Erstes Symposium Zierpflanzenziichtung

e  ErschlieBung mdglicher Quellen fiir Material von samenvermehrten Zierpflanzen; Sammlungsbeginn u.
a. durch ,,Sammlungsaufrufe bei Liebhabern, Ziichtern etc.

e  Erarbeitung geeigneter Methoden fiir Saatgutlagerung, Sortenerhaltung, Beschreibung und Evaluierung
sowie Festlegung der entsprechenden Ablaufe

e  Entwicklung geeigneter EDV-Programme zur Verwaltung und Dokumentation der Genbank

e  Einbindung der Genbank samenvermehrter Zierpflanzen in vorhandene Datennetzwerke, u. a. in das
Nationale Inventar zu Pflanzengenetischen Ressourcen in Deutschland (PGRDEU;
http://pgrdeu.genres.de/) bzw. im Netzwerk Pflanzensammlungen bei der DGG 1822 e.V.

e  Nationale und internationale Zusammenarbeit mit entsprechenden Fachkreisen

Von besonderer Bedeutung ist es, die Kriterien zur Auswahl von erhaltenswerten, samenvermehrten
Zierpflanzen festzulegen. Prioritaten fiir die Auswahl von Arten und Sorten sollen von einer Expertengruppe
festgelegt werden. Dabei sollten insbesondere folgende Aspekte Berlicksichtigung finden:

e in Deutschland vorhandene bzw. traditionell genutzte Arten und Sorten

e Arten und Sorten mit potentieller ziichterischer, wirtschaftlicher und wissenschaftlicher Bedeutung
e  Arten und Sorten mit historischer und kultureller Bedeutung

e  Arten und Sorten mit besonderen Eigenschaften (z.B. Resistenzen)

Bei der Aufnahme von Sorten in die Genbank wird der Echtheitsiiberpriifung der Akzessionen (Art-
/Sortenzugehorigkeit) besondere Prioritdt beizumessen sein.

Aktivitaten zur Bewahrung von genetischen Ressourcen bei Rhododendron und Rose

Das Bundessortenamt ist im Beirat zur Genbank Rhododendron vertreten und unterstitzt hier mit
Kenntnissen und Erfahrungen aus dem Bereich der Sortenschutzpriifungen bei Freilandrhododendron und
Topfazalee. Fir die Genbank Rose ist geplant, dass das Bundessortenamt noch in 2011 sammlungs-
erhaltender Partner wird. Es ist vorgesehen, dass geeignete Rosensorten aus den beim Bundessortenamt
erhaltenen lebenden Kollektionen von Freilandrose und Topfrose in die Genbank ubernommen und
entsprechend dokumentiert werden.
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Zusammenfassung

Zur Unterstlitzung der Zichtung von knospenblihender Sommerheide (Calluna vulgaris) wurde die
Vererbung des Merkmals ,,Knospenbliitigkeit” in verschiedenen spaltenden Rickkreuzungspopulationen
untersucht. Aufgrund der analysierten Spaltungsverhaltnisse wird von einem monogen-rezessiven Erbgang
ausgegangen. RAPD- und ISSR-Marker wurden zur Untersuchung der GroéRe des genetischen Pools der Art
C. vulgaris verwendet, und ein Verfahren zur Identifikation sogenannter ,,abgeleiteter Sorten“ wurde fiir
diese Pflanzenart angepasst. Zudem wurde nach molekularen Markern fiir das 6konomisch wichtige
Merkmal ,,Blutentyp” gesucht, die eine Selektion auf dieses Merkmal bereits im Jungpflanzenstadium
ermdglichen wirden. Sowohl fir RAPD- als auch fiir AFLP-Marker wurden ausschlieRlich Marker fiir das
dominante Allel ,,Einfachbliiher* gefunden.
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Die dargestellten Ergebnisse fassen mehrere Arbeiten zur Zichtungsforschung an knospenbliihender
Sommerheide zusammen.

Stichworter: AFLP, ISSR, Knospenbliiher, Marker-gestutzte Selektion, RAPD, Sortenidentifizierung

Abstract

In order to assist breeding of bud-flowering heather (Calluna vulgaris) the inheritance of the trait “bud-
flowering” has been analyzed in various segregating backcross populations. From the resulting segregation
ratios a monogenic recessive inheritance was deduced. RAPD- and ISSR-markers have been used for
evaluation of the genetic pool of C. vulgaris, and a technique for identification of “essentially derived
varieties” has been adapted for this species. Moreover, it has been searched for molecular markers of the
economically important trait “flower type” that would allow selection already in the seedling stage.
However, both RAPD as well as AFLP-markers have only been found for the dominant wild-type allele.

In the current review various publications on breeding research of bud-flowering heather are summarized.
Keywords: AFLP, bud-flowers, cultivar identification, ISSR, marker-assisted selection, RAPD

Einleitung

Calluna vulgaris zdhlt in Mittel- und Nordeuropa zu den wirtschaftlich wichtigsten Beet- und
Balkonpflanzen fur die Herbstbepflanzung (BEHR und NIEHUES, 2009). Im Vergleich zu anderen
6konomisch wichtigen Zierpflanzenkulturen ist C. vulgaris bisher aber noch nicht sehr intensiv ziichterisch
bearbeitet worden. Bisherige Ziichtungsstrategien beschranken sich auf die Auslese von zufalligen Mutanten
und einfache Kreuzungspléne. In mehreren aufeinanderfolgenden Forschungsprojekten wurde daher daran
gearbeitet, ein systematisches Zichtungsverfahren insbesondere fir die wichtige Sortengruppe der
sogenannten Knospenbliher von C. vulgaris (Abbildung 1) zu entwickeln, wobei auch die Nutzung
molekularer Marker einbezogen wurde. Molekulare Marker werden in der Pflanzenziichtung im
Wesentlichen fir zwei unterschiedliche Zwecke eingesetzt: Zum einen dienen sie der Marker-gestutzten
Selektion (,,marker-assisted selection“ — MAS), zum anderen der Untersuchung der genetischen Distanz
verschiedener Individuen. Beide Ziele wurden auch bei den Arbeiten mit C. vulgaris verfolgt. Einerseits
wurde die GroRe des genetischen Pools untersucht und ein Verfahren zur Identifikation sogenannter
»abgeleiteter Sorten“ entwickelt. Anderseits sollten molekulare Marker fiir das 6konomisch wichtige
Merkmal ,,Knospenbliitigkeit“ gefunden werden, die eine Selektion auf dieses Merkmal bereits im
Jungpflanzen-stadium ermdglichen.

Abb. 1 Blitentriebe der Sommerheide (Calluna vulgaris); links: Knospenbliiher, rechts: Einfachbliiher (Wildtyp)

Die Ergebnisse dieser Arbeiten werden im Folgenden zusammenfassend dargestellt. Die verschiedenen
Publikationen, in denen die Ergebnisse detailliert veroffentlicht wurden, werden jeweils entsprechend zitiert.
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Material und Methoden

Zu Untersuchung der Vererbung des Merkmals ,,Knospenblitigkeit” wurden gezielt einzelne einfach- und
knospenbliitige Individuen miteinander gekreuzt und riickgekreuzt. Die genauen Kreuzungsplane sind in
Borchert und Hohe (2009) dargestellt. Die Untersuchung der genetischen Distanzen unterschiedlicher Sorten
erfolgte mit Hilfe von RAPD- und ISSR-Markern (Borchert et al., 2008). Zur Markierung des Merkmals
,»Knospenblitigkeit* wurden sowohl RAPD- als auch AFLP-Marker eingesetzt (Borchert und Hohe, 2009;
Borchert und Gawenda, 2010).

Ergebnisse

o) Vererbung der Merkmals ,,Knospenblitigkeit* (Borchert und Hohe, 2009):

Die Kreuzung von Einfach- mit Knospenblihern resultiert in der Regel in einer rein einfach blihenden F1-
Population. Wurden Individuen dieser F1-Generation mit dem knospenbliitigen Elter zuriickgekreuzt, so
spaltete die resultierende Riickkreuzungspopulation in Bezug auf das Merkmal ,,Blutentyp®. In drei von vier
untersuchten Kreuzungskombinationen betrug das Spaltungsverhaltnis 1 : 1. Dies deutet auf einen monogen
rezessiven Erbgang hin. Allerdings treten auch Spaltungsverhéltnisse auf, die signifikant von einem 1: 1-
Verhdltnis abweichen. Dies ist ein Hinweis darauf, dass an der Aufprdgung des Merkmals neben dem
antizipierten Majorgen vermutlich noch weitere Faktoren beteiligt sind, die sich zwischen den einzelnen
Sortenkombinationen unterscheiden. In einzelnen Fallen wurden F1-Pflanzen zudem mit einem
Knospenbliher gekreuzt, der nicht Elter der F1 war. Auch in diesem Fall spalteten Knospenbliher in der
Nachkommenschaft heraus. Dies deutet darauf hin, dass in den knospenblitigen Sorten ein- und derselbe
Locus betroffen ist, da ansonsten bei einem rezessiv vererbten Merkmal der mutierte Locus komplementiert
wiirde.

o Analyse genetischer Distanzen (Bochert et al., 2009):

Auf der Basis von 168 RAPD- und ISSR-Markern wurden die genetischen Distanzen von 74 Genotypen von
C. vulgaris (Sorten sowie einige Wildpflanzen) sowie 3 Genotypen von Erica spp. ermittelt und in einem
Dendrogramm verrechnet. Die iiberwiegende Mehrheit der paarweisen Vergleiche wies einen Ahnlichkeits-
koeffizienten (Dice) von 0,8 oder groRer auf. Der genetische Pool von C. vulgaris ist daher als relativ eng
einzustufen, insbesondere da auch in der Natur gesammelte Genotypen in Verbindung mit Zuchtsorten nur
einen geringfiigig kleineren Ahnlichkeitskoeffizienten aufwiesen als Zuchtsorten untereinander. Nur eine
sehr geringe Anzahl von Knotenpunkten des Dendrogramms konnte statistisch abgesichert werden
(bootstrapping, n=10.000). Daher scheint dieses Verfahren nicht fir die Identifizierung von abgeleiteten
Sorten nutzbar zu sein. Entsprechend wurde ein alternatives Verrechnungsverfahren der Ahnlichkeits-
koeffizienten angewandt (Eeuwijk und Law, 2004), mit dessen Hilfe ein individuell auf den untersuchten
genetischen Pool abgestimmter Grenzwert des Ahnlichkeitskoeffizienten (Dice) ermittelt wird. Dieser betrug
in diesem Fall 0,865. Zur Validierung dieses Wertes wurden Sortenpaare eingesetzt, von denen bekannt war,
dass sie voneinander abgeleitet bzw. dass sie zlichterisch voneinander unabhéngig waren. Die
Ahnlichkeitskoeffizienten der voneinander abgeleiteten Sortenpaare lagen tiber dem genannten Grenzwert,
die der unabhangigen Sortenpaare darunter oder innerhalb des Fehlerbereiches Uber dem Grenzwert.
AnschlieBend wurden zwoIf Sortenpaare getestet, bei denen aus unterschiedlichen Quellen eine Hypothese
Uber deren genetischen Distanz abgeleitet werden konnte. Diese wurde fur elf der zwdIf Paare bestatigt.

o Molekulare Marker fir das Merkmal ,,Knospenbliitigkeit* (Borchert und Hohe, 2000; Borchert und
Gawenda, 2010):

Mit Hilfe der bulked-segregant-analysis nach Michelmore (1991) wurden in einer spaltenden
Rickkreuzungsnachkommenschaft der Sorten “Melanie” und “Roter Oktober” zwei gekoppelte RAPD-
Marker flir den Blutentyp ,,Einfachbliher* identifiziert. Diese wiesen eine GrofRe von ca. 2,5 bzw. 1,2 kb auf.
Auf Einzelpflanzenebene wurden fir den kleineren Marker keine Rekombinanten gefunden, bei dem
groReren Marker trat eine Rekombinante unter den Knospenblihern auf. Beide RAPD-Marker wurden
sequenziert, wobei fur den kleineren zwei unterschiedliche Sequenzen gewonnen wurden, was vermutlich
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darauf zurlickzufihren ist, dass dieser sehr eng von weiteren Banden flankiert wurde. Die Marker erwiesen
sich aber nur in der Ausgangspopulation als funktional. Sowohl in einer anderen Rlckkreuzungspopulation
als auch in unabhé&ngigen Sorten war das Auftreten beider Marker nicht mit dem Blutentyp gekoppelt. In
einem weiteren Ansatz wurde in einer Riickkreuzungspopulation der Sorten “Maria” und “Boskoop” nach
AFLP-Marker fur den Blitentyp gesucht (Abbildung 2). Hier wurden 44 Marker fur Einfachbliuher und 22
Marker fiir Knospenbliher identifiziert. Bei allen Markern fiir Knospenbliiher war allerdings die Prasenz der
Marker in den Elternpflanzen und der F1 nicht konsistent; bei den Markern fiir Einfachbliher traten solch
widersprichliche Ergebnisse nicht auf. Die Marker fir Knospenblitigkeit wurden daher nicht weiter
untersucht. Von den Kandidaten-Markern fiir Einfachbliiher wurden 16 auf Einzelpflanzenebene Uberprift.
Sieben wiesen eine Rekombinationsrate von weniger als 5% auf, einer zeigte sogar eine Rekombinationsrate
von 0%. Dieses Fragment wurde sequenziert, um zu priifen, ob er moglicherweise ein Kandidatengen
abdeckt. Dies was jedoch nicht der Fall, die klonierte Sequenz lag nicht in einem kodierenden DNA-Bereich.

e e p———— e —
Abb. 2 Ausschnitt eines AFLP-Gels von Calluna vulgaris (Primer: HindI11+CAT IRDye 700 + Msel+CAC).

Diskussion

Die systematische Ziichtung von knospenbliihenden Genotypen bei C. vulgaris erfordert die Erstellung von
Ruckkreuzungspopulationen. In Verbindung mit einem engen genetischen Pool der Art fuhrt dies zu
geringen genetischen Distanzen zwischen den Sorten. Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass es dennoch
mdoglich ist, auf der Basis der Analyse genetischer Marker abgeleitete Sorten zu identifizieren.
Voraussetzung ist allerdings die Ermittlung eines spezifischen Grenzwertes flr den genetischen Pool, aus
dem die in Frage stehenden Sorten stammen, da dieser deutlich von einem z.B. flir Rosen ermittelten
Grenzwert (Vosman et al., 2004) differiert.

Die Suche nach einem molekularen Marker fur das Merkmal ,,Knospenblitigkeit“ war nur bedingt
erfolgreich. Trotz der Anwendung unterschiedlicher Methoden in zwei verschiedenen Rickkreuzungs-
populationen ist es nicht gelungen, einen Marker zu finden, der mit dem Merkmal ,,Knospenblitigkeit*
gekoppelt ist. Allerdings wurden sowohl RAPD- als auch AFLP-Marker identifiziert, die mit dem Merkmal
»Einfachbliher” kosegregieren. Aufgrund der Menge an durchgefiihrten Untersuchungen wird davon
ausgegangen, dass der Mangel an Markern flr die ,,Knospenblitigkeit* nicht zuféllig sondern genetisch
begriindet ist, z.B. durch eine Deletion im Genom der Knospenbliiher.

Rout und Mohapatra (2006) und Byrne (2007) haben ermittelt, dass nur sehr wenige Zierpflanzenziichter
Verfahren der Marker-gestitzten Selektion nutzen. Hierzu trégt sicher der hohe Entwicklungsaufwand bei,
der sich nicht lohnt, sofern insbesondere in den oft noch nicht sehr intensiv ziichterisch bearbeiteten Kulturen
des Zierpflanzenbaus auch mit konventionellen Verfahren Ziichtungsfortschritte zu erzielen sind. Allerdings
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nutzen auch Zierpflanzenziichter molekulare Marker regelméRig zur Eltern-ldentifizierung und zur
Sortenunterscheidung (Rout und Mohapatra, 2006). Zukdnftig ist aufgrund neuer DNA-Sequenzierverfahren
mit einer erheblichen Reduktion der Entwicklungskosten fiir molekulare Marker zu rechnen, wéhrend
gleichzeitig die Verfligbarkeit von Sequenzdaten auch fur wirtschaftlich weniger bedeutende Kulturen
deutlich steigt. Daher kann mit einer verstdrkten Anwendung molekulare Marker auch in der
Zierpflanzenziichtung gerechnet werden. Hierbei ist allerdings zu berlicksichtigen, dass auch bei leichter
Verfiigbarkeit von Sequenzdaten (bzw. dann insbesondere) nur eine planvolle und systematische
Anwendung die Ziichtungsarbeit tatséchlich erleichtert.
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Einleitung

Die deutsche Zierpflanzenziichtung nimmt weltweit eine fihrende Rolle ein und meldet jahrlich fur die
internationale Vermarktung eine grofRe Anzahl von neuen Sorten an. Beim Européischen Sortenamt sind die
neu angemeldeten Zierpflanzensorten mit einem Anteil von 60% die mit Abstand gréBte Pflanzengruppe
(Jahresbericht 2007 CPVO Community Plant Variety Office). Neben der grofen Bedeutung deutscher
Zierpflanzenziichtungsunternehmen I&sst sich daraus auch entnehmen, dass die Suche nach Neuheiten den
Sektor bestimmt. Der groRe Konkurrenzdruck unter den Zierpflanzenziichtern und die schnellen
Verédnderungen des Sortenspektrums am Markt erfordern neue Strategien zur Sortenentwicklung. Zur
Unterstitzung und Beschleunigung der Klassischen Ziichtung hat deshalb die Nutzung von
biotechnologischen Methoden in den letzten Jahrzehnten stark an Bedeutung gewonnen.

Unter Zierpflanzen fallen viele diverse Pflanzenarten verschiedenster Familien in tausenden von Sorten.
Durch diese Vielfalt ergibt sich eine ausgeprdgte Heterogenitit, die eine Ubertragung von
biotechnologischen Methoden von einer Zierpflanzenart auf eine andere und sogar die Ubertragung von
einer Sorte auf eine andere meist ausgesprochen schwierig und damit sehr zeitintensiv werden ldsst.
Idealerweise werden Methoden bendtigt, die bei vielen verschiedenen Pflanzenarten und -sorten effizient
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