Datum: 27.02.2008.
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Abbildung 23: Ausschnitt des TBIA eines Wurzelquerschnittes (vergl. Abbildung 22, rechts)
der resistenten Sorte 'Caletta’, mit roten Pfeilen mogliche Reaktionen aufgrund von
Viruspartikeln markiert; rechts TBIA der gleichen Pflanze, Blattstielquerschnitt, hier kein
Virusnachweis mdglich; Aufnahme: 27.02.2008.

4.1.2 Betrachtung der Ergebnisse der verschiedenen Versuchsjahre

Die relativ geringere Korrelation zum ersten Termin h&ngt mit der Rangverteilung
zusammen. So hauften sich sowohl im Bereich ,virusfrei“, als auch im Bereich
Lanfallig® DH-Linien mit teilweise gleichen oder oft sehr &hnlichen Extinktionswerten,
die eine eindeutige und in den Jahren gleiche Rangverteilung erschwerten und somit
zu einer Punkte-Wolkenbildung einmal im Bereich der resistent reagierenden und
einmal im Bereich der anfallig reagierenden DH-Linien fihrte.

Die gute Korrelation zum zweiten Termin im April kommt dadurch zustande, dass
sich die DH-Linien relativ gleichméafig mit den ermittelten Virustitern von virusfrei bis
zu hochanféllig (Virustiter Eses>1,5) verteilten und somit klare R&nge vergeben
werden konnten.

Durch die hohe Anzahl anféllig getesteter DH-Linien zum letzten Termin und der
Tatsache, dass auch hier wieder viele Extinktionswerte sehr dicht beieinander lagen,
ergab sich auch hier eine schlechtere Korrelation der Jahre.

Aus diesen Ergebnissen der Rangkorrelation ist zu schlieBen, dass i.d.R. in jedem
Versuchsjahr die als resistent und auch als ,spét anféllig” eingestuften DH-Linien
gleich reagierten, die Resistenzreaktion also wiederholbar ist. Die geringere
Korrelation zum letzten Probenahmetermin kann in diesem Zusammenhang
vernachlassigt werden, da das Hauptaugenmerk auf der Wiederholbarkeit der
resistenten Reaktionen der DH-Linien lag und nicht auf der Wiederholbarkeit
unterschiedlich hoher Virustiter im Bereich der anfélligen Reaktionen.

Wie bereits im Kapitel 4.1 Genetische Analyse der TuYV-Resistenz angesprochen,
wird in anderen Arbeiten ebenso von einem Umwelteinfluss (Temperatur) auf die
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Resistenzreaktion berichtet (BARKER UND HARRISON, 1984; WALKEY UND PINK, 1990;
GRAICHEN ET AL., 1998; DREYER ET AL., 2001), allerdings wurden keine Analysen
hinsichtlich eines Vergleiches der Virusentwicklung uber das Jahr bzw. zwischen den
Jahren durchgefuhrt.

Vergleichbar mit den bei TuYV gemachten Beobachtungen wurden bei dem ebenfalls
zu den Luetoviridae geh6rendem Barley yellow dwarf virus (BYDV) in Bezug auf das
Resistenzgen Ryd2 der Gerste Unterschiede zwischen verschiedenen Versuchs-
jahren hinsichtlich einer Verringerung des Resistenzniveaus festgestellt, die mit
hoher Temperatur bzw. Trockenheit in Verbindung gebracht wurden (Sip ET AL.,
2004).

4.2 Entwicklung molekularer Marker und Kartierung

Die entwickelten SSR-, AFLP- und STS-Marker zeigen eine enge Kopplung zur
TuYV-Resistenz und sind somit fur die praktische Rapsziichtung nutzbar. Besonders
die codominanten STS-Marker STS3-e32m50-447-320 und STS1-e31m48-437bp
ermdglichen auch eine Analyse uber einfach zu handhabende Agarosegele, ebenso
der SSR-Marker SSR2-CB10347. Der SSR-Marker SSR1-Na10-D09 benétigt fur eine
Auftrennung der Fragmente dagegen héher auflésende Verfahren wie Polyacrylamid-
Gele.

Wie in Abbildung 24 dargestellt, konnte eine Kopplung der TuYV-Resistenz zu SSRs
von Chromosom N9 (PIQUEMAL ET AL., 2005) nur zu CB10347 und Na10-D09, d.h. zur
Telomerregion des kurzen Arms der vertffentlichten Karte nachgewiesen werden
ebenso besteht eine Kopplung zu dem SSR CB10196 (Abbildung 24) auf
Chromosom N4 (PIQUEMAL ET AL., 2005). Weitere SSRs von Chromosom N9 mit
Kopplung zur TuYV-Resistenz konnten nicht kartiert werden. Andererseits werden in
aktuelleren Literaturstellen die SSRs Nal0-D09 (OREGIN, 2005; Kim ET AL., 2006) und
CB10347 (BASUNANDA ET AL., 2007; RADOEvV, 2007; SUN ET AL., 2007) statt
Chromosom N9 dem Chomosom N4 zugeordnet, jedoch konnte auch unter
Verwendung weiterer SSRs von Chromosom N4 keine Kopplungen mit weiteren
SSRs von Chromosom N4 mit Ausnahme von CB10196 nachgewiesen werden
(Abbildung 24). Dennoch kann davon ausgegangen werden, dass die TuYV-
Resistenz dem Chromosom N4 zuzuordnen ist, da zum einen keine weitere
Kopplung mit anderen SSRs von Chromosom N9 der in PIQUEMAL ET AL. (2005)
verdffentlichten Karte nachgewiesen werden konnte und zum anderen die beiden
eng mit der TuYV-Resistenz gekoppelten SSRs selbst nicht eindeutig dem
Chromosom N9 zugeordnet werden, sondern in verschiedenen neuen
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Verdffentlichungen dem Chromosom N4. Der SSR CB10196 wird stets auf
Chomosom N4 kartiert (BASUNANDA ET AL., 2007; RADOEV, 2007).
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Abbildung 24: Vergleich der eigenen Kopplungskarte (JoinMap 4.0) basierend auf 111 DH-
Linien (Mitte) mit der Karte von PIQUEMAL ET AL. (2005) zu den Chromosomen N9 (links) und
N4 (rechts). Der blaugriine Pfeil deutet auf die Position des CB10196 (Chromosom N4) hin,
die dunkelgrinen Pfeile auf die beiden SSRs von N9 und der rote Pfeil auf die TuYV-
Resistenz.
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Eine weitere Mdglichkeit zur chromosonalen Lokalisation der TuYV-Resistenz
besteht in der Nutzung der Syntenie zur Modellpflanze A. thaliana.

Hierfir wurden alle AFLP-Sequenzen gegen eine BAC-Bibliothek geblastet
(BRASSICA RAPA GENOME PROJECT, 2007) und die hoch-homologen Regionen
wiederum anhand der THE ARABIDOPSIS THALIANA INTEGRATED DATABASE (2007) im
A. thaliana Genom gesucht. Homologe Sequenzen wurden auf allen finf
Arabidopsis-Chromosomen lokalisiert. Diese Positionen wurden auf die Arabidopsis-
Karte von PARKIN ET AL. (2005) Ubertragen. Die in dortigen Regionen befindlichen
RFLP-Marker wurden wiederum in Karten von B. napus (PARKIN ET AL., 2005)
Uberfihrt um homologe Sequenzen in B. napus zu lokalisieren. Da syntanische
Regionen auf fast allen Chromosomen von B. napus identifiziert werden konnten, war
ein Ruckschluss auf eine chromosomale Lokalisierung der TuYV-Resistenz mit
dieser Methode nicht méglich.

4.3 Markergestutzte Selektion

In der herkdmmlichen praktischen Pflanzenziichtung fiihrt der Weg zu neuen Sorten
Uber die zeitaufwendige phanotypische Analyse einer Vielzahl von Individuen
hinsichtlich der gewlinschten Merkmale (SUWABE ET AL., 2002). Im Beispiel der TuYV-
Resistenz wirde dies bedeuten, dass nach der arbeitsintensiven kinstlichen
Infektion mit virustragenden Blattlausen ebenso aufwendige serologische Uber-
prifungen durchzufiihren wéren. Um resistente Genotypen zu identifizieren, ist es
notwendig, das Pflanzenmaterial Uber die gesamte Vegetationsperiode zu
beobachten, um auch in spateren Testungen mogliche viruspositive Genotypen zu
identifizieren.

An dieser Stelle bieten die entwickelten Marker den enormen Vorteil, bereits in einem
sehr frihen Entwicklungsstadium indirekt auf Resistenz selektieren zu kénnen. Auf
diese Weise kann schon friihzeitig eine markergestiitzte Selektion durchgefuhrt und
die zu testende Anzahl an Individuen reduziert werden (RIBAUT UND HOISINGTON,
1998). Die enge Kopplung der entwickelten Marker zur TuYV-Resistenz ermdglicht
eine zuverlassige ldentifizierung TuYV-resistenter Genotypen anhand einer PCR und
einfachen Auswertung der Bandenmuster aus Agarose-Gelen.

Liegen codominante Marker vor, wie die hier entwickelten SSR- und STS-Marker,
kénnen sowohl homozygote als auch heterozygote elterliche Allele identifiziert
werden (KONIECZNI UND AUSUBEL, 1993). Es ist daher schon in einem frihen Stadium
des Zuchtprogramms und des jeweiligen Pflanzenmaterials sowie unabhangig vom
Heterozygotie-Grad des Materials mdglich, das Vorhandensein oder Fehlen eines
elterlichen Allels nachzuweisen, das fur eine Merkmalsauspragung verantwortlich ist.
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Dieses kann ohne den Einsatz von molekularen Markern erst in einem spéateren
Entwicklungsstadium bzw. einem fortgeschrittenen Stadium des Ziichtungsprozesses
beurteilt werden.

Ein weiteres Beispiel fur die Moglichkeiten der markergestiitzten Selektion stellt die
eindeutige Identifikation der Lokalisation der betreffenden Genloci (Chromosomen-
position) beispielsweise mittels SSRs dar. Dadurch kann im Einzelfall ein QTL mit
Kartenpositionen aus anderen Studien verglichen werden, wie fur das Merkmal
Glucosinolat-Gehalt von BASUNANDA ET AL. (2007) gezeigt wurde. Damit eréffnet sich
die Mdglichkeit, positive Allele fur das betreffende (quantitative) Merkmal gezielt zu
kombinieren, was mit phanotypischer Selektion allein nur zufallig erreicht wird.
Locus-spezifische SSR-Marker kénnen generell als Anker-Marker genutzt werden,
um Karten aus verschiedenen Populationen zu vergleichen (UzUNOVA UND ECKE,
1999).
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5 Zusammenfassung

Insgesamt 111 DH-Linien aus drei Kreuzungen des Typs ,resistent x anfallig“ wurden
hinsichtlich ihrer Resistenzreaktion gegenidber Turnip yellows virus (TuYV)
phénotypisiert. Unter Annahme eines Schwellenwertes von E4s=0,1 zeigten die
Ergebnisse der Vegetationsperioden 2004/2005 und 2005/2006 eine Anpassung an
eine genetische Spaltung von 1 (resistent) : 1 (anféllig), so dass im Prinzip von einer
monogenischen Vererbung der TuYV-Resistenz ausgegangen werden kann. In
beiden Jahren zeigte sich im Vegetationsverlauf eine kontinuierliche Erhéhung des
Virustiters resistenter Pflanzen im Dezember, der jedoch nicht die Hohe des
Virustiters anfalliger Pflanzen erreichte.

Das letzte Versuchsjahr 2006/2007 zeigte — abweichend von den Vorjahren
2004/2005 und 2005/2006 — aufgrund der extremen Witterung im Herbst und Winter
bereits im Dezember eine derartig weit fortgeschrittene Virusentwicklung, dass bis
zur letzten Testung keine DH-Linien virusfrei blieben.

Ausgehend von den ermittelten Phanotyp-Daten ist daher davon auszugehen, dass
es sich bei der TuYV-Resistenz um eine quantitative Resistenzreaktion handelt, bei
der neben einem dominanten Hauptgen, welches fir den geringen Virustiter im
Dezember verantwortlich ist, weitere Minorgene wirksam sind.

Basierend auf den phéanotypischen Daten konnten unter Verwendung der Bulked
Segregant Analysis zwei sehr eng mit Resistenz gekoppelte SSR-Marker sowie neun
ebenfalls sehr eng mit der TuYV-Resistenz gekoppelte AFLP-Marker identifiziert
werden. Zwei AFLP-Marker konnten in STS-Marker konvertiert werden, die somit als
diagnostische Marker eine effektive markergestiitzte Selektion erlauben.

Basierend auf einer vorliegenden genetischen Karte wurde die TuYV-Resistenz
zunachst auf Chromosom N9 (A-Genom) vermutet. Die Lokalisierung auf N9 konnte
jedoch mit weiteren SSRs nicht bestéatigt werden. Ausgehend von neueren
Erkenntnissen, nach denen die mit der TuYV-Resistenz eng gekoppelten SSR-
Marker dem Chromosom N4 zugeordnet werden, konnte anhand weiterer N4-
spezifischer SSRs Kopplung mit einem weiteren SSR auf diesem Chromosom
nachgewiesen werden. Da die beiden eng mit der TuYV-Resistenz gekoppelten
SSRs in mehreren aktuelleren Arbeiten ebenfalls N4 zugeordnet werden, kann von
einer Lokalisation auf diesem Chromosom ausgegangen werden.
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6 Abstract

Turnip yellows virus (TuYV) belongs to the Poleroviruses within the Luteoviridae
family. TuYV is transmitted in a persistent manner by aphids — mainly M. persicae
(SCHLIEPHAKE ET AL., 2000; D’ARCY UND DOMIER, 2005) - and is widespread worldwide
(GRAICHEN AND RABENSTEIN, 1996; THOMAS ET AL., 1993; SMITH AND HINCKES, 1985).
The infection rate is depending on the vector activity, which increases with mild
autumn and winter temperatures. Therefore, it is assumed that this virus will become
even more important in the future due to global warming. Chemical measures against
the vector i.e. insecticide sprayings or seed treatment are neither acceptable for
ecological reasons nor very efficient (READ AND HEWSON, 1988; WALSH ET AL., 1989).

Yield losses caused by TuYV have been estimated to range from 12 to 34 %
(GRAICHEN, 1997). Therefore, resistance to TuYV is an important goal of winter
rapeseed breeding. This holds true in particular in the frame of an environmentally
friendly winter rapeseed production, since resistant cultivars will considerably reduce
insecticide treatments. Besides this, red or violet discolorations of leaves and growth
reductions resemble symptoms of nutrient deficiency, leading to the additional
application of fertilizer which cannot be taken up by infected plants (GRAICHEN, 1999).

A prerequisite for succesfully integrating resistance to TuYV from wild or basic
material into adapted cultivars is detailed knowledge on the inheritance of resistance
and the availability of molecular markers, because rearing of virus infested aphids
needed for artificial inoculation cannot be integrated efficiently into applied rapeseed
breeding. Therefore, the goals of this study were (i) to achieve detailed information
on the mode of inheritance of resistance to TuYV, and (ii) to develop molecular
markers suited for marker based selection procedures.

In order to obtain detailed information on the genetics of resistance derived from the
resynthesized rapeseed line ‘R54" and to identify segregating molecular markers a
total of 111 DH-lines were analysed.

In three years field trials a monogenic mode of inheritance (1 resistant:
1 susceptible segregation) was detected in December of the first two years after
artificial inoculation of DH-lines using virus bearing aphids and assuming a threshold
for resistance of E4ps=0.1. With the progressing growing season a countinuous
increase of the virus titre was observed also in the plants classified as resistant in
December. However, the virus titre of these plants never reached the level of the
susceptible ones. In contrast to these results much higher virus concentrations were
already observed in December 2007 due to the extremly mild autumn.

The phenotype data give hint that the TuYV-resistance is inherited by one dominant
major-gene, which is responsible for the low virus titres in December until spring,
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complemented by further minorgenes for resistance. Additionally, pronounced effects
of environment (temperature) are assumed.

Based on these phenotypic data marker development using bulked segregant
analysis (BSA) was started and two closely linked SSR marker, six closely linked and
three cosegregating AFLP marker and two cosegregating diagnostic STS marker
have been developed.

Due to the SSRs identified the TuYV-resistance was first supposed to be located on
chromosome N9 (A-Genome) based on the map by PIQUEMAL ET AL. (2005).
However, this localization could not be confirmed with further SSRs of chromosome
N9. In more recent studies the linked SSRs were assigned to chromosome N4, and
the analysis of additional SSRs from N4 led to the identification of one N4-derived
SSR. Therefore, it is concluded that the TuYV-resistance is most likely located on
chromosome N4.
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10 Anhang

10.1 Agrotechnische MaRhahmen, 2003 bis 2007

2003/2004 F1-Hybriden

Datum Zweck Mittel Aufwandmenge
26.08.2003 | Unkraut Nimbus 2,4 l/ha
28.08.2003 | Unkraut Nimbus 2,4 lha
25.09.2003 | Wachstumsregler und Fungizid Folicur 1 l/ha
12.03.2004 | N-Diingung KAS 225 kg KAS = 60kg N/ha
01.04.2004 | Wachstumsregler und Fungizid Folicur 1 I/ha
14.04.2004 | RuBler Fastac 130 ml/ha
2004/2005 DH-Linien

Datum Zweck Mittel Aufwandmenge
27.08.2004 | Unkraut Nimbus 2,66 l/ha
06.09.2004 | Ausfallgetreide Fusilade 15 lha
08.09.2004 | Erdfloh Fastac 0,1 l/ha
01.10.2004 | Wachstumsregler und Insektizid Folicur 1 l/ha
04.04.2005 | RuBler Fastac 0,2 I/ha
06.04.2005 | Fungizid Folicur 1 l/ha
2005/2006 DH-Linien

Datum Zweck Mittel Aufwandmenge
18.08.2005 | Unkraut Nimbus 2,66 l/ha
20.09.2005 | Wuchshemmer und Fungizid Folicur 1 I/ha
19.04.2006 | Wuchshemmer und Fungizid Folicur 1 l/ha
19.04.2006 | RuRler Fastac SC Super Contact 0,13 I/ha
26.04.2006 | RuRler Fastac SC Super Contact 0,13 lI/ha
2006/2007 DH-Linien und F1-Hybriden

Datum Zweck Mittel Aufwandmenge
20.09.2006 | Wuchshemmer und Fungizid Folicur 1 l/ha
13.03.2007 | RuRler Fastac SC Super Contact 0,13 I/ha
27.03.2007 | Wuchshemmer und Fungizid Folicur 1 I/ha
03.04.2007 | Rapsglanzkafer Biscaya 0,3 l/ha
16.04.2007 | Rapsglanzkéfer Biscaya 0,3 l/ha
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10.2 DAS-ELISA

Fir den DAS-ELISA wurde die ,ELISA-Plate, Mikrolon, 96 K, F-Form, Bindungskapazitat:
Hoch, Kaminausfihrung“ der Firma Greiner bio-one verwendet. Das in CLARK UND ADAMS
(1977) und CASPER UND MEYER (1981) beschriebene Standard-Protokoll zur Durchfiihrung
des DAS-ELISAs wurde wie in Abbildung 25 dargestellt verandert.

M. F. CLARK AND A. N. ADAMS

100ul /Well  Coating-Puffer mit 1ug/ml IgG

1. Specific antibody R .
- adsorbed to plate Inkubation: 3 Stunden bei 37°C
Waschen: 2 x kurz, 2 x lang
Wash
. 100ul / Well  in Probenpuffer aufgenommener
2. Add test sample Pflanzensaft, Verhaltnis 1:1 - 1:1,25
contaming virus
Inkubation: Uber Nacht bei 4°C
Waschen: 2 x kurz, 2 x lang
Wash

100ul / Well  Konjugat, d.h. mit enzym-markiertem
3. Add enzyme-labelled spezifischen Antilorper versetzter Probenpuffer
specific antibody E
PE Inkubation: 4 Stunden bei 37°C

Waschen: 3 xkurz, 2 xlang

Wash
200yl / Well  mit 2 mg/ml p-NPP versetzter Substrat-
Puffer

4. Add enzyme substrate "
Inkubation: 1 Stunde bei Raumtemperatur

Messung der Menge durch die Proben absorbierten Lichtes
Colour intensity o virus concentration bei einer Wellenkinge von 405nm.

Fig. 1. Principle of the ELISA technique for plant viruses,

Abbildung 25: Nach CLARK UND ADAMS (1977) verandertes Standard-Protokoll zur
Durchfuhrung des DAS-ELISA. Links Abbildung aus CLARK UND ADAMS (1977), rechts die
durchgefiihrten Schritte. Ein kurzer Waschschritt bedeutet, dass die Platten mit Waschpuffer
befillt und sofort wieder entleert wurden; ein langer Waschschritt bedeutet, dass die Platten
etwa 3 Minuten mit Waschpuffer befilllt stehen gelassen wurden.
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Verwendete Puffer und Lésungen

Coating-Puffer (pH 9,6)

Reagenzien Endkonzentration fur 1 Liter
Natriumcarbonat, wasserfrei, Na,CO3 (Roth, M 105,99g/mol,
99,8 %) 15mM 1,599
Natriumhydrogencarbonat, NaHCO; (Roth, M 84,01g/mol,
99 %) 34,9mM 2,939
H204gest. 1 Liter
frisch zugegeben:
Reagenzien Endkonzentration fur 10ml
Coating-Puffer 10ml
1gG 1:100 1pg/ml 100ul
Phosphate-buffered saline — PBS (pH 7,4)
Reagenzien Endkonzentration fur 6 Liter
Natriumchlorid, NaCl (Roth, M 58,44g/mol, 99,5 %) 136,9mM 489
Kaliumdihydrogenphosphat, KH,PO, (Roth, M 136,09g/mol,
99 %) 1,47mM 1,29
Dinatriumhydrogenphosphat-2-hydrat, Na,HPO,-2H,0 (Roth,
M 177,99g/mol, 99,5 %) 8,1mM 8,649
Kaliumchlorid, KCI (Roth, M 74,56g/mol, 99,5 %) 2,68mM 1,29
H2O0qest. add to 6 Liter
Waschpuffer
Reagenzien Endkonzentration fur 5 Liter
PBS 5 Liter
Tween 20 (Serva, M ca.1200) 0,01 % (v/v) 0,5ml
Probenpuffer
Reagenzien Endkonzentration fur 100ml
Polyvinylpyrrolidone 25, PVP, (CsHgNO), (Serva, Mr ca.
29000) 2 % (wiv) 29
Trockenmilch 0,2 % (w/v) 0,29

Tween 20 (Serva, M ca.1200)

0,00005 % (v/v)

0,05ul bzw.1 Tr.

Der Pflanzensaft aus dem gepressten Pflanzenmaterial wurde mit dem Probenpuffer in
einem Verhaltnis Puffer zu Pflanzensaft 1:1-1,25 verdiinnt.
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Positiv- und Negativ-Kontrolle

Die verwendeten Positiv- und Negativ-Kontrollen wurden aus hochinfizierten bzw. virusfreien
Pflanzenproben erstellt [200ul Pflanzensaft + 800ul Probenpuffer + 0,2mg Natriumsulfit
(Na,S03, Roth, M 126,04 g/mol, 98 %)] und gefriergetrocknet gelagert. Fir die Verwendung
wurden diese Proben mit 1ml H,Oges;. gelost.

Konjugat

Die zu verwendende Verdinnung des Konjugates wurde mit jeder Charge im Labor von
Herrn Dr. Frank Rabenstein (JKI-IEP) neu anhand virusfreiem Pflanzenmaterial und Material
mit verschiedenen TuYV-Isolaten in Abhangigkeit vom IgG ermittelt und das Konjugat auf
eine zu verwendende Verdiinnung von 1:2000 eingestellt.

Substrat(-Puffer) (pH 9,8):

Reagenzien Endkonzentration fur 1 Liter
H0gest. 800ml
Diethanolamine, C4H;;NO, (Sigma, M 105,14g/mol, 98 %) 9,5 % (v/v) 97ml
Natriumazid, NaN; (Roth, M 65,01g/mol, 99 %) 3mM 0,29

pH 9,8 mit Salzséure, HCI (Roth, 0,1mol/l - 0,AN MaRlésung)
H,0gest. add to 1 Liter

Magnesiumchlorid-6-hydrat, MgCl,-6H,0O (Roth,
M 203,3g/mol, 99 %) imM 203mg

frisch zugegeben:
Reagenzien Endkonzentration fur 20ml
Substrat Puffer 20ml
4-Nitrophenyl Phosphat Na,-salz (p-NPP), 2,7mM bzw.

CsH4NOgP-Na, 6H,0 (Serva, Mr 371,15) 2mg/ml 0,029
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10.3 TBIA — Tissue Blot Immuno Assay

Das Pflanzenmaterial (Wurzel, Haupttrieb, Sténgel, Blatter) wurde auf einer
desinfizierten Glasflache angeschnitten und die glatte Schnittstelle fir etwa 1-2
Sekunden auf die Membran (Hybond-C, Amersham LIFESCIENCE) gedruckt.

Alle folgenden Wasch- und Inkubationsschritte wurden unter leichtem Schiitteln bei
Raumtemperatur durchgefihrt.

Nach einem 15-Minitigen Waschschritt in ,Puffer A* folgten 60 Minuten Inkubation in
JPuffer A mit 5% (w/v) Trockenmilch und 1pl/ml des Serums IgG 70 (RABENSTEIN,
1998).

Es folgte ein weiterer Waschschritt von 15 Minuten in ,Puffer A* mit 5% (w/v)
Trockenmilch und weitere 60 Minuten Inkubation mit ZAKAG (Ziege Anti-Kaninchen
1gG) 1:2000 in ,Puffer A* gelost.

Nach weiteren 10 Minuten waschen in ,Puffer A* folgten 10 Minuten waschen in
JPuffer B*.

Zur Farbung wurde die Membran 2-5 Minuten in der ,Substratldsung A+B*“ inkubiert.
Es folgten 5 Minuten Entfarbung in Natriumhypochlorit, 1:5 verdinnt in HyOgest. Zur
Entfernung noch anhaftendem Chlorophylls.

AbschlieRend folgten 2x10 Minuten Waschen in H2Ogest.

Die Luftgetrocknete Membran wurde mikroskopisch ausgewertet.
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Verwendete Puffer und Losungen

,Puffer A“
Reagenzien Endkonzentration fur 1 Liter
Tris, C4H1;NO; (Roth, M 121,14g/mol, 99,9 %) 10mM 1,211g
Natriumchlorid, NaCl (Roth, M 58,44g/mol, 99,8 %) 100mM 5,844¢g
pH 8,0 mit Salzsaure, HCI (Roth, 0,1mol/l - 0,1N Maflésung)
H,0gest. add to 1 Liter
,Puffer B”
Reagenzien Endkonzentration fur 1 Liter
Tris, C4H1;NO; (Roth, M 121,14g/mol, 99,9 %) 100mM 12,1149
Natriumchlorid, NaCl (Roth, M 58,44g/mol, 99,8 %) 100mM 5,8449g
pH 9,0 mit Salzséure, HCI (Roth, 0,2mol/l - 0,1N MaRlésung)
Hzodest_ add to 1 Liter
Substratlésung A
Reagenzien Endkonzentration fur 26ml
4-Nitroblau tetrazolium chlorid, C4oH30Cl,N1,0¢ (Loewe, M
817,65g/mol) 423mM 0,009¢g
Puffer B add to 26ml
Substratlésung B
Reagenzien Endkonzentration fur 4ml
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat-p-toluidinsalz,
Cy5H15N,0,4BrCIP (Roth, M 433,64g/mol, 99,5 %) 2,88mM 0,005g
Puffer B add to Aml
~Substratldsung A+B*
Reagenzien Endkonzentration fur 30ml
Substratldsung A 87 % (viv) 26ml
Substratlésung B 13 % (v/v) 4ml
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10.4 Arbeitsvorschrift DNA-Extraktion

Es wurden 4ml Extraktionspuffer auf etwa 500mg gemahlenes Pflanzenmaterial gegeben.
Die anschlieRende Inkubation erfolgte fir 90 Minuten bei 65°C gefolgt von einer
anschlieBenden Inkubation fur 5 Minuten im Eisbad.

Nach Zugabe von 0,5 Volumen Chloroform (CHCI;, Roth, M 119,38g/mol, 99 %) /
Isoamylalkohol (CsH;,0, Roth, M 88,15g/mol, 98,5 %) (24:1) und 30 Minuten langsamer
Invertion wurde 20 Minuten bei 2350 x g zentrifugiert (Sorvall RC 5 mit Swinging Bucket
Rotor HS-4, 3500 rpm). Dieser Schritt wurde dann mit dem Uberstand und 1 Volumen
Chloroform / Isoamylalkohol (24:1) wiederholt.

Der klare Uberstand der zweiten Zentrifugation wurde mit 0,3mg RNaseA (Qiagen)
behandelt und 45 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurde ein Inkubationsschritt von
5 Minuten im Eisbad durchgefunhrt.

Die DNA-Fallung erfolgte mit 0,7 Volumen der Proben eiskaltem Isopropanol (Roth, M
60,10g/mol, 99,8 %). AnschlieRend wurde die DNA nach invertieren mittels Pasteurpipette
gefischt.

Eine Nachbehandlung der DNA erfolgte zunédchst 15 Minuten in 1ml Waschpuffer | und
anschlieBend 5 Minuten in Waschpuffer Il. Nach Trocknung der DNA wurde diese in 100pl
TE-Puffer (LOmM Tris, 1ImM EDTA) geldst.

Die Konzentration der DNA wurde anschlieRend photometrisch bestimmt (Spectra Max 190,
Molecular Devices) und mit H,O4q auf 25ng/pl verdunnt.

Verwendete Puffer und Losungen

1,0M Tris
Reagenzien Endkonzentration fur 1 Liter
Tris, C4H11NO3 (Roth, M 121,14g/mol, 99,9 %) 1M 121,149
H,044 add to 1 Liter

pH 8 mit 2N Salzsaure, HCI (Roth, 2mol/l - 2N MaRIdsung)

20 Minuten bei 121°C autoklaviert

0,5M EDTA

Reagenzien Endkonzentration fur 1 Liter

Ethylendiamin-tetraessigsaure Dinatriumsalz Dihydrat

(EDTA), C10H14N,Na,052H,0 (Roth, M 372,24g/mol, 99 %) 0,5M 186,129
H,04q4 add to 1 Liter
pH 8,01 mit 4N Natronlauge, NaOH (Roth, 4mol/l - 4N
MaRlésung)

20 Minuten bei 121°C autoklaviert

92



Anhang

Natriumacetat 3M

Reagenzien Endkonzentration fur 1 Liter
Natriumacetat, NaAc, C,H3NaO, (Roth, M 82,03g/mol, 99 %) 3M 246,099
H,04q4 add to 1 Liter
pHS5
Extraktionspuffer — 1,3xCTAB+BME
Reagenzien Endkonzentration fur 1 Liter
Hexadeccyltrimethylammoniumbromid, CTAB, C19H4,BrN
(Roth, M 364,46g/mol, 98 %) 1,3 % (Wiv) 13g
,1,0M Tris" 130mM 130ml
,0,5M EDTA" 13mM 26ml
Natriumchlorid, NaCl (Roth, M 58,44g/mol, 99,8 %) 900mM 52,659
Polyvinylpyrrolidone K30, PVP, (C¢HgNO), (Roth,
M ca. 40000g/mol, reinst) 0,65 % (w/v) 6,59
H,044 add to 1 Liter
frisch zugeben:
2-Mercaptoethanol, BME, C,HsOS (Roth, M 78,13g/mol,
99 %) 180mM 13ml
Waschpuffer |
Reagenzien Endkonzentration fur 1 Liter
g/mol, 99,8 %) 75,85 % (v/v) 760ml
,Natriumacetat 3M” 200mM 66,7ml
H,044q add to 1000ml
Waschpuffer I
Reagenzien Endkonzentration fur 1 Liter
Ethanol, C,H¢O (Roth, M 46,07g/mol, 99,8 %) 75,85 % (v/v) 760ml
Ammoniumacetat, C,H;NO, (Roth, M 77,08g/mol, 97 %) 10mM 0,771g
H,04q add to 1000ml
TE-Puffer
Reagenzien Endkonzentration fur 1 Liter
1,0M Tris 10mM 10ml
0,5M EDTA imM 2ml
H,04q add to 1000ml
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10.5 Protokolle SSRs

Reaktions-Ansatz fur PCR, 10ul (R. Snowdon, pers. Mitteilung):

Reagenzien Stammldsung Endkonzentration fur 10pl-Ansatz
Puffer 10x 1,00ul
dNTPs 10mM 0,2mM 0,20pl

MgCl, aus Puffer 1,5mM
MgCl, 25mM 1,0mM 0,40pl

Summe MgCl, 2,5mM
F-Primer* S5pmol/ul 0,5uM 0,10ul
R-Primer Spmol/pl 0,5uM 0,10yl
M13** 10pmol/pl 0,5uM 0,05pl
Tag DNA Polymerase (Qiagen) 5U/ul 0,25U 0,05ul
DNA 25ng/pl 50ng 2,00ul
h20dq 6,10yl

** M13uniFi: 5-AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT-3" (mit 5"-Markierung je nach Detektionssystem)

*Die M13-Sequenz 5 -TTTCCCAGTCACGACGTT-3" wird vor jedem Forward-Primer angehangt
(Primer werden 18 bp langer)

Cycler-Programme (R. Snowdon, pers. Mitteilung):

td68
95 °C 2:00 |
95 °C 0:45 5 Zyklen
68 °C 5:00 -2°C pro Zyklus
72 °C 1:00
95 °C 0:45 5 Zyklen
58 °C 1:00 -2°C pro Zyklus
72 °C 1:00
95 °C 0:45 27 Zyklen
47 °C 0:30
72 °C 1:00
72 °C 10:00
4 °C oc
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95

95

72

95

72

95

72

2:00
0:45
5:00
1:00
0:45
1:00
0:45

0:30
1:00

10:00

2:00
0:45
5:00
1:00
0:45
1:00
0:45

0:30
1:00

10:00

2:00
0:45
5:00
1:00
0:45
1:00
0:45

0:30
1:00

10:00

td60

5 Zyklen
-2°C pro Zyklus

5 Zyklen
-2°C pro Zyklus

27 Zyklen

td55

5 Zyklen
-2°C pro Zyklus

5 Zyklen
-2°C pro Zyklus

27 Zyklen

td50

5 Zyklen
-2°C pro Zyklus

5 Zyklen
-2°C pro Zyklus

27 Zyklen
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10.6 Protokolle AFLPs

Restriktionsverdau

Reagenzien Stammldsung Endkonzentration fur 25pl-Ansatz
5x reaction buffer 5x 5,00yl
EcoRI / Msel 1,25U 2,5U 2,004l
AFLP-grade water 12,00pl
DNA 25ng/ul 150ng 6,004l
Ligation der Adapter
Reagenzien Stammlésung Endkonzentration fir 50pl-Ansatz
Adapter ligation solution 24,00pl
T4 DNA ligase 1U 1U/ul 1,00pl
Restriktionsverdau 25,00pl
+0 Preamplifikation
Reagenzien Stammldsung Endkonzentration fur 50pl-Ansatz
Puffer 10x 5,00yl
dNTPs 10mM 0,2mM 1,00ul
MgCl, aus Puffer 1,5mM
EcoRI +0 50ng/pl 75ng 1,50ul
Msel +0 50ng/pl 75ng 1,50ul
Tagq DNA Polymerase (Qiagen) 5U/pl 1U 0,20yl
H>04q 35,80l
1:10-Verd. der Ligation 5,00pl

+1 Preamlifikation

Reagenzien Stammlésung Endkonzentration fur 50pl-Ansatz
Puffer 10x 5,00yl
dNTPs 10mM 0,2mM 1,00ul
MgCl, aus Puffer 1,5mM
EcoRI +A 50ng/pl 75ng 1,50pl
Msel +C 50ng/pl 75ng 1,50l
Tag DNA Polymerase (Qiagen) 5U/ul 1V 0,20l
H204q 35,804l
1:10-Verd. der +0 Preamplifikation 5,00ul

96



Anhang

+3 Amplifikation (fir ALFexpress)

Reagenzien Stammlésung Endkonzentration fur 10ul-Ansatz
Puffer 10x 1,00pl
dNTPs 10mM 0,2mM 0,20pl

MgCl, aus Puffer 1,5mM
MgCl, 25mM 1,0mM 0,40ul

Summe MgCl, 2,5mM
EcoRI -Primer+3, Cy5-Markiert 50ng/pl 19ng 0,38ul
Msel -Primer+3 50ng/pl 56ng 1,12pl
Tag DNA Polymerase (Qiagen) 5U/pl 0,2U 0,04ul
1:10-Verd. der 1+-Preamplifikation 2,50pl
H204q 4,36pl

+3 Amplifikation (fur LI-COR und Silbergel)

Reagenzien Stammlésung Endkonzentration fur 10ul-Ansatz
Puffer 10x 1,00ul
dNTPs 10mM 0,2mM 0,20pl

MgCl, aus Puffer 1,5mM
MgCl, 25mM 1,0mM 0,40ul

Summe MgCl, 2,5mM
EcoRI -Primer+3, Cy5-Markiert 50ng/pl 10ng 0,20pl
Msel -Primer+3 50ng/pl 28,75ng 0,575ul
Tag DNA Polymerase (Qiagen) 5U/ul 0,2U 0,04pl
1:10-Verd. der 1+-Preamplifikation 2,50ul
H>04q 5,085ul

Cycler-Programme:

Restriktionsverdau (Invitrogen)

37 °C 2:00:00
70 °C 0:15:00
4 °C oc

Ligation der Adapter (Invitrogen)

20 °C 2:00:00
4 °C oc
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94

94

72

+0/+1 Preamplifikation (VOS ET AL., 1995)

°C

3.00 |

0:30
1:00
1:00

20 Zyklen

oC

10:00 ’

+3 Amplifikation (VOs ET AL., 1995)

°C

3.00 |
0:30
0:30
1:00

12 Zyklen
-0,7°C pro Zyklus

0:30
0:30
1:00

22 Zyklen

10:00 ’

oc
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10.7 Puffer fir ALFexpress

10x TBE ALFexpress (Laufpuffer 1XTBE)

Reagenzien Endkonzentration fur 11
Tris, C4H11NO3 (Roth, M 121,14g/mol, 99,9 %) 1M 121,149
Borsaure, H;BO3 (Roth, M 61,83g/mol, 99,8 %) 830mM 51,329
EDTA, Cy0H14N2Na,0Og 2H,0 (Roth, M 372,24g/mol, 99 %) 10mM 3,729
H,04q add to 1 Liter

GroRenstandard:

ALFexpress"™sizer™ 50-500 (Amersham Biosciences) - Cy5-Standard 50-500bp

Reagenzien Endkonzentration fur 10ml

ALFexpress Sizer 1pl

TE-Puffer (10mM Tris, ImM EDTA, pH7,6) 3ul
Loading Dye 3ul

ebenfalls 2 Minuten bei 95°C denaturiert und vollstandig aufgetragen.
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10.8 Puffer fir LI-COR

10x TBE Long Run (Laufpuffer 1xTBE)

Reagenzien Endkonzentration fur 2
Tris, C4H11NO3 (Roth, M 121,14g/mol, 99,9 %) 1340mM 324,669
Borséure, H3BO; (Roth, M 61,83g/mol, 99,8 %) 450mM 55,629
EDTA, CyoH14N;Na,0g 2H,0 (Roth, M 372,24g/mol, 99 %) 25mM 18,61g
H,04q add to 2 Liter
pH 8,5 (mit HCI)
Gellésung 8 % Long Ranger
far
Reagenzien Endkonzentration 200m!|
Long Ranger Gel Solution 50 % (Cambrex Bio Science
Rockland) 32ml
Harnstoff, CH4N,O (Roth, M 60,06g/mol, 99,5 %) 6993mM 84g
10XTBE Long Run 20ml
H,04q add to 200ml
10 % APS - Ammoniumperoxodisulfat
Reagenzien Endkonzentration fur 10ml
APS - Ammoniumperoxodisulfat, (NH,4),S,0s (Roth,
M 228,2g/mol, 98 %) 438mM 1g
H,044 add to 10ml
bei -20°C lagern. Bei 4°C maximal 7 Tage verwendbar
Polyacrylamidgel
Reagenzien Endkonzentration fur ein Gel (25cm, 0,25mm)
Gelldsung 8 % Long Ranger 20ml
Temed, CgH16N, (Roth, M 116,21g/mol,
99 %) 0,1 % (v/v) 20ul
10 % APS 140l
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Ladepuffer

Reagenzien Endkonzentration fur 10ml
Formamid deionisiert, CH3NO (Roth, M 45,04 g/mol, 99,5 %) 95 % (viv) 9,5ml
EDTA, CyoH14N;Na,0Og 2H,0 (Roth, M 372,24g/mol, 99 %) 10mM 0,03g
Fuchsin basisch 0,1 % 0,01g

Bromphenolblau Na-Salz, C;9HsBr,OsSNa (Roth, M
691,9g/mol) 0,01 % 0,001g
H,044q add to 10ml

pH9

Sizer™ 50-500 (Amersham Biosciences) - Cy5-Standard 50-500bp

Reagenzien Endkonzentration

fur 10ml

ALFexpress Sizer

TE-Puffer (10mM Tris, 1mM EDTA, pH7,6)

Loading Dye
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10.9 Protokoll Polyacrylamidgel mit Silberfarbung

Verwendete Puffer und Lésungen

Puffer und Lésungen auf Vorrat:

10xTBE (Laufpuffer 1XTBE)

Reagenzien Endkonzentration fur 1
Tris, C4H1;NO3 (Roth, M 121,14g/mol, 99,9 %) 891mM 108g
Borsaure, H;BO3 (Roth, M 61,83g/mol, 99,8 %) 889mM 55g
EDTA, Ci0H14N,Na,05 2H,0 (Roth, M 372,24g/mol, 99 %) 25mM 9,39
H,04q add to 1 Liter

Gel 30

Rotiphorese Gel 30 mit 30 % igem Acrylamid / Bisacrylamid - Stammldsung im Verhéltnis
37,5:1 - fertige Losung, Lagerung bei 4°C in dunkler Flasche.

geldster Harnstoff

Reagenzien Endkonzentration fiir ca. 500ml

Harnstoff, CH4;N,O (Roth, M 60,06g/mol, 99,5 %) ca. 8391mM 2529
10xTBE 56,1ml

H20u4 220,1ml

im Becherglas anriihren (ergibt ca. 500ml) in Flasche fullen und bei RT stehen lassen.

30 % APS - Ammoniumperoxodisulfat

Reagenzien Endkonzentration fur 10ml

APS - Ammoniumperoxodisulfat, (NH,4),S,0s (Roth,
M 228,2g/mol, 98 %) 1314mM 3g

H,04q add to 10ml

bei -20°C lagern. Aufgetautes maximal 7 Tage verwendbar.
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Ladepuffer / Stopsolution

Reagenzien Endkonzentration fur 20ml
Formamid deionisiert, CH3NO (Roth, M 45,04 g/mol, 99,5 %) 98 % (viv) 19,6ml
EDTA, CioH14NoNa,0g 2H,0 (Roth, M 372,24g/mol, 99 %) 10mM 0,074g
Xylencyanol, C,sH,7N,NaOgS, (Roth, M 538,6g/mol) 0,025 % (w/v) 0,005¢g
Bromphenolblau Na-Salz, C;4HsBr,OsSNa (Roth, M
691,9g/mol) 0,025 % (w/v) 0,005¢g
H,04q add to 20ml
Standard:
99ul Ladepuffer
1ul 100bp DNA Ladder (Invitrogen)
Puffer und Lésungen, frisch angesetzt:
Verdinnung Binde Silan:
Reagenzien Endkonzentration fur 10ml
BindingSilan (plusone) 20pl
Ethanol, C,HsO (Roth, M 46,07g/mol, 99,8 %) 49,9 % (viv) 5ml
H,044q 5ml
mindestens 30 Minuten bei RT stehen/riihren lassen.
Gel Herstellung:
Reagenzien Endkonzentration fir 70ml
geldster Harnstoff 60ml
Gel 30 10ml
30 % APS 130u!
Temed, CgHi6N, (Roth, M 116,21g/mol, 99 %) 0,07 % (v/v) 50pl
Fixierlésung / Stopplésung (10 % Essigséaure):
Reagenzien Endkonzentration fur 2 Liter
Essigséure, C,H,0, (Roth, M 60,05g/mol, 100 %) 10 % (viv) 200ml
H2044 1800ml
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Farbeltsung:

Reagenzien Endkonzentration fur 2 Liter

Silbernitrat, AgNO; (Roth, M 169,88g/mol, 99,9 %) 5,89mM 29
Formaldehyd, CH,O (Roth, M 30,03g/mol, 37 %) 0,05 % (v/v) 3ml
H,044 add to 2000m|

Lésung erst kurz vor der Farbung ansetzen!

Entwicklerldsung:
Reagenzien Endkonzentration fur 2 Liter
Natriumcarbonat, Na,CO3 (Roth, M 105,99g/mol, 99,8 %) 283mM 60g
H,044 add to 2000ml
auf unter 10°C kiihlen. Erst direkt vor Verwendung zugeben:
Formaldehyd, CH,O (Roth, M 30,03g/mol, 37 %) 0,05 % (v/v) 3ml
Natriumthiosulfat, Na,S,05 (Sigma, FW 158,1, 99 %) 63mM 20g

Silberfarbung mit Taschenkamm

Vorbereitung der Platten (Plattengrof3e 50cm Lauflange, 0,4mm Gelstarke):

Die Pufferplatte wurde zuerst in H,Oges gereinigt, anschlie@end mit 100 %igem Ethanol
abgerieben, mit Kimwipes fusselfrei getrocknet und dann mit Glasreiniger fusselfrei gereinigt.
AbschlieRend wurde sie mit BlueSlick (Serva) bespruht, kurz mit Kimwipes fusselfrei verteilt
und luftgetrocknet. Die Glasplatte wurde ebenfalls zuerst in H,Ogest gereinigt, dann mit
Glasreiniger eingespriht und mit Kimwipes fusselfrei abgerieben. AbschlieRend wurde
verdiinntes BindingSilan mit Kimwipes fusselfrei verteilt und ca. 1 Stunde luftgetrocknet.
Beide Platten wurden vor dem Zusammenbau mit Methanol (CH4O, Roth, M 32,04g/mol,
99,9 %) leicht abgerieben.

Laufbedingungen:

Der Vorlauf wurde bei 100W, 60 Minuten und mit 50°C durchgefihrt. Nach Beladung wurden
fur 10 Minuten bei 40W und 50°C zum Einlaufen der Proben in das Gel eingestellt und dann
der Lauf fir 90 Minuten bei 200W und 50°C durchgefihrt.

Vorbereitung der Proben:

Die PCR-Produkte wurden mit gleicher Menge Ladepuffer (je 3pl) versetzt und diese sowie
der Standard 5 Minuten bei 95°C denaturiert, anschlieBend bis zum Auftragen in Eis
gelagert. Aufgetragen wurden 6-8pl mit Ladepuffer versetzte Probe und 4pul Standard.
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Farbung:

Nach Abkihlen der Pufferplatte wurde die Glasplatte vorsichtig von der Pufferplatte getrennt
und die Unterseite gereinigt. Fir die Farbung wurde die Glasplatte mit der Gelseite nach
oben in einer Wanne mit Fixierldsung 10 Minuten leicht geschittelt. AnschlieBend wurde die
Glasplatte drei mal 3 Minuten ebenfalls unter leichtem Schitteln in H,Ogest. gewaschen und
30 Minuten in Farbelésung leicht geschuttelt. Alsdann wurde die Glasplatte maximal 10
Sekunden mit H,O4est gewaschen und unter leichtem Schutteln in Entwicklerldsung eine
Sichtentwicklung durchgefiihrt. Die Entwicklung wurde unter Zugabe der Stopplésung
abgebrochen, in der die Glasplatte weitere 10 Minuten leicht geschiittelt wurde.
AbschlieBend wurde die Glasplatte drei mal 3 Minuten ebenfalls unter leichtem Schitteln in
H,Oqest. gewaschen und zum Trocknen aufgestellt.
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10.10 Puffer fur die Herstellung kompetenter Zellen
LB-Medium

Reagenzien Endkonzentration fur 1000ml

LB-Medium (Luria/Miller, Roth), pH 7 2,5 % (wlv) 25¢g
autoklaviert bei 121°C, mind. 20 Minuten.

LB-Medium fiir Petrischalen

Reagenzien Endkonzentration fur 1000ml
LB-Medium (Luria/Miller, Roth), pH 7 2,5 % (wiv) 25g
Agar Noble (Difco) 2 % (wlv) 20g

autoklaviert bei 121°C, mind. 20 Minuten.

Nach Abkihlung auf 55°C 100mg Ampicillin auf 1000ml LB-Medium zugegeben und auf
Petrischalen verteilt.

TB (Transformation Buffer)

Reagenzien Endkonzentration fur 200ml

Pipes, CgH13N,06S, (Roth, M 302g/mol, 299 %) 10mM 0,605¢g
Calciumchlorid, CaCl, (Roth, M 110,99g/mol, 298 %) 15mM 0,333g
Kaliumchlorid, KCI (Roth, M 74,56g/mol, 99,5 %) 250mM 3,728g

pH 6,7 mit NaOH
Mangan (Il)-chlorid-Tetrahydrat, MnCl,x4H,0 (Merck, M
197,91g/mol, 299 %) 55mM 2,177g
Steril filtrieren mit sterilen Rotilabo-Spitzenfilter, 0,22um PVDF.

SOB
Reagenzien Endkonzentration fur 1 Liter
Bacto tryptone (Difco) 2 % (wiv) 20,0009
Yeast esxtract SERVABACTER (Serva) 0,5 % (w/v) 5,000g
Natriumchlorid, NaCl (Roth, M 58,44g/mol, 299 %) 10mM 0,584g
Kaliumchlorid, KCI (Roth, M 74,56g/mol, 99,5 %) 2,5mM 0,1869g
Magnesiumchlorid-Hexahydrat, MgCl,x6H,0 (Roth, M
203,3g/mol, 299 %) 10mM 2,033g
Magnesiumsulfat, MgSO,xH,0 (Roth, M 120,4xH,0, reinst) 10mM 1,383g
pH 6,7-7,0

autoklaviert bei 121°C, mind. 20 Minuten.
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10.11 Alkalische Lyse

Die alkalischen Lyse wurde verandert nach BIRNBOIM UND DoLY (1979) mit 1,5ml Bakterien-
Kultur durchgefiihrt. Die Zentirfugation erfolgte stets mit 16000 x g. Der erste
Zentrifugationsschritt zur Sedimentation der Bakterien wurde Uber 1 Minute durchgefiihrt. Die
Denaturierung erfolge mit GTE-Puffer (Puffer 1) bei Raumtemperatur fir 5 Minuten,
anschlieBend die Lyse mit Puffer 2 (NaOH mit 1 % SDS). Nach Zugabe des PAS-Puffer
(Puffer 3) erfolgte eine Neutralisierung fur 5 Minuten. Die darauf folgende Zentrifugation
wurde fir 2 Minuten durchgefiihrt. Der Uberstand wurde mit 0,05mg RNaseA (Qiagen:
100mg/ml, 7000units/ml, solution) behandelt und ein Inkubationsschritt von 30 Minuten bei
37°C durchgefihrt. Die Ethanol-Fallung mit 1ml 96 %igem Ethanol (C,H¢sO, Roth, M
46,07g/mol, 96 %) wurde fur 5 Minuten in Eis durchgefiihrt und der darauf folgende
Waschschritt fur 4 Minuten in Eis mit 1ml 70 %igem Ethanol (C,HsO, Roth, M 46,07g/mol,
70 %). Das Pellet wurde nach Trocknung in 25ul TE-Puffer (10mM Tris und 1mM EDTA)
aufgenommen.

0,1M TrisHCI, pH 8

Reagenzien Endkonzentration fur 500ml
Tris, C4H11NO3 (Roth, M 121,14g/mol, 99,9 %) 0,1mM 6,057g
H,04q add to 500ml

pH 8 mit 2N Salzsaure, HCI (Roth, 2mol/l - 2N MaRlésung)
autoklaviert bei 121°C, mind. 20 Minuten, Lagerung bei 4°C

0,5 M EDTA-Lésung, pH8

Reagenzien Endkonzentration fir 500ml
EDTA, C10H14N,Na,0g 2H,0 (Roth, M 372,24g/mol, 99 %) 500mM 93,069
H,04q add to 500ml
pH 8 mit NaOH
GTE (=,Puffer 1%)

Reagenzien Endkonzentration fur 250ml

Glucose, C¢H1,06 (Roth, M 180,16g/mol, 98 %) 54,99mM 2,477g

0,1M TrisHCI, pH 8 25mM 62,5ml

0,5M EDTA 10mM 5ml

H,04q add to 250ml

autoklaviert bei 121°C, mind. 20 Minuten, Lagerung bei 4°C
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SDS
Reagenzien Endkonzentration fur 200ml
Sodiumdodecylsulfate Na-salt, SDS C;,H,50,S-Na (Serva,
Mr 288,4, 99 %) 10 % (wiv) 109
H204q add to 100ml
0,2 N NaOH

Reagenzien

Endkonzentration fiir 1 Liter

Natriumhydroxid, NaOH (Roth, M 40,01g/mol, 99 %) 0,2M 8,002¢g
H,04q4 add to? 1 Liter
Lagerung bei 4°C
NaOH mit 1 % SDS (=,Puffer 2%)
Reagenzien Endkonzentration fur 10ml
0,2 N NaOH 0,2M 9ml
SDS 1% (v/v) 1ml
Immer frisch herstellen
PAS (=,Puffer 3%)
Reagenzien Endkonzentration fur 100ml
Essigsaure, C,H,0, (Roth, M 60,05g/mol, 99 %) 29,2 % (viv) 29,5ml
KOH-Plattchen/Kaliumhydroxid, KOH (Roth, M 56,11g/mol,
85 %) bis pH 4.8
H,04q add to 100ml

Lagerung bei RT
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10.12 Verwendete Puffer fiir Agarose-Gel-Elektrophorese
10xTBE (Laufpuffer 1XTBE)

Reagenzien Endkonzentration fur 1 Liter
Tris 891,5mM 108g

Borséure 889mM 55¢g

H,04q add to 1000ml

0,5M EDTA-L6sung, pH8 20mM 40ml

autoklaviert bei 121°C, mind. 20 Minuten

6xLoading
Reagenzien Endkonzentration fur 100ml
10xTBE 60ml
Glycerin wasserfrei, CsHgO3 (Roth, M 92,1g/mol, 99,5 %) 39,8 % (V/v) 40ml
Bromphenolblau Na-Salz, C;HsBr,OsSNa (Roth, M
691,9g/mol) 0,1 % (w/v) 0,1g
Xylencyanol, C,sH,7N,NaOeS, (Roth, M 538,6g/mol) 0,1 % (w/v) 0,1g
OrangeG, Cy6H;10N2Na,0S, (Roth, M 452,37g/mol) 0,2 % (w/v) 0,29
1 %iges Gel
Reagenzien Endkonzentration fir 100ml
1XTBE 100ml
Agarose (LOW-EEO, Applichem oder Electrophoresis
grade, Invitrogen) 1 % (w/iv) 1g
Ethidiumbromidlésung 1 % (Roth, 1 %ige Lésung in
Wasser, 10mg/ml) 0,00005 % (w/v) 5ul
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